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RESUMEN EJECUTIVO

Se evaluaron tres extractos vegetales, para el control de larvas de Meloidogyne
spp, en condiciones in vitro. Estos extractos fueron obtenidos de la raiz de
barbasco (Thephrosia sinapou). Los extractos etéreo y etandlico se prepararon
macerando 50 g de raiz triturada en 350 mL de solvente organico (éter etilico y
etanol) durante 24 h, a temperatura ambiente 15 °C + 2, seguidamente se filtré y
se recuperod el solvente utilizando un rotavapor, se etiquetd y se refrigeré a 4 °C
para su posterior aplicacion in vitro. El extracto acuoso se preparo utilizando 50 g
de raiz fresca en 350 mL de agua destilada, posteriormente se triturg, licué y
macero durante 48 h, a temperatura ambiente 15 °C * 2, seguidamente se filtré y
rotaevaporo, finalizando con su etiquetado y refrigerado a 4 °C, para su posterior
uso in vitro. Los extractos etéreos y etandlicos diluidos en etanol al 96% fueron
designados como dosis letal alta. Estas dosis madre, fueron diluidas en agua
destilada para obtener dosis letales (Media, Baja y Minima). Por cada dosis,
repetida 4 veces, se utilizaron 20 larvas para un total de 80 nematodos. Las
observaciones de mortalidad se realizaron a las 6, 12, 24 y 48 h. los extractos
etéreos y etanodlico presentaron una similar diferencia estadistica con su testigo
blanco (etanol) cuyas concentraciones (Alta y Media), presentaron una mortalidad
de (85 a 100%) entre 24 a 48 h de exposicién in vitro. Estos valores son
significativamente menores al porcentaje de mortalidad que presentd el testigo
quimico (Rotenona), que fue de 100% a la primeras 6h, diferencia superior a la
qgue tuvo el extracto acuoso, con una mortalidad de 65 % a las 48 h. que
presentaron un efecto nematicida superior frente al testigo absoluto (agua
destilada) que obtuvo una eficiencia muy reducida como nematicida de 10%, con
respecto a los anteriores tratamientos. La actividad demostrada por Thephrosia
sinapou permite proponer continuar con otros estudios en invernadero y campo

para conocer su efectividad en el suelo.
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EXECUTIVE SUMMARY

Three plant extracts were evaluated for control of Meloidogyne spp, under in vitro
conditions. These extracts were obtained from the root of mullein (Thephrosia
sinapou). The ether and ethanolic extracts were prepared by macerating 50 g of
crushed root in 350 mL of organic solvent (ethyl ether and ethanol) for 24 h, at
room temperature 15 = 2 ° C, then filtered and the solvent was recovered using a
rotary evaporator, He was labeled and refrigerated at 4 ° C for further application
in vitro. The aqueous extract was prepared using 50 g of fresh root in 350 mL of
distilled water, then triturated, liquefied and macerated for 48 h, at room
temperature 15 ° C £ 2, then filtered and rotaevaporo, ending with labeling and
cooled at 4 ° C, for subsequent use in vitro. The ether and ethanol extracts diluted
in 96% ethanol were designated as high lethal dose. These stem doses were
diluted in distilled water to obtain lethal doses (Medium, Low and Low). Per dose
and repeated 4 times, 20 larvae were used for a total of 80 nematodes. The
mortality observations were performed at 6, 12, 24 and 48 h. the ether and ethanol
extracts showed a similar statistical difference in her white control (ethanol) whose
concentrations (high and medium), presented a mortality (85-100%) between 24-
48 h of exposure in vitro. These values are significantly lower than the mortality
rate presented by the chemical control (Rotenone), which was 100% in the first 6h,
difference superior to the one | had the aqueous extract, with a mortality of 65%
after 48 h. that displayed nematicide effect against absolute control (distilled
water) obtained a very low efficiency as nematicide 10% compared to previous
treatments. The activity demonstrated by Thephrosia sinapou can propose to
continue with other greenhouse and field studies to determine its effectiveness on
the ground.
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INTRODUCCION

El cultivo de tomate de arbol (Cyphomandra betaceae.), es uno de los frutales con
una excelente perspectiva comercial para el mercado nacional e internacional
(Ramirez, 2009). Una de sus principales limitantes en su produccion es el nematodo
agallador Meloidogyne spp. (Cantuiia N. , 2013). Este tipo de nematodos genera
pérdidas de alrededor de un 20 % en la produccién (Lopez, 2009), y con un estimado
de $500.00 millones invertidos para el control de este nematodo (Farban &
Zambrano, 2010).

El nematodo agallador Meloidogyne spp, invade las raiz de su hospedero y penetra
en el interior del tejido vascular vegetal (raiz de tomate), produce cambios
fisiolégicos y morfolégicos que impiden a la planta la absorcion de agua y nutrientes
esenciales para su normal desarrollo (Sandoval & Lomas, 2007). En Ecuador el
meétodo de control mas utlizado es el uso de nematicidas quimicos, que ademas de
costosos son altamente toxicos (Lopez, 2009). Esto indica la importancia de la
investigacién de extractos vegetales, con criterios ecoldgicos y econémicos, que

desarrollen un control con efecto nematicida o nemostéatico.

En el reino vegetal se producen metabolitos como fenoles, terpenoides alcaloides,
acetilenos, acidos carboxilicos, acidos grasos, entre otros, con propiedades
insecticidas, acaricidas y nematicidas (Naveda, 2010). El uso de solventes organicos
como agua, alcohol, éter etilico, aceites, cetonas y benceno, permite aprovechar
estos metabolitos mediante técnicas tradicionales y no tradicionales de extraccion
(Sharapin, 2000).

Los extractos botanicos que han sido reportados con propiedad nematicida son; M.
acuminata y M. balbisiana (Arboleda. F, 2012), Phaseolus (Parada & Guzman,
1997), vulgaris Quassia amara y Brugmancia suaveolens (Salazar & Guzman, 2014)
Choenocaulon officinale (Vinueza. S, 2006) y Ricinus communis L. (Arboleda. F,
2012). Esto confirma la diversidad de investigaciones para encontrar principios
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activos con accion selectiva dentro de cada clase de plaga, cuyos tejidos vegetales

a utilizar provengan de recursos renovables naturales.

En este sentido, el objetivo de este estudio fue el de evaluar in vitro la posible accion
nematicida de los extractos; etéreo, etandlico y acuoso de raiz de barbasco
Thephrosia sinapou, sobre el nematodo agallador Meloidogyne spp, considerado
como el género mas importante en Ecuador, debido a que afecta a un sin nimero de

cultivos de cultivos tanto de ciclo corto como perennes.
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|. EL PROBLEMA.

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Segun el centro de Informacién e Inteligencia Comercial “CICO”, en el Ecuador las
provincias donde se cultivan el tomate de arbol son: Carchi, Imbabura, Pichincha,
Tungurahua, Chimborazo, Bolivar, Cafiar, Azuay y Loja, en una capacidad productiva
de 14748 ha, siendo Tungurahua la provincia que mas produce con 8300 ha.
(Ramirez, 2009).

Los neméatodos agalladores del género Meloidogyne spp, producen problemas
patolégicos como lo es la dormidera o marchitez, en tomate de arbol Cyphomandra
betacea (Lopez, 2009). Esto involucra una pérdida productiva significativa para los

agricultores que se dedican a esta actividad.

Los métodos mas utlizados para el control de neméatodos fitoparasitos, ha sido la
aplicacion de productos quimicos sintéticos, pertenecientes a la familia de los
organofosforados o carbamatos. (Arboleda. F, 2012). Estos productos han generado
un desequilibrio en los ecosistemas, provocando resistencia de los patégenos,
ademas de eliminar a los enemigos naturales presentes en el suelo. (Cantufia N. ,
2013). Ademas de causar la muerte en humanos y animales por intoxicacién, su

uso excesivo incrementa los costos de produccion.

Actualmente muchos extractos naturales pueden remplazar muchos plaguicidas
sintéticos como una alternativa ecoldgica y que cada vez es mas exigida por la
legislacion nacional y mundial (Hinojosa W., 2011). Aun son limitados la cantidad de
estudios que permitan controlar las diversas plagas y enfermedades que van
adquiriendo un grado de resistencia mayor conforme al uso no adecuado de

agroquimicos en los cultivos.



1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA.

La falta de un estudio para la “Obtencién de extracto de barbasco (Thephrosia
sinapou), utilizando solventes organicos de polaridad creciente (éter, etanol y agua)’,
no ha permitido su evaluacion potencial como agente nematicida en tomate

(Cyphomandra Betacea).

1.3. DELIMITACION.

Geograficamente, la investigacion se llevo a cabo, en dos sitios diferentes. El primer
ensayo se desarrollo en la parroquia Tulcan, del canton Tulcan, perteneciente a la
provincia del Carchi, en los laboratorios de Fitopatologia de la Universidad
Politécnica Estatal del Carchi, donde se obtuvo los extractos de raiz de barbasco
(etéreo, etandlico y acuoso), cuyas raices fueron extraidas de la zona montafiosa de
la comunidad de Quinshull, ubicada al nor-occidente de la Provincia del Carchi,
cantdbn Tulcan, Parroquia de Maldonado. Esta fase corresponde al érea
Agroindustrial. Las caracteristicas climatolégicas de la zona donde se ubica el
laboratorio de fitopatologia, segun la Direccion de Aviacion Civil de Tulcan,
aeropuerto Luis A. Mantilla son las siguientes; (Cuadro 1).
Cuadro 1: Delimitacién del primer ensayo.

Latitud: 00° 48.8' N
longitud: 77° 424 W
Altitud: 2950 m.s.n.m.
Temperatura: 12.1°C
Presiéon atmosférica: 0.7174 atm.
Humedad relativa media: 79 %
Precipitacion media anual: 75.2 mm.

Viento del norte intensidad: 8 Km/h

Temperatura maxima media: 24.2 °C

Temperatura minima media: 0.2°C

Fuente: Aeropuerto de Tulcan 2013



El segundo ensayo, se desarroll6 en la parroquia de Tumbaco, del canton Quito,
perteneciente a la provincia de Pichincha, especificamente en los laboratorios de
Nematologia de Agrocalidad, ubicado en la Av. Interoceanica Km. 141/2, La Granja
MAGAP, donde se evalud el efecto nematicida y/o nemostético de los extractos de
raiz de barbasco (etéreo, etandlico y acuoso), esta fase comprende al area Agricola.
Las caracteristicas climatolégicas de la zona, donde se ubica el laboratorio de

nematologia, segun el INAMHI, son las siguientes (Cuadro 2):

Cuadro 2: Delimitacién del segundo ensayo.

Latitud: 00° 13.0' N
Longitud: 78° 24.40 W
Altitud: 2536 m.s.n.m.
Temperatura: 17.0°C
Presion atmosférica: 0.7174 atm.
Humedad relativa media: 86.1%

Precipitacion media anual: 900 mm.

Viento del norte 11Km/h
intensidad:

Temperatura maxima 18.3°C

media:

Temperatura minima 16.8 °C
media:

Fuente: Anuarios Meteoroldgicos INAMHI

1.4. JUSTIFICACION.

La presente investigacion se desarrollé en el marco de proyectos establecidos por la
Universidad Politécnica Estatal del Carchi, considerando que: la Constitucion del
Ecuador (2008), manifiesta que el Sistema de Educacién Superior tiene como
finalidad la formacion académica y profesional con vision cientifica y humanista; la

investigacién cientifica y tecnolégica, la innovacion, promocion, desarroll6 y difusion



de los saberes y las culturas; la construccion de soluciones para los problemas del

pais, en relacién con los objetivos de desarrollo (Art.350).

El cultivo de Cyphomandra betacea es méas productivo durante los 3 primeros afios,
alcanza rendimientos entre 40.000 — 50.000 kg/ha/afio, con enfoque ecoldgico para
potencializar la posibilidad de exportacion de este interesante fruto andino, que
cumpla los parametros fitosanitarios  exigidos por los  mercados
internacionales,(Ramirez, 2009). Este estudio brinda la oportunidad a los
agricultores de realizar un control de plagas de una manera eficaz y eficiente con el

uso de un tratamiento organico natural.

Las maneras de aprovechar los metabolitos secundarios es mediante la preparacion
de sus tejidos en extractos vegetales o infusiones utilizando diferentes solventes
como agua, alcohol, éter etilico, aceites, cetonas y benceno. (CORPOICA, 2007).
Estos componentes son una mezcla de principios activos y sustancias inertes que se
producen de la totalidad o de partes de una planta fresca o seca (Lizcano, 2008).
Ademas, poseen la capacidad para adherirse fuertemente a los anfidios de los
nematodos fitoparasitos como Meloidogyne spp, modificando su comportamiento
qguimiotactico. (Vegas, Crozzoli, & Perichi, 2010). Estos compuestos de origen
vegetal tienen la ventaja de ser mas seguros para el ambiente y la salud humana
que sus contrapartes sintéticas y adicionalmente son considerados no persistentes

en el campo.

El tema de investigacion “Obtencion de extracto de barbasco Thephrosia sinapou,
para su evaluacién potencial como agente nematicida en tomate Cyphomandra
betacea”, tiene gran importancia puesto que permite implementar nuevas
alternativas, tradicionales y no tradicionales de extraccion de componentes y
principios activos de plantas nativas presentes en nuestra region, creando un
incentivo para erradicar el uso inadecuado que se le da a los productos quimicos
para el control fitosanitario, mediante un manejo y control eficiente a un menor

costo, sin contaminar el ambiente y obtener cultivos sanos y cosechas productivas.
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1.5. OBJETIVOS.

1.5.1. Objetivo General.

» Obtener extracto de barbasco (Thephrosia sinapou), utilizando solventes
organicos de polaridad creciente (éter, etanol y agua), que permita su
evaluacion potencial como agente nematicida en tomate (Cyphomandra

betacea).

1.5.2. Objetivos Especificos.

» Fundamentar bibliograficamente los conceptos de metodologias de extraccion
y potencial nematicida de productos naturales.

» Determinar las metodologias y los procesos para el desarrollo de la
investigacion in vitro.

» Establecer un disefio experimental que permita medir las variables en estudio.

» Determinar el poder nematicida del extracto de barbasco



Il. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS.

Esta investigacion se realizé en la Universidad Estatal Amazénica en la Facultad
Agroforestal por parte de los autores; Ing. Deisy Torres, Dr. Uvaldo, Dr. Maria Brito y
Dr. Elena Cordero. La presente investigacion demostré un “Estudio de la extraccion
de follaje de Barbasco (Lonchocarpus nicou) como fuente biocida (en condiciones de
la Amazonia en Ecuador)”. Mediante un analisis fitoquimico practicado a las raices y
el follaje de barbasco (Lonchocarpus nicou), reveld la presencia de flavonoides en las
raices y hojas, este compuesto fue detectado en el extracto etandlico de las hojas.
Se determiné que el secado en estufa con temperatura controlada en raices y hojas
influye significativamente en la obtencion del extracto, cuyo resultado se presentan
propiedades biocidas con una descripcion fisico —quimica a partir del follaje de
barbasco (lonchocarpus nicou). Esta investigacion propone un procedimiento para la

obtencién de un extracto con propiedades biocidas a partir del follaje de barbasco.

Esta investigacion se realizé en la Universidad Central de Venezuela en la Facultad
de Agronomia por parte de los autores; Sally Vinueza, Renato Crozzoli y Guillermo
Perichi, para obtener el titulo de Ing. Agronomo en el afio 2006. La presente
investigacion demostré una “Evaluacion in vitro de los extractos acuosos de plantas
para el control del nematodo agallador Meloidogyne incognita”. Los extractos de
fruto verde de Ricinus communis en concentraciones de 32,64 y 100%, presentaron
un indice de mortalidad de 98.9 % en sus tres concentraciones en un periodo de
tiempo de 72 horas, respectivamente. Los extractos de inflorescencia de
Schoenocaulon officinale a concentraciones de 32, 64 y 100%, obtuvieron un indice
de mortalidad de 80,5, 84,1, y 100% después de 72 horas de exposicion. Espigas y
hojas de Schoenocaulon officinale en la concentracion del 100% indujeron una
mortalidad del 65.9 y 98.8 %, respectivamente después de 72 horas. El extracto
acuoso de inflorescencia en una concentracion del 100%, presentdé un indice de

mortalidad de 100%, después de 48 horas de exposicion.
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Esta investigacion se realizé en la Universidad Técnica de Babahoyo en la Facultad
de Ciencias Agropecuarias en la Escuela de Ingenieria Agropecuaria por parte de la
autora; Vanessa Elizabeth Pino Meléndez para obtener el titulo de Ing. Agropecuario
en el aino 2010. Al evaluar el “Efecto de extractos vegetales en la reduccion
poblacional de Meloidogyne spp., Rotylechulus reniformis y Pratylenchus spp., en
tomate (Lycopersicon escolentum Mill)”. En cuanto a la efectividad entre un
nematicida organico vs nematicida quimico, este ultimo es el mas alto en efectividad
y en costo beneficio, pero ambos tienen efectividad en el control de nematodos Se
ha comprobado que muchos nematicidas de origen orgénico tienen una éptima
capacidad para controlar nematodos, esta alternativa es semejante en efectividad
como en costo beneficio de un nematicida quimico. Por lo tanto, es recomendable
realizar estudios e investigaciones sobre nematicidas que contengan propiedades
naturales de control biolégico, esto Unicamente se lograra mediante estrategias con
organizaciones de productores, que apliqguen una nueva trasferencia de tecnologia
gue contenga un modelo ecoldgico cuya finalidad sea la de emprender y conservar

un manejo sustentable.

Esta investigacion se realiz6 en la Universidad de Caldas, en la Facultad de
Ciencias Agrarias por parte de los autor; José Fernando Restrepo Henao, para
obtener el titulo de Ing. Agrénomo en el afio 2010. La presente investigacion evalu6
el “Efecto in vitro de extractos acuosos de higuerilla (Ricinus communis Linneo),
sobre el nematodo barrenador (Raddopholus similis), en condiciones in vitro”. El
mayor efecto nematicida se encontré en los tratamientos con extractos acuosos de
frutos, raices, y hojas en la concentracion del 100%, con valores entre 67 y 73%.
Estos valores presentaron una diferencia significativa frente a los testigos quimico
con 98% de mortalidad y con respecto al testigo absoluto en un 3 % de mortalidad
respectivamente. Al aumentar la concentracion del extracto acuoso de cada tejido de
higuerilla, la mortalidad aumenta como ocurrié con los extractos de frutos donde la
mortalidad aumenté de 33 a 73% en las concentraciones del 25 y 100%,

respectivamente. Las lecturas se las realiz0 cada 48 horas demostrando que los
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extractos acuosos de los tejidos de higuerilla en las concentraciones evaluadas

presentaron un efecto nematicida.

Esta investigacion se realizé en la Universidad de Caldas, en la Facultad de Ciencias
Agrarias por parte de los autores; Francisco Arboleda, Oscar Guzman y Luis
Fernando Mejia, para obtener el titulo de Ing. Agrénomo en el afio 2012. Se realizo el
estudio sobre el “Efecto de extractos cetonicos de Higuerilla (Ricinus communis
Linneo), sobre el nematodo barrenador (Raddopholus similis), en condiciones in
vitro”. En los tres tiempos de lectura (48 horas), los extractos cetonicos de frutos,
raices, y hojas de higuerilla en la concentracion del 100% tuvieron un efecto
nematicida entre 73 y 89%, sin diferencias significativas al testigo quimico que tuvo
valores entre el 82 y 99%, sin embargo existi6 una diferencia significativa con el
testigo absoluto que presentd valores menores entre 0.7 y 12%. Por lo tanto se
concluye que los extractos ceténicos de frutos, raices, y hojas de higuerilla en la
concentracion del 100% y entres tiempos diferentes de evaluacion, tuvieron un efecto
nematicida sobre el neméatodo barrenador Raddopholus similis, en condiciones in
vitro, comportandose igual al testigo carbofuran después de 48 horas de haber sido

aplicados.

Esta investigacion se realiz6 en la Universidad Autbnoma de Nicaragua en la
Facultad de Ciencias Agrarias por parte de los autores; Wilber Salazar y Tomas
Guzman para obtener el titulo de Ing. Agropecuario en el afio 2012. Se realiz6 el
estudio sobre el “Efecto nematicida de extractos de Quassia amara y Brugmancia
suaveolens, sobre Meloidogyne spp, asociado al tomate en Nicaragua”. Los
resultados en el experimento in vitro demostraron que Quassia amara, y Brugmancia
suaveolens diluidos al 10 %, presentaron los mas altos porcentajes de mortalidad de
89 vy 78 % de juveniles muertos, después de transcurridas las 48 horas de
exposicién respectivamente. Los resultados en el experimento en macetas
demostraron que con el extracto de Quassia amara, existio una mortalidad del 80%
con respecto al indice de agallamiento, y con el extracto de Brugmancia suaveolens

demostré una mortalidad del 71%, con respecto al indice de agallamiento. Estos
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resultados demostraron que ambos extractos poseen propiedades nematicidas, ya
que redujeron significativamente las poblaciones de nemétodos, su reproduccién y el

nivel de agallamiento de las raices de tomate.

2.2. FUNDAMENTACION LEGAL.

Con el fin de dar cumplimiento al reglamento de la Universidad Politécnica Estatal del
Carchi, la investigacion esta orientada con los objetivos que plantea la Constitucion
Nacional del Ecuador en el Plan Nacional del Buen Vivir, incluyendo los cédigos
organicos de la produccion y al reglamento establecido por la UPEC, manifiesta:

Segun la constitucidn de 2008, manifiesta: “Todas las instituciones de educacion
superior estaran obligadas a entregar las tesis que se elaboren para la obtencion de
titulos académicos de grado y pos grado en formato digital para ser integradas al
Sistema Nacional de la Educacion Superior del Ecuador para su difusiébn publica

respetando los derechos del autor”.

Acorde al Plan Nacional de Desarrollo, denominado Plan Nacional para el Buen Vivir
2013-2017, siendo el Instrumento del Gobierno Ecuatoriano para articular las
politicas publicas con la gestion y la inversién publica, que en esta investigacion se
hace referencia a los siguientes objetivos: Mejorar la calidad de vida de la poblacién,
Garantizar los derechos de la naturaleza, promover un medio ambiente sano y
sustentable, Afirmar y fortalecer la identidad nacional, las identidades diversas, la
plurinacionalidad y la interculturalidad.

Acorde al Cdadigo Organico vigente en la ley de comercializacion y empleo de
plaguicidas, codificacion 11; el MAGAP, ha sefialado a AGROCALIDAD como la
Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro. Por lo cual en el titulo
VI, DEL EXPENDIO, USO, APLICACION, MANEJO DE PLAGUICIDAS Y
PRODUCTOS AFINES Y PROTECCION DE OPERARIOS.

Art. 22. Manifiesta que “El Ministerio de Agricultura y Ganaderia recomendara el uso

de plaguicidas y productos afines cuando no existan enemigos naturales de las

-9-



plagas a controlar o cuando su poblacion sea muy baja y de accion poco significativa

propendiéndose a la utilizacion de productos biodegradables”

La presente investigacion pretende dar cumplimiento a lo estipulado en el reglamento
2012 de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi en cuanto a trabajo de
investigacién de tesis, graduacion, titulacién e incorporacién, capitulo Il del marco
legal, articulo 2 que menciona la obligatoriedad de la tesis para la obtencion del titulo
profesional de tercer nivel, en referencia a los articulos 80 literal e y 144 de la ley

organica de educacion superior -LOES (UPEC, 2011).

2.3. FUNDAMENTACION FILOSOFICA.

La presente investigacion se fundamenta filoséficamente en las teorias de Rudolf
Steiner quien mantiene principios de una agricultura biodinamica en donde se
busque la produccién eficiente y efectiva a través de una simbiosis de controles
naturales, conocida también como “Revolucion Bioldgica” y la teoria de Fukuoka con
sus ideas revolucionarias de una agricultura natural basada en la salud espiritual del
individuo, a través de la sanacion de la tierra y la purificacion del espiritu humano,
principios que adecuan y fundamentan la investigacion ya que se pretende realizar
un control de nematodos a través de un agente organico 100 % natural que mitigue
el problema de neméatodos en la produccién del cultivo de Tomate de arbol

(Cyphomandra betacea) y no cause dafio al ser humano y al ambiente.

2.4. FUNDAMENTACION CIENTIFICA.

2.4.1. Barbasco (Thephrosia sinapou).

Para el desarrollo de la investigacion, se realiz6 una identificacion taxonomica y
morfologica de la planta conocida como Barbasco (Thephrosia sinapou), en el

Herbario Nacional, ubicado en el cantén Quito, provincia de Pichincha (Fotografia 1).
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Fotografia 1: Barbasco de raiz Thephrosia sinapou (Buc’hoz) A. Chev

Fuente: Fuel, R. (2015)
2.4.1.1. Jerarguia taxonomica.

Cuadro 3: Jerarquia taxonémica de barbasco de raiz.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabacea
Género Thephrosia

N. cientifico Thephrosia sinapou

N. comUn barbasco de raiz

Fuente: (Rondon, 2002)

2.4.2. Descripcion botanica.
Dentro de las caracteristicas principales, las raices semejan a nabos, cuyas raices
han sido utilizadas para la pesca. Las plantas presentan un sufritice de tallo erecto,
con una altura promedio de 1-3 m. Ademas presenta tallos tomentosos hacia las
puntas, sus hojas son compuestas imparipinadas, hojuela lineal-oblonga. Las flores
presentan un color blanco — amarillentas con manchas violaceas con una legumbre
linear. (Rondon, 2002).
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2.4.3. Partes usadas y principios activos de Thephrosia sinapou
Dentro de la fitoquimica las partes mas usadas son raiz, tallo, hojas, por lo que toma
gran importancia debido a las ventajas de los compuestos medicinales sobre la
tradicional forma de utilizacion de las plantas a base de hierbas. (Dagne et al., 2012).
En el descubrimiento de compuestos bioldégicamente activos, con la ayuda de la
Etnofarmacologia ha desarrollado investigaciones farmacoldgicas y fitoquimicas de la
especie Thephrosia encontrando diferentes compuestos organicos que han sido
aislados de los cuales algunos han sido probados para actividades biolégicas y
algunos desconocidos por su efecto. (Gahlot et al., 2012). Los principales
compuestos presentes en la planta son; flavonoides, rotenoides, terpenoides y
esteroles. Las funciones reportadas por este tipo de compuestos incluyen;
antioxidante, larvicidas, insecticida, acaricida y actividad antialimentaria. (Touqgeer &
Ajaib, 2013) .Estos compuestos fendlicos presentes en la planta de barbasco
presentan un sinnumero de utilidades para el control de plagas y enfermedades en

diferentes cultivos.

2.4.4. Tomate de arbol ( Cyphomandra betaceae )

2.4.4.1. Clasificacion taxonémica

La clasificaciéon taxonémica del tomate de arbol segun Calvo (2009), es la siguiente;

Reino: Plantae

Division: Magnoliphyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Especie; betaceum

Nombre cientifico; Solanum betaceum Cav.
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2.4.4.2. Descripcion botanica
Es una planta arbustiva con tallos semilefiosos, de follaje grande, alcanzando una
altura promedio de 2 a 3 m. Las hojas son cordiformes (forma de corazon),
carnosas, levemente pubescentes y muy grandes. Las flores son de color rosa y
lavanda, agrupadas en racimos terminales, las cuales florecen de manera
escalonada. Sus frutos se presentan solos o agrupados con colores variados, del
amatrillo al rojo, de forma ovoidal con apices puntiagudos, contienen muchas semillas
pequefias en cantidades de 120 a 150. La pulpa es de color variable, del amarillo al

anaranjado o al anaranjado rosaceo. (Calvo, 2009).

2.4.4.3. Especies de Meloidogyne spp, en tomate de arbol en el Ecuador

Un analisis nematologico de suelo y de raices fue realizado en cuatro plantaciones
de tomate de arbol (Cyphomandra betaceae Cav. Stand). Se encontraron
nematodos pertenecientes a 12 géneros diferentes, formando arreglos nematoldgico
poblacionales tanto en suelo como en raices. El género mas frecuente fue
Meloidogyne spp., con un promedio general de 363,53 neméatodos por muestra de
suelo y 290,36 por muestra de raiz. (Ubidia, 2008.)

2.4.5. Neméatodos
Los nematodos (Nematoda Rudolphi, 1808), forman el mayor nuamero de
asquelmintos (Aschelminthes GROBBEN, 1910) o nematelmintos (Nemathelminthes
GEGENBAUER, 1859), con unas 80,000 especies descritas en la bibliografia
cientifica. La palabra “Nematodo” procede del termino nematoide, que significa
similar a un hilo. (Agrios G. , 2007). Ademas presentan una estructura vermiformes
(forma de gusano), semejante a hilos con un tamafio que oscila entre 0.25 mm a
>1,0 mm de Longitud, si bien algunos alcanzan hasta 4,0 mm. Las hembras adultas
de algunas especies cambian su forma cilindrica por la de saco, rifién u otras. Este
mecanismo de cambio se lo conoce como dimorfismo sexual entre la hembra vy el

macho. Algunos machos presentan diferencias menos marcadas. (Coyne. D, 2009).

-13 -



2.45.1. Clasificacion taxonédmica

Los nematodos pertenecen al:

Reino: Metazoa

Sub reino: Eumetazoa

Division: Bilateralia
Sub-division: Protostonia
Super Phylum: Pseudocelolates
Phylum: NEMATA.

La clasificacion taxondmica mas aceptada de los hematodos es la propuesta por B.
G. Chitwood y M. B. Chitwood (1950), segun la cual forman un filo dividido en dos
clases, Phasmidia y Aphasmidia”. (Agrios G. , 2007).

2.4.5.2. Clasificacién de los nematodos
Los nemétodos fitoparasitos se pueden separar en dos grupos: Los parasitos que
se alimentan de la parte aérea de las plantas y los parasitos de raices y tubérculos

gue se alimentan de las partes subterraneas. (Hinojosa W. , 2011)

También se pueden agrupar por su habito y movilidad en tres grupos principales:
(Talavera, 2003)

» Endoparasitos migratorios — nematodos que se alimentan dentro del tejido
radical.

» Endoparasitos sedentarios — nematodos que, una vez alcanzado el sitio de
alimentacion dentro de la planta, cesan de ser moviles y se alimentan desde
un sitio fijo. Su ciclo de vida lo cumplen en el interior de los tejidos donde se
alimentan produciendo lesiones como: nodulos, agallas, deformaciones entre
otras.

» Ectoparasitos — nematodos que se alimentan de la planta desde el exterior sin

invadir la misma.
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2.4.5.3. Ciclo de vida

El ciclo de vida de lo neméatodos es simple y directo y se divide en seis estadios:
huevo, cuatro estadios larvarios y el adulto. La duracion de cada uno de estos
estadios del ciclo de ida difiere para cada especie y también depende de otros
factores como la temperatura, humedad y la planta huésped. El huevo algunas
veces estd formado por una capa gelatinosa, generalmente es depositado, en
distintas etapas de desarrollo, en el suelo o dentro de la planta. EI huevo fecundado
sufre una serie de divisiones mientras pasa por las etapas de blastula y gastrula
hasta llegar al estadio juvenil (nemétodo filiforme). (Coyne. D, 2009). Las larvas de
los nematodos, morfolégicamente parecidos a los adultos, sufren durante su
desarrollo cuatro mudas, una al final de cada etapa larvaria. La primera muda se
produce cuando aun se encuentra en el interior del huevo y la ultima es la que define
el sexo del neméatodo adulto (machos, hembras, e individuos hermafroditas). La
reproduccion de estos seres generalmente es sexual pero en casos especiales
puede llevarse a cabo de forma partenogenética (la hembra genera descendencia
sin la intervencion del macho) o hermafrodita (con auto fecundacion). (Roman, J. ,
2013)

2.4.5.4. Meloidogyne spp (hematodos agalladores).

El nombre de neméatodos noduladores de la raiz se refiere a los nddulos
caracteristicos asociados con este tipo de nematodos. Este género es
especialmente importante en la agricultura tropical. (Moralez J. , 2001). EI primer
estadio ocurre dentro del huevo (J1), posteriormente los juveniles del segundo
estadio (J2), eclosionan. Estos juveniles pueden vivir durante un mes libre en el
suelo y tienen energia suficiente para moverse hasta localizar y penetrar la raiz,
donde establecen su sitio de alimentacion, usualmente dentro del periciclo y el tejido
vascular. (Cruz L. , 2013). Se reproducen y se alimentan de células vivas dentro de
las raices de las plantas en los que inducen agallas pequefias y grandes, o nudos en
la raiz. (Cantuiia N. , 2013).
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2.4.5.4.1. Caracteristicas

Los adultos macho y hembra del género Meloidogyne spp, son facilmente
identificables morfolégicamente, que los machos tienen una forma vermiforme y
miden aproximadamente de 1 .2 a 1.5 mm de largo por 0.30 a 0.36 mm de ancho.
Las hembras tienen forma de pera y un tamafio aproximado de 0.40 a 1.30 mm de

largo por un ancho de 0.27 a 0.75 mm. (Lopez, 2009).

2.4.5.4.2. |ldentificacion.

En la actualidad, el género Meloidogyne spp, incluye mas de 90 especies (Siddiqi
2000, de Waele y El-sen 2007). Comunmente, la identificacion a nivel de especie se
realiza mediante la observacidon de caracteres morfoldégicos y morfométricas.
(Peraza, Walter; Rosales, Johaner; Esquivel, Alejandro; Hilje, Irena; Molina, Ramon,;
Castillo, Pablo, 2013).

2.4.5.4.3. Control con productos fitosanitarios (control quimico)

El método mas utilizado para el control de nematodos fitoparasitos e insectos plaga
ha sido el control quimico a base de productos sintéticos no fumigantes como
organofosforados o carbamatos. (Arboleda. F, 2012). Entre los productos quimicos
mas utilizados se encuentran: bromuro de metilo, Cloropicrina, Dicloropropeno y sus
mezclas. Metam —sodio y metam — potasio, Dazomet Muchos de estos productos
que se utilizan para la desinfeccion del suelo y control de nematodos son altamente

toxicos para el ser humano. (Hinojosa W. , 2011).

2.4.5.4 4. Extractos en el control de nematodos

Las plantas son una fuente invaluable de nuevas moléculas biolégicamente activas.
Este tipo de moléculas producen una variedad de metabolitos secundarios muchos
de los cuales presentan una actividad nematicida. Entre los compuestos mas
conocidos se encuentran: flavonoides, fenoles, glicosidos de fenoles y saponinas
(Leon, 2009). Los compuestos toxicos, alcaloides, fenoles, terpenoides, entre otros,

y las lectinas tales como la ricina y la ricinusaglutinina, tienen la capacidad para
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adherirse fuertemente a los anfidios de los nematodos fitoparasitos como
Meloidogyne spp., que forma nudos o agallas en el sistema radical, y modificar asi

Su comportamiento quimiotactico (Arboleda. F, 2012) .

2.4.5.5. Métodos de extraccibn de nematodos fitopatbgenos de tejido

vegetal.

Las extracciones deben realizarse tan pronto como sea posible después de haber
recolectado las muestras dado que estas se deterioran con el paso del tiempo. Para
extraer la poblacién de huevos y estados larvales J2 de N. aberrans y M. incognita,
el método mas eficiente es la técnica de hipoclorito de sodio. (Sandoval & Lomas,
2007).

Para una mayor extraccion de muestras existen cuatro técnicas;
Bandejas de extraccion
Maceracion de las raices y hojas

Tamizado

0N PE

Incubacién.

2.4.5.5.1. Seleccion del método de extraccion

La seleccion del método a utilizar depende de las condiciones y materiales
disponibles el tipo de muestra y también del tipo de neméatodos presentes en la

misma. Algunos métodos de extraccién son mas utiles para un tipo de especial de

nematodos mientras que otros son mas generales (Grafica 1).
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Grafica 1: Métodos de Extraccion de nematodos

METODOS DE Muestrade Muestra Muestra de Muestra de

EXTRACCION Suelo de raices o raices o foliar
Suelo foliar
Nematodos Nematodos Nematodos Nematodos
Sedentarios Migratorios  Sedentarios Migratorios
Bandeja de X X
extraccion
Tamizado X X
Maceracion de X X

raices y hojas
Incubacién X X

Fuente: (Talavera, 2003)

Método del licuado

Materiales

v' 5 g de tejido vegetal

v' Licuadora
Pizeta
Tamices de 500 y 38 um
Balanza
Fuente o bandeja plastica
Tijeras

AN N N N SN

Placa petri rayada en el fondo
Procedimiento

. Se toma la muestra del tejido vegetal (raices, bulbo, hojas) y con la ayuda de
la tijera se pican en trozos de 1 cm aproximadamente
En la bandeja se homogeniza la muestra picada y al azar se cogen y pesan 5
g de tejido vegetal.
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c. La muestra de 5 g se introduce a una licuadora con aproximadamente 100 ml
de agua y se agita a velocidad considerada por 10 segundos

d. La muestra licuada se echa sobre la bateria de tamices de 500 y 38 um
puestos el primero sobre el segundo y se enjuaga con abundante agua
corriente

e. Con ayuda de la pizeta se colecta lo que queda en el tamiz de 38 um en la

placa petri para el contaje (Agrios G. , 2007)
» Macerado-tamizado de Cobb

Este método es utilizado para la obtencion de huevos, juveniles J2 y otros estadios
de neméatodos endoparasitos sedentarios y migratorios que pueden encontrarse en
bulbos, raices, rizomas, hojas, tallos y plantulas. EI material vegetal es cortado en
pequefios segmentos (1-2 cm), y colocados en una licuadora con alrededor de 100
ml de agua de la llave. Entonces el material es macerado accionando el dispositivo 4
veces por periodos de 20 segundos cada uno. (Agrios G. , 2007). El producto del
macerado es clarificado a través del tamizado de Cobb, que consiste en hacer pasar
el macerado a través de los tamices 20, 60, 100,200 y 325. El material retenido en 20
es descartado. En el tamiz 60 quedan capturados las larvas de Meloidogyne spp.
(Rosa & Sosa, 2014).

2.4.6. Fitoquimica
El estudio de la fitoquimica esta estrechamente relacionado a la seleccion vegetal,
clasificacion, extraccion, separacion y purificacion de los metabolitos secundarios,
determinacién del porcentaje existente, ensayos quimicos de valoracién del
compuesto aislado. (CORPOICA, 2007)

2.4.6.1. Plantas y productos alelopaticos
Existen plantas que liberan productos nematicidas al suelo, bien mientras van
creciendo o al descomponerse sus residuos en el suelo. Estos productos se conocen
como alelo quimicos. Las raices de algunas plantas como el Asparragus spp,

producen sustancias toxicas para los nematodos; raices de otras, como el Tagetes
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spp, producen toxinas que afectan el sistema nervioso de los nematodos”.
(CORPOICA, 2007).

2.4.6.2. Extractos vegetales
Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por
tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados , tales como agua,
etanol o éter, de elementos solubles , constituidos por una mezcla de principios
activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de una

planta fresca o seca”. (Lizcano, 2008).

2.4.6.2.1. Caracteristicas de los extractos vegetales
Estudios realizados por Corpas y Barrero entre 1998 y 1991, citados por Andrea
Lizcano permitieron fundamentar las siguientes caracteristicas especificas de los
extractos: (Lizcano, 2008)
Los extractos bien preparados son de color mas o menos oscuros: cuando han sido
preparados al vacio, son ligeramente mas claros
Algunos son de color café amarillento otros rojizos: los extractos
|provenientes de hojas son verdosos debido a la clorofila
e Su olor y sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima que
les ha dado su origen. Cuando son mal preparados adquieren olor a
caramelo o confitura poco conocido
e La solubilidad de los extractos es variable y esta en relacion directa con
el tipo de preparacion al cual fueron sometido
e Los extractos acuosos son completamente solubles en agua y producen
una solucion transparente, algunas veces ligeramente turbia, debido a
gue han sido preparados con mucha anterioridad
e Los extractos alcoholicos son parcialmente solubles en agua y algunas veces
son totalmente insolubles, especialmente los extractos que han sido preparados
con alcohol fuerte tienen un excelente indice de disolucion en el mismo titulo

alcoholimetro del alcohol con el cual han sido preparados”.
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2.4.6.2.2. Consistencia de los extractos vegetales
Alzate en 1990, descubrié la consistencia ideal que debian tener los extractos. De
acuerdo con este aspecto comunmente los extractos se clasifican en cuatro grupos;

blandos, firmes, secos y fluidos (Lizcano, 2008).

> Extractos blandos

Tienen la consistencia de la miel espesa; algunas veces, debido a la absorcion de la

humedad atmosférica, presentan una consistencia menos densa (Lizcano, 2008).

» Extractos firmes o de consistencia pilular

Como su nombre lo indica deben tener una estrecha semejanza con la masa con la
cual se fabrican o manufacturan las pildoras; deben tener las caracteristicas especial
de no adherirse a los dedos (Lizcano, 2008).

> Extractos secos

Presentan una concentracion muy superior de principio activo que la droga original,
son preparados bastante estables (aunque en ocasiones resultan higroscépicos) y
de fécil manipulacién; como liquido extractores utiliza alcohol de diferente

concentracion y agua (Garcia & Carrion, 2010).

> Extractos fluidos

Son preparados en una forma tal que el peso del extracto corresponde exactamente
al peso de la sustancia empleada, desecada al aire y pulverizada (Lizcano, 2008)”.
Teniendo en cuenta que 85 partes de droga seca corresponden a 100 partes de la
planta fresca. Por lo general los extractos fluidos se obtienen por percolacion (Garcia
& Carrion, 2010)".
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2.4.6.3. Extraccion

Separacion de una mezcla de sustancias por disoluciéon de cada componente,
sirviéndose de uno o varios disolventes, donde siempre se obtienen, por lo menos
dos componentes: la solucion extraida en su disolvente (extracto) y el residuo.
(Garcia & Carrion, 2010). EIl contenido en sustancia activa de una droga viene
determinado, generalmente, por factores previos a la cosecha y que puede tener
origen en el tiempo de recoleccion el lugar el tipo de abono, suelo, factores
climaticos. En los procesos de envejecimiento o degradaciéon que pueda ocurrir
durante el secado y almacenamiento de la droga de ahi que es necesaria la
estabilizacion de la misma (Guerra, 2005).

2.4.6.3.1. Metabolitos secundarios

Se los conoce como productos secundarios o productos naturales, que no son
comunes en todas las plantas, pero producen metabolitos como fenoles, terpenoides,
alcaloides, acetilenos, acidos carboxilicos, acidos grasos, entre otros, con
propiedades insecticidas, acaricidas y nematicidas, convirtiéndolas en herramientas
utiles para el manejo de plagas agricolas. (Zeiger & Taiz, 2006). La mejor forma de
aprovechar estos metabolitos es mediante la preparacién de sus tejidos en extractos
vegetales o infusiones utilizando diferentes solventes como agua, alcohol, éter etilico,

aceites, cetonas y benceno. (Arboleda. F, 2012).

2.4.6.3.2. Métodos de obtencion de extractos vegetales

Un extracto vegetal es una mezcla de principios activos, pueden ser liquidos,
semisodlido o en polvo y se pueden obtener por procesos fisicos quimicos y/o
microbiolégicos (Grafico 2). A partir de una fuente vegetal y utilizable en cualquier

campo de la tecnologia (Naveda, 2010).
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Gréfico 2: Metodos de extraccion vegetal

METODOS EXTRACTIVOS
| Extraccion Mecanica | | Destilacién | Extraccién con fluidos | Extraccion con solventes|
l supercriticos |
b d v
- Por expresién Continua Drecontia
- Con calor
- Con incisiones
- Percolacién - Maceracion
-Soxhlet - Digestion

- Infusion
- Decoccion

Fuente: (Naveda, 2010)

» Maceracion

La maceracion simple o estatica consiste en poner el material crudo, con el grado de
finura prescrito, en contacto con el solvente, en recipientes o equipos cerrados,
protegiéndolos de la luz solar, a temperatura ambiente y por un tiempo que puede
variar entre horas o varios dias en maceracion. Se realizan agitaciones ocasionales.

La principal desventaja es la lentitud del proceso (CORPOICA, 2007).

Maceracion en frio.- Consiste en sumergir el producto a macerar en un recipiente
con la cantidad suficiente de solvente para cubrir totalmente lo que se desea
macerar. Esto se lleva a cabo por un lapso de tiempo largo, dependiendo de la
materia prima que se vaya a macerar (Fernarolis, 1975). Las ventajas de la
maceracion en frio consiste en la utilizacion de equipos simples que requieren
minimas cantidades de energia y en la capacidad de extraer la mayoria de las
propiedades de lo que se macera (dependiendo del solvente) practicamente en su

totalidad sin alterar por efectos de temperatura (Diaz, 2012).
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2.4.6.3.3. Extraccion con solventes
La extraccion con solventes consiste en la separacion de los principios activos de la
planta al ponerla en contacto con un solvente o la mezcla de ellos, capaz de

solubilizar dichos principios. (Naveda, 2010).

» Extraccion por solucion.
El llevar a cabo una extraccion con solventes organicos, los cuales logran penetrar
en el tejido vegetal y disuelven las sustancias presentes en su interior, para luego
ser evaporadas y concentradas, a baja temperatura, ha permitido determinar su
importancia en la extraccion vegetal. No existe el disolvente ideal, los méas utlizados
son éter de petroleo, éter etilico con puntos de ebullicibn bajos, que permiten su

rapida evaporacion, y el alcohol que es soluble en agua (Naveda, 2010).

> Extraccién continua o progresiva

En la extraccion continua, el solvente se va renovando o circulando y actla sobre la
planta en una sola direccion. Son métodos que consisten en mantener en todo el
momento el desequilibrio entre la concentracion de principio activo en la planta y en
el solvente para que se produzca la difusién celular. Mediante los procedimientos
(percolacion, repercolacion y Soxhlet) se puede llegar a la extraccion practicamente
completa de los principios activos de las plantas (Sharapin, 2000)

> Extraccion discontinua o simultanea

En la extraccion discontinua, la totalidad del material vegetal se sumerge en el
solvente y contacta con este, por lo que la difusion de los principios activos se
producira en todas las direcciones hasta alcanzar el equilibrio entre la concentracion
del solvente y del residuo. La maceracion la digestion, la infusion y la decossion son

los métodos que pertenecen a este grupo. (Sharapin, 2000).
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2.4.6.3.4. Proceso de obtenciéon y andlisis de los extractos

naturales

Para la obtencion y analisis de extractos a partir de tejidos vegetales se

necesita de las siguientes etapas; (Naveda, 2010).

e Obtencion de la muestra a partir del tejido vegetal. La muestra a
analizar puede ser del tejido completo o partes de la planta, troceada,
pulverizada, aceites esenciales o extractos.

e Determinacion de residuo seco, cenizas, contenido de humedad,, etc.,
del tejido vegetal.

e Obtencion y analisis de la fraccion volétil (aceite escencial)

e Obtencion y andlisis de la fraccion no volatil (nutrientes, elementos

minerales, extractos).

2.5. VOCABULARIO TECNICO

Anfidios.- Se presentan en la porcidn anterior de especies de vida libre. Son
excavaciones de la cuticula (presumiblemente quimiorreceptores) provistos

de una glandula y de terminaciones nerviosas.

Cuticula.- Es muy compleja, con tres capas: cortical, mediana y basal. Esta
formada por fibras de colageno entrecruzadas. Es flexible y funciona como

antagonica de la musculatura longitudinal.

Fitoquimico.- Son sustancias que se encuentran en los alimentos de origen
vegetal, biol6gicamente activas, que no son nutrientes esenciales para la
vida (por lo menos a corto plazo), pero tienen efectos positivos en la salud.
Se encuentran naturalmente en las plantas (frutas, vegetales, legumbres,

granos enteros, semillas, hongos, hierbas y especias).
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Nematicida.- Es un tipo de plaguicida quimico usado para matar nematodos

parasitos de las plantas.

Nodulos.- Los nédulos radicales son asociaciones simbibticas entre
bacterias y plantas superiores. La mas conocida es la de Rhizobium con

especies de Leguminosas.

Quimiotactico.- Se dice de las sustancias que inducen a determinadas

células a migrar hacia el 6rgano diana.

Simbiosis.- Se aplica a la interaccion bioldgica, a la relacién estrecha y
persistente entre organismos de diferentes especies. Los organismos

involucrados en la simbiosis son denominados simbiontes.
Sufratice.- Dicese de la planta parecida a un arbusto, de pequefio tamafo

y solo lignificada en la base Las partes herbaceas se elevan por sobre las

partes lefiosas, dando aspecto de ser arbustivo.

2.6. HIPOTESIS.

Ensayo “A” (E.A.).- Rendimiento de los extractos de raiz de barbasco (Thephrosia

sinapou), utilizando solventes organicos de polaridad creciente (éter, etanol y agua)

mediante técnicas de maceracion continua y simultanea.

HO. Los tres métodos de obtencion de extracto de barbasco no presentan diferencia

significativa en cuanto a la cantidad obtenida de producto

HI. Al menos uno de los tres métodos de extraccion si presenta diferencia

significativa en cuanto a la cantidad obtenida de producto.
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Ensayo “B” (E.B.).- Efecto nematicida de los extractos (etéreo, etandlico y

acuoso), sobre larvas J2 del género Meloidogyne spp en condiciones in vitro.

HO El extracto de barbasco no controla los nematodos en el cultivo de tomate
Cyphomandra betacea in vitro.
HI El extracto de barbasco si controla los nematodos en el cultivo de tomate

Cyphomandra betacea in vitro.

2.7. VARIABLES.

2.7.1. Variable independiente:
» Metodologia para obtencién de los extractos de barbasco (etéreo, etandlico y
acuoso). (E.A))
» Concentracion y tiempo de exposicion de los extractos sobre nematodos del género
Meloidogyne spp. (E.B)

2.7.2. Variable dependiente:

» Porcentaje de rendimiento y calidad del extracto de barbasco (E.A.)

» Mortalidad de nematodos in vitro. (E.B)
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1. METODOLOGIA.

3.1 MODALIDAD DE LA INVESTIGACION.

La modalidad de investigacion es cuantitativa; debido a que las variables a evaluarse
seran medidas mediante la toma de datos numéricos, con objetivos definidos y
mediante un disefio experimental donde se analizaran las variables en estudio,

implementando estrategias y procedimientos técnicos.

3.2 TIPO DE INVESTIGACION,

» Exploratoria.- Debido a que determina un conocimiento generalizado de cémo
se podria utilizar, métodos cientificos y técnicos de extraccion, sustentadas en

anteriores investigaciones de extraccion vegetal.

» Descriptiva.- Fomenta obtener informacién general sobre métodos 6ptimos de
extraccion vegetal, y asi permitir crear discusiones acerca de un determinado
proceso de extraccion vegetal, a partir de técnicas que seran descritas a partir
de procesos operativos con caracteristicas cientificas teoricas y practicas

llevadas a un disefio experimental

» Explicativa.- Involucra un analisis detallado cuantitativamente de las causas
inherentes a partir de las variables que determina la causa y efecto de esta

investigacion.

» Aplicada.- Genera un interés de la sociedad en cuanto a la aplicabilidad que
tienen los polifenoles presentes en plantas alelopéaticas, como posibles

controladores de plagas y enfermedades.
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3.3 POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION.

3.3.1 Ensayo “A”.

» Poblacién y Muestra.

La poblacién que se utilizé para obtener los extractos a partir de la raiz de barbasco
(Thephrosia sinapou), fue de 6.5 kg de raiz deshidratada, para la obtencién del
extracto (etéreo y etandlico) y 1 kg de raiz fresca, para la obtencién del extracto
acuoso, cuya muestra estuvo representada por 50 g para cada tipo de extraccion.

3.3.2 Ensayo “B’".

» Poblaciony Muestra.

La poblacién para determinar el efecto nematicida, estuvo representada por 4080
nematodos, cada muestra se representd y evalué con 20 larvas juveniles J2 del

género Meloidogyne spp, presentes en la raiz de Cyphomandra betacea.
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3.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

Cuadro 4: Operacionalizacion de variables

Hipotesis Variables Descripcién de la variable Indicadores Técnica Informante
V.1
e Metodologia para e Son técnicas utilizadas en e Determinacion de
Obtener obtencion de los laboratorio, para optimizar el e Control de Calidad humedad.
extracto de extractos de barbasco rendimiento y la calidad del Cuantitativo
barbasco (etéreo, etandlico y producto final. e Residuo Seco
Thephrosia acuoso) (E.A.) e Mililitros Investigador
sinapou, que e Representa las diferentes 3 .
permitasu | e Concentracién y dosis letales (Alta, Media, Baja  Parametro fisico;
evaluacion tiempo de exposicion y Minima) evaluadas a densidad, pH,
potencial de los extractos sobre diferentes tiempos de indice de
como agente nematodos del género exposicion (6, 12, 24 y 48 refraccion.
nematicida Meloidogyne spp. (E.B) horas)
en tomate e
o Organolépticas;
Cyphomandr L
color, apariencia y
a betacea.
olor.
V.D:
e Rendimiento del e Determina la cantidad de : e Maceracion
, ) . e Porcentaje de . ,
extracto (etéreo, extracto obtenido utilizando - . simultanea y
L0 , . rendimiento final )
etandlico y acuoso). solventes organicos de continua
: . . para cada
(E.A) polaridad creciente (éter, extracto
etanol y agua destilada). ' Investigador

Mortalidad de
nematodos in vitro.
(E.B)

e Es el efecto nematicida de los
extractos, gracias a los
polifenoles obtenidos en cada
extracto.

e Porcentaje del
efecto nematicida

e Morfometria
(Nematodos)
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3.5. RECOLECCION DE INFORMACION.

3.5.1. Informacién bibliografica

La informacion bibliografica utilizada en la investigacion se la recolecto de libros,
manuales técnicos, paginas electronicas, revistas cientificas e investigaciones

realizadas, referentes al tema planteado.

3.5.2. Informacion procedimental

La presente investigacion se obtuvo a partir de dos ensayos diferentes; El primer
ensayo (E.A), se desarrollo en la provincia del Carchi, Cantén Tulcan, sector de la
parroquia Tulcan, especificamente en los Laboratorios de Fitopatologia de la
Universidad Politécnica Estatal del Carchi, donde se obtuvo los extractos a partir de
la raiz de barbasco Thephrosia sinapou mediante técnicas de maceracion
simultanea y continua, utilizando solventes organicos de polaridad creciente (éter,

etanol y agua destilada).

El segundo ensayo (E.B), se desarroll6 en la provincia de Pichincha, Canton
Tumbaco sector conocido como la Granja, especificamente en los laboratorios de
Nematologia de la Agencia Ecuatoriana de Calidad del Agro- AGROCALIDAD, donde
se realiz6 ensayos de pruebas de eficacia en condiciones in vitro, de los extractos de
raiz de barbasco como posibles nematicidas sobre nematodos del género

Meloidogyne spp, presentes en la raiz de tomate de arbol Cyphomandra betaceae.

Para la comprobacion de las hipotesis se realizé un andlisis ADEVA en donde se

empled la prueba de Tukey al 5%.
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3.5.3. Factores y tratamientos de estudio del Ensayo (A y B)

Ensayo “A”:

El factor A, comprende técnicas de maceracion simultanea y continua (deshidratado,
macerado, filtrado y rotavaporado), empleadas para la obtencion de los diferentes
extractos. El Factor A consta de tres niveles, los cuales se constituyen en los

siguientes tratamientos;;

> Extracto etéreo Al.

Composicion: Extracto de origen vegetal, obtenido mediante el uso de un solvente
organico (éter etilico al 100%).

Dosis: 5 mL.

> Extracto etandlico A2.

Composicion: Extracto de origen vegetal obtenido mediante el uso de un solvente
organico (etanol al 96%).

Dosis: 5 mL.

> Extracto acuoso A3

Composicion: Extracto de origen vegetal obtenido mediante el uso de un solvente
organico (agua).
Dosis: 5 mL.

3.5.3.1. Tratamientos del Ensayo “A” (E.A)

Conformado por tres tratamientos en los cuales se utilizé tres tipos de solventes
organicos de polaridad creciente para determinar su eficacia como posible

nematicida en dosis de 5 mL. (Cuadro 5)
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Cuadro 5: Extractos; etéreo, etanolico y acuoso y su dosis de aplicacion in vitro

Tratamientos Dosis Método de

Aplicacion
T1A1 5 ml in vitro
T2 A2 5ml in vitro
T3 A3 5 ml in vitro

T1 Al: Extracto etéreo, T2 A2: Extracto etandlico, T3 A3: Extracto acuoso
Elaborado: Fuel R. (2015)

Ensayo “B”:
En el Ensayo “B” (E.B.) los factores en estudio empleados en la presente

investigacion que busca determinar la eficacia de los extractos como agente

nematicidas, evaluados en condiciones in vitro a 23 °C se presentan en el siguiente

cuadro (Cuadro 6)

Cuadro 6: Factores en estudio para el Ensayo “B”

FACTORES DESCRIPCION DEL FACTOR
Factor A Extractos obtenidos mediante
el uso de solventes organicos
de polaridad creciente
Factor B Dosis aplicadas en condiciones
in vitro
Factor C  Tiempo de exposiciéon de las larvas J2

expuestas a los tres tipos de extractos
y sus respectivos testigos

Elaborado: Fuel R. (2015)
» FACTOR A; Comprende los extractos; etéreo, etandlico y acuoso, obtenidos de la

raiz de barbasco Thephrosia sinapou, utilizando solventes organicos de polaridad

creciente. (Cuadro 7)

-33-



Cuadro 7: Respectivos solventes organicos de extraccion (Factor A)

FACTOR A
NIVEL EXTRACTOS SOLVENTE CONCENTRACION
Al Etéreo Eter 100%
A2 Etandlico Etanol 96%
A3 Acuoso agua 100%
destilada

Elaboracion: Fuel R (2015)

» FACTOR B; Describe las diferentes concentraciones a las cuales fueron expuestos
los neméatodos, para poder determinar su eficacia como posibles nematicidas.
(Cuadro 8)

Cuadro 8: Dosis letales aplicadas en condiciones in vitro sobre nematodos del género
Meloidogyne spp (Factor B)

FACTOR B
NIVEL DOSIS
B1 Alta
B2 Media
B3 Baja

B 4 Minima

Elaboracion Fuel R (2015)

» FACTOR C; Describe los diferentes tiempos de exposicion en condiciones in vitro,
de nematodos del género Meloidogyne spp a los posibles efectos nematicidas por

parte de los diferentes extractos. (Cuadro 9)

Cuadro 9: Tiempos de exposicion de los extractos sobre los nematodos en condiciones in
vitro (Factor C)

FACTOR C
NIVEL TIEMPO
Cl1 6 horas
Cc?2 12 horas
C3 24 horas
C4 48 horas

Elaboracion: Fuel R. (2015)
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3.5.3.2. Tratamientos del Ensayo “B” (E.B.)

Los tratamientos resultan de la interaccion de los tres factores mas los testigos
(quimico, absoluto y blanco). Ademéas se trabajé con 4 repeticiones como se

demuestra en el siguiente cuadro (Cuadro 10)

Cuadro 10: Tratamientos para evaluar la eficacia de los extractos sobre los neméatodos del
género Meloidogyne spp, bajo condiciones in vitro a 23 °C

TRATAMIENTOS DOSIS TIEMPO DE REPETICION
EXPOSICION
Etéreo Alta 6 horas 4
Etéreo Alta 12 horas 4
Etéreo Alta 24 horas 4
Etéreo Alta 48 horas 4
Etéreo Media 6 horas 4
Etéreo Media 12 horas 4
Etéreo Media 24 horas 4
Etéreo Media 48 horas 4
Etéreo Baja 6 horas 4
Etéreo Baja 12 horas 4
Etéreo Baja 24 horas 4
Etéreo Baja 48 horas 4
Etéreo Minima 6 horas 4
Etéreo Minima 12 horas 4
Etéreo Minima 24 horas 4
Etéreo Minima 48 horas 4
Etandlico Alta 6 horas 4
Etandlico Alta 12 horas 4
Etandlico Alta 24 horas 4
Etandlico Alta 48 horas 4
Etandlico Media 6 horas 4
Etandlico Media 12 horas 4
Etandlico Media 24 horas 4
Etandlico Media 48 horas 4
Etandlico Baja 6 horas 4
Etandlico Baja 12 horas 4
Etandlico Baja 24 horas 4
Etandlico Baja 48 horas 4
Etandlico Minima 6 horas 4
Etandlico Minima 12 horas 4
Etandlico Minima 24 horas 4
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Etandlico Minima 48 horas 4
Acuoso Alta 6 horas 4
Acuoso Alta 12 horas 4
Acuoso Alta 24 horas 4
Acuoso Alta 48 horas 4
Acuoso Media 6 horas 4
Acuoso Media 12 horas 4
Acuoso Media 24 horas 4
Acuoso Media 48 horas 4
Acuoso Baja 6 horas 4
Acuoso Baja 12 horas 4
Acuoso Baja 24 horas 4
Acuoso Baja 48 horas 4
Acuoso Minima 6 horas 4
Acuoso Minima 12 horas 4
Acuoso Minima 24 horas 4
Acuoso Minima 48 horas 4
Testigo quimico Alta 48 horas 4
Testigo Alta 48 horas 4
absoluto
Testigo blanco Alta 48 horas 4

Elaboracion: Fuel R. (2015)

3.5.4. Descripcion del Disefio - Experimental

3.5.4.1. Tipo de disefio experimental
Para el ensayo (E.A), se aplicdé un Disefio Completamente al Azar (D.C.A.), con tres
tratamientos Para el ensayo (E.B), se aplic6 un Disefio Completamente al Azar
(D.C.A), con arreglo factorial A x B x C + 3 testigos y cuatro repeticiones en

condiciones in vitro a 23°C.
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3.5.4.2. Caracteristicas del Ensayo

Cuadro 11: Caracteristicas del ensayo “B” (E.B.)

Numero de tratamientos 51

Numero de repeticiones 4
NUumero de unidades experimentales 204

Elaboracion: Fuel R. (2015)

Cuadro 12: Esquema del analisis estadistico para la evaluacion de los extractos sobre los
nematodos del género Meloidogyne spp.

Fuente de variaciéon Grados de libertad

Total 203
Tratamientos (T) 50
F A (Extractos) 2
F B (Concentracion) 3
F C (Tiempo) 3
AXB 6
AXC 6
BXC 9
AXBXC 18
TQ TBvs TA 1
TQvs TB 1
Testigo vs Resto 1
Error 153

Elaboracion: Fuel R. (2015)
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3.5.4.3. Caracteristica de la unidad experimental

Con el fin de realizar los respectivos analisis cada unidad experimental (caja petri),
contard con su respectiva dosificacién y la cantidad determinada de nemétodos,
estimada en 20 larvas del género Meloidogyne spp.

3.5.5. Variables a evaluar.

» Porcentaje de rendimiento en la obtencion de los extractos (etéreo,
alcohdlico y acuoso).

» Efecto nematicida in vitro.
3.5.6. Métodos Especificos del Manejo del Ensayo.
3.5.6.1. Materiales y Equipos utilizados en el laboratorio de Fitopatologia de la

Universidad Politécnica Estatal del Carchi para la obtencién de los
extractos; etéreo, etandlico y acuoso.

» Material Vegetal » Reactivos; éter etilico 100% y
v Raiz de barbasco etanol 96%
» Materiales » Equipos
v' Bureta de 100ml, v" Rotavapor,
v' Espatula, v Estufa,
v' Cierra Manual v' Balanza Analitica,
v" Guantes de Caucho, v Analizador de
v' Papel Aluminio. Humedad.
v' Marcador de Vidrio v' Balanza Digital,
v' Papel Carbon v' Martillo
v' Cintas de Medicion de v Molino Eléctrico,
pH v' Computador
v' Colador plastico v" Flash Memory
v/ Camara fotografica
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3.5.6.2.

Materiales y Equipos utilizados en el laboratorio de Nematologia

de la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del

Agro- AGROCALIDAD, para la evaluacién de los extractos; etéreo,

etandlico y acuoso, como posibles agentes nematicidas sobre

larvas J2 pertenecientes al género Meloidogyne spp, presentes en

Cyphomandra betacea

» Material Vegetal.

v

Raiz de tomate de arbol

Cyphomandra betaceae.

> Materiales de Laboratorio.

v

N N N

Vasos de vidrio
graduado,

Pipeta ,

Piceta,

Cajas Petri,

Tijeras de podar

Matraz,

Pinceles

» Reactivos; hipoclorito de sodio

al5 %
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» Equipos.

v
v
v
v

D N N NI N

Microscopio Invertido
Estéreo-Microscopio
Licuadora

Tamices de Bronce de
63 um, 38umy 25 uym
Licuadora

Cémaras contadoras de
Nemétodos

Contadores
(Chequeadores)
Refrigeradora.
Computador

Flash Memory

Camara fotografica



3.5.6.3. Fase de Campo en la parroquia de Quinshull — Maldonado,

perteneciente a la provincia del Carchi.

Para la recoleccion de la materia prima (raiz de barbasco), se ubic6 de manera
especifica, el sitio donde se realizd la extraccion del tejido vegetal, utilizando una
azadilla, con el fin de no provocar algun tipo de lesién al tejido vegetal que pueda
provocar una posterior necrosis radical como lo recomienda Kuklinski (2003).
Posteriormente se trasportdé el tejido vegetal envuelto en periédico, previo a un
lavado con agua corriente para eliminar restos de tierra presentes en el tejido
vegetal, luego se envidé una muestra al Herbario Nacional, ubicado en el cantdn

Quito, provincia de Pichincha, para una identificacion taxonémica y morfologica

3.5.6.4. Fase experimental en la Universidad Politécnica Estatal del Carchi,
especificamente en el Laboratorio de Fitopatologia para la

preparacion de la muestra pulverizada (raiz de barbasco).

En la preparacion de la muestra pulverizada (raiz de barbasco), segun Sharapin
(2000). Se realizd un proceso técnico con el fin de obtener una muestra, para
asegurar un contenido de humedad no mayor del 10%, una vez deshidratado el
material, este fue triturado para ser sometido a la extraccion de polifenoles

presentes en su estructura radical (Gréfico 3)
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Gréfico 3: Diagrama de bloques para la preparacion de la muestra a partir de la raiz de
barbasco.

Raiz de Seleccion
barbasco

Lavado

Troceado

¥
Deshidratado Estufa C 50°

v

Triturado Molino Eléctrico

J N

Elaboracion: Fuel R. (2015)

El secado es fundamental debido a que interrumpe los procesos de degradacion por
enzimas o fermentos, impide ademéas el crecimiento de microorganismos y las

reacciones de oxidacién e hidrolisis. (Sharapin, 2000).

> Procedimiento

a) Seleccién.- Se procedié a seleccionar las raices que estén libres de ataques
producidos por agentes patdgenos y que no presenten necrosis.

b) Lavado.- Se lavo las raices con abundante agua para eliminar restos de tierra

c) Troceado.- Se cortdé en pequefios trozos aproximados de 2 cm de diametro,
seguidamente se homogeniz6 la muestra.

d) Deshidratado.- Con los trozos de raiz, se procedié a deshidratar utilizando una
estufa a temperatura de 50°C, realizando controles periédicos con la ayuda de
un analizador de humedad hasta obtener la humedad requerida de 5.27%

e) Triturado.- Se molid los trozos deshidratados, utilizando un molino eléctrico

(Fotografia 2).

-4] -



Fotografia 2: Raiz de barbasco pulverizada en un molino eléctrico

Fuente: Fuel, R. (2015)

3.5.6.4.1. Obtencion del extracto (etéreo y etandlico), utilizando como

solvente organicos éter al 100 % y etanol al 96%.

El Grafico 4, demuestra la extraccion con solventes organicos que consiste en la
separacion de los principios activos presentes en la planta al ponerla en contacto con
un solvente o con la mezcla de ellos capaz de solubilizar dichos principios. (Sanabria,
Lopez, & Galdron, 1997). Los solventes solubilizan el aceite esencial, pero también
extraen otras sustancias como grasas Yy ceras, obteniéndose al final una especie
impura. (Garcia & Carrion, 2010). Para que se lleve a cabo correctamente bien se
deben considerar los siguientes factores: las caracteristicas del material vegetal
(secado y tamafio de particula), la naturaleza del solvente, temperatura, la agitacion,
la relacion solido: liquido el tiempo de extraccién y el control de la difusion celular
(renovacion del solvente). (SENA, 2012). Transcurrido el tiempo de extraccion se
elimina el solvente utilizando un rotavapor o estufa, para luego almacenar el extracto
en un frasco hermético de vidrio de color oscuro en lugares frescos para evitar la

oxidacion vy volatilizacion de principios activos
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Grafico 4: Diagrama de bloques para la obtencidn del extracto etéreo y etandlico con el uso
del solvente (éter al 100% y etanol al 96%).

Raiz de F::_)%sado
barbasco (509)
Eter 100% | Macerado 1 A15 +2°C
(350ml)
Filtrado | Extracto etéreo
» A 4 >
Etanol 96% Macerado 2 Al5 +2°C
(350ml) l
Filtrado | Extracto etanélico
v »
Rotavaporado Pesado de Extracto
(Etéreo y etandlico)

l

Trasvasado a frasco ambar

Conservado a 4°C

Elaboracion: Fuel R. (2015)

Para la obtencién del extracto (etéreo y etandlico), se realizaron extracciones
sucesivas con solventes de polaridad creciente (éter etilico y etanol), con la finalidad
de lograr un mayor agotamiento de la droga en el material vegetal. En el
procedimiento para la obtencion de los extractos (etéreo y etandlico), se utilizd
técnicas de extraccion simultanea y continua a temperatura ambiente. ( basandose
en técnicas de obtencién de polifenoles segun; Sharapin et al., 2000; UDELAR,
2001; Kuklinski, 2003; Serrano, 2005; Mufioz et al., 2007 Pérez, 2009).
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> Procedimiento

a)

b)

d)

f)

Pesado.- Se procedio a pesar 50 g de raiz de barbasco triturado, utilizando
una balanza digital.

Macerado |.- Se maceré a temperatura ambiente (15 + 2° C), 50 g de raiz
y 350 mL del primer solvente (éter), en un matraz Erlenmeyer hermético
de 500 mL, previa a una agitacion de 60 minutos, se dejé macerar por
periodos continuos de 24 horas. en un lugar fresco y oscuro hasta el
agotamiento total del material vegetal seco.

Filtrado I.- Se filtr6 la muestra obtenida durante 24 horas de maceracion,
utilizando una media nailon, luego se colocé la muestra sobre la base de
un vaso de precipitacion de 500 ml, donde se acumularon las particulas de
mayor tamafo, seguidamente se volvié a filtrar el contenido esta vez,
utilizando un embudo de vidrio el cual contenia un papel filtro cualitativo,
sobrepuesto a un tripode cuyo contenido se etiquetd y se conservi en
lugar fresco y oscuro para su posterior rotavaporado.

Macerado Il.- Se procedié a Macerar a temperatura ambiente (15 + 2° C),
los 50 g de raiz utlizados en la primera maceracion adicionando 350 mL
del segundo solvente (etanol), en un matraz Erlenmeyer hermético de 500
mL, previa a una agitacion de 60 minutos, se dejé macerar por periodos
continuos de 24 horas. en un lugar fresco y oscuro hasta el agotamiento
total del material vegetal seco

Filtrado Il.- Se filtr6 la muestra obtenida durante las 24 horas de
maceracion, en dos filtraciones continuas. Utilizando una media nailon, se
coloco la muestra sobre la base de un vaso de precipitacion de 500 ml,
donde se acumularon las particulas de mayor tamafio, seguidamente se
volvié a filtrar el contenido esta vez, utilizando un embudo de vidrio el cual
contenia papel filtro cualitativo, sobrepuesto a un tripode cuyo contenido
se etiquetd y se conservo en lugar fresco y oscuro.

Rotavaporado.- Se recuperd los solventes utilizando un rotavapor, con sus

respectivos puntos de ebullicion: éter (34°C) y etanol (78°C), luego se peso
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el extracto etéreo y etandlico obtenidos después del rotavaporado
utilizando una balanza analitica.

g) Trasvasado.- Se procedio a trasvasar los extractos en frascos de color
ambar.

h) Conservado.- Se etiquetd y conservd los extracto etéreo y etandlico en un
lugar fresco y oscuro a 4 °C, para su posterior evaluacion como agente

nematicida (Fotografia 3).

Fotografia 3: Extracto etéreo seco y extracto etanolico blando

Fuente: Fuel, R. (2015)

3.5.6.4.2. Obtencidon del extracto acuoso, utilizando como solvente

organico (Agua destilada).

En el Grafico 5, se observa la extraccion acuosa utilizando, la raiz de barbasco, que
contienen la mayoria del principio activo (Rotenona), mediante una extraccion
continua que consiste en licuar y tamizar por unos minutos, las partes vegetales
picadas, y luego se deja reposar, para su posterior filtrado. En caso de raices es

preferible dejar reposar por un periodo de tiempo de 2 a 10 dias (Archila, 2008).
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Graéfico 5: Diagrama de bloques para la obtencién del extracto acuoso

Raiz de
barbasco

».
)

Pretratamiento de la materia Impurezas

prima: selecciéon y lavado.

!

Troceado

Pesado
(509)

Agua destilada
(350ml)

A 4

Macerado

Al5 £2°C

En el procedimiento para la obtencién del extracto acuoso se utilizd, la metodologia

de maceracion a temperatura ambiente segun; (Gorb et al.,, 2000; Torre, 2004;

Licuado

Filtrado

A

Concentrado en
rotavapor

Trasvasado a frasco
ambar

Elaboracion: Fuel R. (2015)

Goncalves et al. 2007; Ravindran et al. 2011)
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> Procedimiento

a)

f)

9)

h)

Pretratamiento de la materia prima.- Se seleccion6 muestras de raiz de
barbasco que no presenten lesiones por agentes patdogenos O necrosis,
seguidamente se lavo las raices seleccionadas para eliminar impurezas
presentes en el sistema radicular.

Troceado.- Las raices frescas se cortaron en trozos de 1 x 1 cm, utilizando
un cuchillo o tijera para podar.

Pesado.- Se pesaron 50 g de raiz fresca, utilizando una balanza digital.
Macerado.- Se maceraron los trozos de raiz a temperatura ambiente (15°C +
2), por periodos continuos de 48 horas en un lugar fresco y oscuro.

Licuado.- Se licuo los trozos de raiz, para luego ser tamizados utilizando un
colador, esto permitié eliminar las impurezas de mayor tamafo,
posteriormente la muestra se colocé en un matraz Erlenmeyer hermético de
500 mL, previa a una agitacion de 60 minutos con un agitador magnético.
Filtrado.- La muestra obtenida durante las 48 horas de maceracion, se filtrd
en dos filtraciones consecutivas; La primer filtracion se realizé utilizando una
media nailon donde la muestra se colocé en la parte exterior de un vaso de
precipitacion de 500 ml, para que se acumulen las particulas de mayor
tamafio, seguidamente se volvié a filtrar el contenido esta vez, se utilizé un
embudo de vidrio el cual contiene papel filtro cualitativo, sobrepuesto a un
tripode cuyo contenido se etiquetd, y se conservé en un lugar fresco y oscuro
para su posterior rotaevaporacion

Concentrado.- Se concentr6 la muestra anteriormente filtrada utilizando un
rotavapor, a (80°C)

Trasvasado.- Se trasvaso y se etiquetd en frascos color ambar en un lugar

fresco y oscuro a 4 °C. (Fotografia 4)
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Fotografia 4: .Extracto acuoso de raiz de barbasco (Thephrosia sinapou)

Fuente: Fuel, R. (2015)

3.5.6.5. Fase experimental en las instalaciones de la Agencia Ecuatoriana
de Aseguramiento de la Calidad del Agro- AGROCALIDAD,
especificamente en los Laboratorios de Nematologia, para evaluar
la eficacia como posibles nematicidas de los respectivos extractos

obtenidos a partir de la raiz de barbasco

3.5.6.5.1. Obtencion de extracto de raiz de tomate de arbol Cyphomandra

betacea.

El Gréafico 6, evidencia la extracciéon del inoculo de Meloidogyne spp, para lo cual se
utilizé el sistema radical del cultivo tomate de arbol, cuyas muestras fueron
analizadas en los laboratorios de Nematologia, siguiendo las técnicas recomendadas
segun; (Meredith, 1973; Araya et al 1995).
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Gréfico 6: Diagrama de bloques para la obtencion del inoculo de Meloidogyne spp

Pretratamiento de Impurezas
la materia prima:
seleccién y lavado.

!
Pesado
(10 9)
\4

Troceado
(1cm)

Raiz de
tomate de
arbol

A 4

Licuado
(Na Cl 5%)

\ 4

Agua
(100 ml)

A

Tamizado
(63 — 38 um)

Concentrado
(50 mL)

Elaboracion: Fuel R. (2015)

Las extracciones deben realizarse tan pronto como sea posible después de haber
recolectado las muestras dado que estas se deterioran con el paso del tiempo. Para
extraer la poblacién de huevos y estados larvales J2 de N. aberrans y M. incognita.

(Sandoval & Lomas, 2007).

» Procedimiento

a) Pretratamiento de la materia prima.- Se procedio a seleccionar las raices que
presenten sintoma de agallamiento, seguidamente, se lavé las raices para
remover la tierra, utilizando una ducha a baja presion.

b) Pesado.- Se pes6 10 g de raiz con presencia de ndédulos, utilizando una

balanza de dos platos
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c) Troceado.- Se cortd las raices en trozos de aproximadamente 1-2 cm de
largo, utilizando una tijera de podar o cuchillo

d) Licuado.- Se licud los trozos de raiz en una licuadora, adicionando 100 mL de
agua y de 1 a 2 cc de hipoclorito de sodio al 5 % por 20 segundo a una
velocidad continua.

e) Tamizado.- Se tamiz6 utilizando los tamices de 63 pm y 38 pum uno sobre
otro de manera que el de 38 um quede en el extremo inferior y el de 63 pm en
el extremo superior, luego se agrego el licuado en los tamices y se lavd con
abundante agua para que los nematodos en las raices licuadas lleguen al
tamiz de 38 um.

f) Concentrado.- Se concentr6 50 mL de muestra de raiz de tomate, cuyos
nematodos fueron obtenidos en el tamiz de 38 um y colocados en un matraz
de 100 mL. con la ayuda de una piceta Posteriormente se etiquetdé y se
conservé en un lugar fresco para su identificacién y pesca.(Fotografia 5)

Fotografia 5: Extracto re raiz de tomate de arbol con Meloidogyne spp.

Fuente: Fuel R. (2015)

3.5.6.5.2. Identificacion y aislamiento in vitro, de nematodos méviles del
género Meloidogyne spp, presentes en la raiz de Cyphomandra
betacea.

Para la identificacion de los nematodos presentes en el sistema radicular se utilizd
procedimientos, basados en claves taxon6micas y morfometria mediante equipos de

microscopia optica, técnicas recomendadas en la Grafica 7, segun; (Hussey y
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Barker, 1973; Bello y col., 1994; Agrios, 2001; Perry, 2009; Agrocalidad, 2013).
(Grafico 7)

Graéfico 7: Diagrama de bloques para la identificacion y captura de nematodos maviles

Extracto de Concentracién Nemétodos
raiz (5mL) (caja petri) (Meloidogyne spp)

!

Identificacién
(Microscopio invertido)

I

Pesca nematoldgica
(Pincel # 01)

Verificacion
(Microscopio invertido)

Elaboracion: Fuel R. (2015)

> Procedimiento

a) Concentracién .- Se concentr6 en una caja petri de 5 cm de diametro una
alicuota de 5 ml del extracto de raiz , utilizando una pipeta de 10 pl

b) ldentificacion. Se identific6 los nematodos del género Meloidogyne spp,
mediante un reconocimiento morfologico, utilizando un microscopio invertido.

c) Pesca nematoldgica.- Se pescO nematodos endoparasitos, utilizando un
pincel nimero 01, luego se procedid a colocarlos en una caja contadora

d) Verificacion.- Se verifico la presencia de larvas J2 en la caja contadora,

mediante el uso de un estéreo-microscopio (Fotografia 6).
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Fotografia 6: .Nematodos del género Meloidogyne spp, presentes en la raiz de tomate de arbol
Cyphomandra Betacea

Fuente: Fuel, R. (2015)
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3.5.6.6. Evaluacién de los extractos (etéreo, etandlico y acuoso), con sus
respectivos testigos (quimico, absoluto y blanco) in vitro a 23°C.

El Grafico 8 demuestra en un diagrama de bloques la evaluacion de los extractos

(etéreo y etandlico), que se la realizé en condiciones in vitro a una temperatura de

23 °C, siguiendo la metodologia segun; Pinkerton y Kitner, (2006)

Gréfico 8: Diagrama de bloques para la evaluacién de los extractos (etéreo, etandlico y
acuoso), con sus respectivos testigos (quimico, absoluto y blanco) in vitro, a 23°C

Extracto; etéreo, Concentrado

etandlico y acuoso. caja petri (5mL)

Extracto de raiz de Extracciéon con

tomate de arbol micropipeta (5 ml)

Pesca nematoldgica Meloidogyne spp
(Pincel # 01) (20 larvas J2)

Evaluacion | Efecto Nematicida
in vitro (23° C) (6, 12, 24,48 horas)

Conteo y verificacion |
(Estéreo-microscopio)

A 4

!Eva_luacic’)n I Efecto Nemostatico
in vitro (23° C) (24 horas)

Conteo y verificacion Il
(Estéreo-microscopio)

Elaboracion: Fuel R. (2015)
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> Procedimiento

a)

b)

d)

f)

Concentrado.- Se procedi6é a concentrar una dosis de 5ml, en cajas petri de 5
cm de diametro de extracto (etéreo, etandlico, acuoso), en sus diferentes
concentraciones, incluyendo el testigo quimico (Rotenona 5%), testigo
absoluto (Agua destilada), y testigo blanco (etanol), utilizando una micropipeta
de 10 ul

Extraccion.- Se extrajo una alicuota de 5 ml del extracto de raiz de tomate de
arbol con una micropipeta, y se coloc6é la muestra en una caja petri
debidamente rayado en bandas para facilitar la pesca e identificacién de las
larvas J2

Pesca nematologica.- Se pescé 20 larvas mdviles del género Meloidogyne
spp, Yy se los agreg6 en cada unidad experimental (caja petri), que contenian
a cada uno de los extractos con sSus respectivas concentraciones en
condiciones in vitro.

Evaluacion |.- Se evalué el efecto nematicida de cada una de las unidades
experimentales (caja petri), conteniendo los respectivos extractos a las (6,
12, 24, 48 horas, de exposicion), Este proceso se lo realizé utilizando un
pincel # 01, y con la unidad experimental bajo el lente de un estéreo-
microscopio, se procedié a tocar la cabeza o cuerpo de los nhematodos para
verificar su movilidad.

Conteo y Verificacion |.- Se cont6 e identificO con la ayuda de un estero-
microscopio, la presencia de larvas moviles del género Meloidogyne spp.
presentes en los diferentes extractos con sus respectivos testigos, después de
ser expuesto a los extractos durante (6, 12, 24, 48 horas), utilizando una
pestafia que permiti6 tocar la cabeza o el cuerpo del nematodo y con la
ayuda de un contador manual se realiz0 las respectivas confirmaciones de
movilidad.

Evaluacion Il.- Se evalud el efecto nemostatico después de presentar una
inmovilidad del 100% con el (efecto nematicida), después de ser expuestos a

los diferentes periodos de tiempo, Este proceso se lo realizé utilizando un
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tamiz de 25 um, al que se le agregd el contenido de cada unidad experimental
gue presentd un efecto nematicida, con la ayuda de una pizeta se procedi6 a
lavar el contenido del tamiz de 25 um, y su sobrenadante se deposité en agua
destilada y se dejé en reposo por 24 horas

g) Conteo y Verificaciéon Il.- Se conté e identificé con la ayuda de un estero-
microscopio, la presencia de larvas moéviles del género Meloidogyne spp.
presentes en los diferentes extractos con sus respectivos testigos, después de
ser expuesto al agua destilada por 24 horas, se utilizO una pestafia que
permitio tocar la cabeza del neméatodo y con la ayuda de un contador manual
se realizé las respectivas confirmaciones de movilidad para obtener un efecto

nematicida total. (Fotografia 7).

Fotografia 7: .Evaluacion de los extractos (etéreo, etandlico y acuoso) en condiciones in
vitro, a 23 °C

Fuente: Fuel, R. (2015)
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3.6. PROCESAMIENTO, ANALISIS E INTERPRETACION DE
RESULTADOS.

3.6.1. Seleccién del tejido vegetal (raiz), presente en el barbasco (Thephrosia

sinapou).

La raiz de barbasco Thephrosia sinapou, pertenecientes a la familia Fabaceae,
contiene gran cantidad de compuestos fendlicos que incluyen; flavonoides,
rotenoides, terpenoides y esteroles y aceites esenciales (Meier, 1997). Estos
compuestos han permitido tener un control de plagas y enfermedades debido a su

funcién selectiva en cuanto a la actividad Fitoparasitica de insectos, acaros y hongos.

3.6.2. Rendimiento de la extraccion; etérea, etandlica y acuosa, mediante la

metodologia de secado, triturado, macerado, filtrado y rotavaporado.

Cuadro 13: Prueba de significacion Tukey al 5% para el rendimiento de los diferentes
extractos utilizados en los diferentes tratamientos.

RENDIMEINTO EN CADA EXTRACTO | MEDIAS | RANGOS

EXTRACTO ACUOSO 0,83 A
EXTRACTO ETEREO 2,05 B
EXTRACTO ETANOLICO 2,56 C

Medias = % de rendimiento
Rangos = C; mayor B; medioy A; minimo

Elaboracion: Fuel R. (2015)
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Graéfica 9: Rendimiento en la obtencidn de los extractos (etéreo, etandlico y acuoso).

RENDIMIENTO DE CADA EXTRACTO

2,5

1,5

0,5

EXTRACTO ACUOSO EXTRACTO ETEREO EXTRACTO ETANOLICO

Elaboracion: Fuel R. (2015).

En el cuadro 13, se observa que si existe diferencia significativa en la obtencion del
rendimiento para cada extracto. EI mayor rendimiento se presenté en el extracto
etandlico con un porcentaje de 2,56% de extracto blando; con diferencia estadistica
significativa al que presentd el extracto etéreo con un porcentaje de 2,05% de
extracto seco. Los anteriores rendimientos presentaron una diferencia estadistica
mayor al extracto acuoso que presentd un porcentaje de 0,83% de extracto fluido,
considerado el valor mas bajo en rendimiento con respecto a los demas

tratamientos. (Grafico 9).

3.6.3. Determinacion de las caracteristicas fisicas — quimica de los extractos.

3.6.3.1. Caracteristicas fisico-quimicas de los solventes organicos de

polaridad creciente (éter, etanol y agua destilada)
Los parametros fisico- quimicos, de los solventes organicos a utilizar, permiten

identificar las caracteristicas propias del extracto, mediante procesos de extraccion

simultanea y continua.
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Cuadro 14: Caracteristicas fisicas y quimicas de los solventes utlizados para el proceso de

extraccion vegetal.

e . Caracteristicas | Punto de
Caracteristicas Fisicas - .y
Quimicas ebullicién
Organolépticas: color, Densidad indice de
Solventes o — pH °C
apariencia y olor (g/cm3) Refraccion
Agua Liquido inodoro,
: . o 1,00 1,333 7 100
Destilada | incoloro e insipido
Alcohol Caracteristicas
96% ardientes,
T 0,815 1,357 7 78
liquido incoloro
y facilmente inflamable
Eter Liquido, incoloro,
100% con un bajo punto
I 0,703 1.426 7 34
ebullicién de
sabor acre y ardiente

Fuente: (Vasco, 2008)

En el cuadro 14, se puede observar las propiedades fisico- quimicas de los solventes
organicos El éter etilico al 100%,, acorde a sus propiedades fisico-quimicas es un
disolvente muy utilizado en la extraccion de principios activos de tejidos de plantas y
animales para la extraccién de grasas y aceites, ceras resinas, gomas, perfumes,
alcaloides, acetato de celulosa, nitrato de celulosa, hidrocarburos esenciales , en
mas ligero que el agua, con punto de ebullicibn bajo, lo que facilita sus facil
recuperacion en un rotavapor. A diferencia del etanol, que se presenta en
condiciones normales de presién y temperatura como un liquido incoloro (Vasco,
2008)

3.6.3.2. Caracteristicas fisicas y quimicas de los extractos; etéreo,
etandlico y acuoso en condiciones in vitro.
Los extractos bien preparados son de color mas o menos oscuros: cuando han sido
preparados al vacio, son ligeramente mas claros. Algunos son de color café
amarillento otros rojizos como lo manifiesta; CORPOICA (2007). Su olor y sabor son
propiedades caracteristicas de la materia prima que les ha dado su origen, cuando
son mal preparados adquieren olor a caramelo o confitura poco conocido, la
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solubilidad de los extractos es variable y estd en relacion directa con el tipo de
preparacion al cual fueron sometido de acuerdo con Archila (2008). Los extractos
acuosos son completamente solubles en agua y producen una solucion transparente,
algunas veces ligeramente turbia, debido a que han sido preparados con mucha
anterioridad , a diferencia de los extractos alcohdlicos que son parcialmente solubles
en agua y algunas veces son totalmente insolubles, especialmente los extractos que
han sido preparados con alcohol fuerte tienen un excelente indice de disolucion en el
mismo titulo alcoholimetro del alcohol con el cual han sido preparados. (Garcia &
Carrion, 2010).

Cuadro 15: Caracteristicas fisicas y quimicas de los extractos (etéreo, etan6lico y acuoso) in

vitro.
Caracteristica
Caracteristicas Fisicas Quimicas
e indice ., ) iy
Organolépticas: color, Concentracion| Densidad Indice de
Extracto de pH
apariencia y olor Dosis Letal % (g/cm3) Refraccion
Alto 41,67 1.238 29,00 4,03
Etéreo Liquido de color (amarillo) Medio 31,25 1.005 28,00 4,23
canario) con sabor acre ardiente Bajo 20,83 0.987 14,00 4,40
Minimo 10,42 0.657 7,00 4,60
Alto 44,01 1.376 7,00 5,70
. Liquido de color (rojo obscuro) Medio 33,01 1.153 5,00 571
Etandlico ’ -
con sabor acre ardiente Bajo 22,01 1.003 4,00 5,73
Minimo 11,00 0.986 2,00 5,75
Alto 0.143 0.914 1,00 5,45
ACUOSO Liquido de color (amarillo obscuro) Medio 0.107 0.786 0,80 5,47
con sabor y olor caracteristicos Bajo 0.072 0.678 0,60 5,50
Minimo 0.036 0.654 0,40 5,70

Elaboracion: Fuel R. (2015)

En el cuadro 15, se observa las propiedades fisico — quimica, de las diferentes dosis
letales (etérea, etandlica y acuosa), en sus respectivas concentraciones (Alta,
Media, Baja y Minima). El extracto etéreo presentd una consistencia firme pilular de
color amarillo claro, insoluble en agua, con un posible efecto nematicida y/o
nemostatico por acidez, debido a los valores de pH e indice de refraccibn que

presentaron en los analisis., diferencia significativa presento el extracto acuoso, con
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una consistencia fluida de color amarillo obscura, totalmente soluble en agua,
determinando que es un extracto bien preparado, con un pH estable, descartando un
posible efecto nematicida y/o nemostatico por acidez. A diferencia del extracto
etandlico que presentd una consistencia blanda de color rojo obscuro, poco soluble
en agua. IdentificAndolo como un extracto bien preparado debido a su bajo indice de
refraccion, con un pH estable, descartando un posible efecto nematicida por acidez.

3.6.4. Obtencion de las dosis letales (alta, media, baja y minima), de los
extractos (etéreo etandlico y acuoso), con sus respectivas testigos
(quimico, blanco y absoluto).

3.6.4.1. Dosis letales (Alta, Media, Baja y Minima), del extracto etéreo a

partir de su respectiva solucion madre

En varias investigaciones el éter, es utilizado como solvente organico de extractos
puros, que han permitido la obtencién de componente fitoquimicos como lo son; los
pertenecientes al grupo de los terpenoides, compuestos fendlicos y derivados de
nitrégeno, que se encuentran en diferentes partes de los tejidos vegetales. (Archila,
2008).

Cuadro 16: Componentes de la solucion madre etérea

Solucion madre etérea 41.67 %

Extracto etéreo (Q) 10

Disolvente (etanol) ml 24

Fuente: Fuel, R. (2015)
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Fotografia 8: Solucion madre etérea diluido en etanol al 96%

Fuente: Fuel, R. (2015)

En el cuadro 16, se observa los componentes que formaron parte de la solucién
madre, previo a la obtencion de la solucion madre, se realiz6 ensayos de dilucion del
extracto etéreo en agua destilada. El resultado fue una total insolubilidad en agua,

por lo tanto el extracto etéreo se diluyé en etanol al 96%. (Fotografia 8)

Cuadro 17: .Dosis Letales del extracto etéreo y sus respectivas concentraciones in vitro.

Extracto etéreo in vitro

Tratamiento Concentracion  Dosis Letal

(%)
Solucién 41.67 Alta
madre
2 31.25 Media
3 20.83 Baja
4 10.42 Minima

Fuente: Fuel, R. (2015)
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Fotografia 9: Dosis Letales del extracto etéreo in vitro,

Fuente: Fuel, R. (2015)

En el cuadro 17, se observa las diferentes dosis letales aplicadas in vitro. Para la
obtencién de las respectivas dosis. La solucion madre (Dosis letal alta) de 41,67 %
fue diluida en agua destilada para obtener dosis (Media, Baja y Minima) con
concentrados etéreos de; 31,25% - 20,83% y 10,42 %, respectivamente, para su

evaluacién como agente nematicida en dosis de 5 ml (Fotografia 9).

3.6.4.2. Dosis letales (Alta, Media, Baja y Minima), del extracto etandlico

a partir de su respectiva solucion madre

Los extractos etandlicos de raiz, poseen un color caracteristico, obtenido a partir de
materia prima desecada de origen vegetal, por maceracion o percolacion en contacto
con etanol, seguida de la eliminacion de dicho solvente por un procedimiento fisico.
(Archila, 2008). Estos procesos pueden ser sometidos a determinadas operaciones
para eliminar algunos de sus componentes y asi mejorar notablemente la calidad del
producto.

Cuadro 18: Componentes de la solucion madre etandlica.

Solucién madre etandlica 44.01 %

Extracto impuro etanélico (g) 10
Disolvente (etanol ) mL 22.72

Fuente: Fuel, R. (2015)
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Fotografia 10: Solucién madre etandlica

Fuente: Fuel, R. (2015)

En el cuadro 18, se observa los componentes de la solucion madre etandlica que fue
obtenida después de realizar varios ensayos de dilucion en agua. El resultado fue
una baja insubilidad. Por la tanto se procedi6 a diluir en etanol al 96%, para obtener

la solucién madre de 44.01%. (Fotografia 10)

Cuadro 19: Dosis Letales etanélicas in vitro.

Extracto etandlico
_ Concentracion
Tratamiento )
(%) Dosis Letal
Solucién madre 44.01 Alto
2 33.01 Medio
3 22.01 Bajo
4 11 Minimo

Fuente: Fuel, R. (2015)

-63-



Fotografia 11: .Dosis Letales del extracto etanolico in vitro

Fuente: Fuel, R. (2015)

En el cuadro 19, se observa las diferentes dosis letales (Alta, Media, Baja y Minima),
aplicadas in vitro, sobre Meloidogyne spp en condiciones in vitro. La solucion madre
de 41,01 % de concentrado etandlico, cuya solucion se diluyd en agua destilada y
asi, se obtuvieron concentraciones de (33,01; 22,01 y 11,00 %), determinadas como
dosis letales (Media, Baja y Minima), cuyas dosis fueron evaluadas como posible

agente nematicida en dosis de 5 ml. (Fotografia 11 ).

3.6.4.3. Dosis letales (Alta, Media, Baja y Minima), del extracto acuoso a

partir de su respectiva solucién madre

Se han realizado aportes significativos sobre los efectos nematicidas de algunas
plantas de las cuales se usan el tejido total de la planta, o partes de la misma en
forma de extractos acuosos o0 simplemente como abonos verdes, con resultados

prometedores (Archila, 2008).
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Cuadro 20: Dosis Letales del extracto acuoso in vitro

Extracto acuoso

Soluciéon madre 0.14 Alto

3 0.07 Bajo

Fuente: Fuel, R (2015)

Fotografia 12: Dosis Letales del extracto acuoso in vitro

Fuente: Fuel, R. (2015)

En el cuadro 20, se observa las diferentes dosis letales aplicadas in vitro, sobre
Meloidogyne spp en condiciones in vitro. La concentracion del 0,14 % fue la misma
solucién madre, a partir de ella se obtuvieron diluciones de 0,10%; 0,07% y 0,03 %

con agua destilada y se evalu6 su poder nematicida en dosis de 5 ml (Fotografia 12)
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3.6.4.4. Dosis alta del testigo blanco (etanol 96%)

Cuadro 21: Dosis Letales del testigo blanco (etanol 96%) in vitro.

Blanco
Tratamiento Concentracion  Dosis Letal
(%)
Solucién madre 96 Alto
2 72 Medio
3 48 Bajo
4 24 Minimo

Fuente; Fuel, R. (2015)

Fotografia 13: Dosis Letales del testigo blanco (etanol 96) in vitro

Fuente: Fuel, R. (2015)

En el cuadro 21, se observa la concentracion del testigo blanco a base de etanol al
(24%, 48%, 72% y 96%) EI propdsito de obtener un testigo blanco, es comprobar su
eficacia como posible nematicida, con respecto a los extractos a los cuales se los

diluy6 con este solvente. (Fotografia 13)
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aplicada sobre

3.6.4.5. Dosis letal alta del testigo quimico (Rotenona) y del

absoluto (Agua destilada).

Cuadro 22: Dosis letales del testigo quimico y absoluto in vitro

Testigo Concentracion
%
Agua Destilada 100
Rotenona 5% 0.17

Fuente: Fuel, R. (2015)

Fotografia 14: .Dosis Letal del testigo quimico (Rotenona) in vitro.

Fuente: Fuel, R. (2015)

testigo

Cuadro 22, se observa las concentraciones de los testigos (quimico y
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absoluto). Para la estandarizacion de la concentracion del insecticida (Rotenona),
los nemétodos, se tuvieron en cuenta ensayos previos al
establecimiento de esta investigacion, donde se aplicé la dosis recomendada por un
nematicida, la cual era de 240 ppm, aunque tal dosis tenia un efecto nematicida del
0.9% sobre Meloidogyne spp, 48h después de ser aplicado. Por lo cual se aumenté
la dosis del insecticida (Rotenona), a 1680 ppm o 0.17% de concentrado (datos no
mostrados), donde se obtuvo una mortalidad del 99% en las primeras 6 h de



exposicion in vitro con dosis de 5 ml. (Fotografia 14). Esto permitio realizar
comparaciones con los demas extractos en sus diferentes concentraciones y tiempos

de exposicion.

3.6.5. Identificacion y aislamiento del nematodo agallador (Meloidogyne spp),

presente en la raiz del tomate de arbol (Cyphomandra betacea).

3.6.5.1. Caracteristicas Macroscopicas (Agallamiento radicular)

En el Grafico 10, se observa un indice de agallamiento significativo, cuya muestra
fue receptada por el laboratorio de Nematologia de la Agencia Ecuatoriana de
Aseguramiento de la Calidad del Agro-AGROCALIDAD. Las muestras provienen de
las principales zonas productoras de tomate de arbol, en la provincia del Carchi.
(Fotografia 15)

Gréfico 10: indice de agallamiento en base a una escala de severidad de 0 a 6.

Escala Criterio Sintomatologia

0 Raiz sana raiz sana

1 Leve Nodulacion 1al10%

2 Nodulacion leve 11 al 20%
3 Nodulacion media 21 al 40%
4 Nodulacion moderada 41 al 70%
5 Nodulacion alta 71 al 90%
6 Nodulacion extrema 91 al 100%

Fuente: (Barker 1985)
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Fotografia 15: Sistema radicular de plantas de tomate de arbol con neméatodos del género
Meloidogyne spp

Fuente: Fuel R. (2015)

3.6.5.2. Caracteristicas Microscoépicas ( Meloidogyne spp)

Después de realizar la extraccion de muestra, utilizando el método de Stemerding, y
tamizado recomendado por Roman (2013), se procedi6 a la identificacion de larvas
J2 pertenecientes al género Melodoigyne spp, presentes en el sistema radicular de la

raiz de tomate de arbol Cyphomandra Betacea.

3.6.5.2.1. Identificacion Morfol6gica del género Meloidogyne spp, en

Cyphomandra Betacea.

En la Fotografia 16, .se puede observar las medidas utiles para la identificacion
morfolégica basadas en la longitud total de las larvas del género Meloidogyne spp,
de 346 - 463 um, en la longitud de la cola de 42 — 62 um, desde el final de la cabeza
a la base del estilete de 14 — 16 um. La identificacion se la pudo realizar con el uso

de claves taxonomicas y morfométricas mediante equipos de microscopio Optico
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invertido y de un estéreo microscopio (Peraza, Walter; Rosales, Johaner; Esquivel,
Alejandro; Hilje, Irena; Molina, Ramon; Castillo, Pablo, 2013)

Fotografia 16: Nemétodo del género Meloidogyne spp, estadio J2 presente en la raiz de
tomate de arbol Cyphomandra Betacea.

Fuente: Fuel, R. (2015)

3.6.6. Evaluacion de los extractos (etéreo, etandlico y acuoso), con sus
respectivos testigos (quimico, absoluto y blanco), sobre Meloidogyne
spp, en tomate de arbol Cyphomandra betacea.

Algunas plantas poseen quimicos que resultan toxicos a los neméatodos como lo son;
fenoles, taninos azadirachtinas, ricinas alcaloides y glicosidos. (Reina et al., 2002).
Estos compuestos toxicos, tienen la capacidad de adherirse fuertemente a los
anfidios de los nematodos fitoparasitos como Meloidogyne spp, alterando su

mecanismo quimiotactico.
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3.6.6.1. Efecto nematicida de los extractos (etéreo, etandlico y acuoso),
sobre el nematodo agallador Meloidogyne spp, en condiciones in

vitro.

Cuadro 23: ADEVA para el andlisis del efecto Nematicida.

F.V. GL SC cM F F.TAB5% F.TAB1%
Total 203 115147.43 567.2287192
TRATAMIENTOS 50 114678.68 2293.5736 3.64 1,4382ns  1,6582ns
EXTRACTO 2 72790.89 36395.445 57.69 3,0588ns  4,7476ns
% CONCENTRACION 3 15419.14 5139.713333 8.15 2,6594ns  3,9082ns
TIEMPO 3 2685.81 895.27 1.42 2,6594* 3,9082**
EXTRACTO*% CONCENTRACION 6 1941.41 323.5683333 0.51 2,1588* 2,9182**
EXTRACTO*TIEMPO 6 637.24 106.2066667 0.17 2,1588* 2,9182**
% CONCENTRACION*TIEMPO 9 272.01 30.22333333 0.05 1,9394* 2,5282**
EXTRACTO*% CONCENTRACION*TIEMPO 18 497.14 27.61888889 0.04 3,8994* 6,8097**
TRATAMIENTOS QUIMICOS VS TRATAMIENTO ABSOLUTO 1 19551.04 19551.04 30.99 3,8994ns  6,8097 ns
TRATAMIENTO QUIMICO BLANCO VS TRATAMIENTO QUIMICO 1 253.13 253.13 0.40 3,8994* 6,8097**
TESTIGOS VS RESTO 1 630.89 630.89
ERROR 153 431.25
cv 2.40%
X 72.87%

** = significativo al 1%; * = significativo al 5%; ns = no significativo

Elaboracion: Fuel R. (2015).

En el analisis de varianza (cuadro 23), se observa que existe diferencia estadistica
significativa entre tratamientos y bloques (% concentracién, y Tiempo de
exposicion) a nivel del porcentaje de mortalidad (efecto Nematicida), El coeficiente
de variacion, en esta medicion, es 2,40%, con un promedio del experimento del
72,87%.
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Cuadro 24: Prueba de significacion Tukey al 5% para cada uno de los tratamientos y la
accion del efecto Nematicida.

TRATAMIENTOS [ mEDias | RANGOS
TRATAMIENTO ABSOLUTO (AGUA DESTILADAD®) 875 A
EXTRACTO ACUOSO 21,25 B
EXTRACTO ACUOSO 5 B
EXTRACTO ACUOSO 0 c
EXTRACTD ACUOSOD 23,75 c
EXTRACTO ACUOSD 38,75 D
EXTRACTD ACUOSO 38,75 ]
EXTRACTO ACUOSO D D
EXTRACTO ACUOSO 22,5 D E
EXTRACTO ACUOSO 46,35 E
EXTRACTO ACUOSD 53,75 F
EXTRACTD ACUOSOD 55 F &
EXTRACTO ACUOSO 58,75 [
EXTRACTO ACUOSO 58,75 G
EXTRACTO ACUOSO £3,75 H
EXTRACTO ACUOSO £3,75 H
EXTRACTO ACUOSO &5 H
EXTRACTO ETANCLCO 70 I
EXTRACTO ETANCLCO 0 I
EXTRACTO ETANOLCO 70 I
EXTRACTC ETERED 75 J
EXTRACTO ETANCLCO 75 J
EXTRACTO ETEREQ 75 J
EXTRACTO ETERED 81,25 K
EXTRACTC ETEREQ 81,25 K
EXTRACTO ETANCLCO a5 K L
EXTRACTO ETANOLCO a5 K L
EXTRACTO ETANCLCO a5 K L
EXTRACTO ETANOLCO a5 K L
EXTRACTO ETANCLCO a5 K L
EXTRACTO ETANCLCO a5 KoL
EXTRACTC ETEREQ a5 K L
EXTRACTC ETERED 86,25 LM
EXTRACTO ETANOLCO 28,75 LMN
TRATAMIENTO QUIMICO BLANCO 88,75 LMN
EXTRACTO ETERED 28,75 LMN
EXTRACTO ETEREQ 0 M N O
EXTRACTO ETERED 20 M N O
EXTRACTO ETANOLCO 0 M N O
EXTRACTO ETANCLCO £l M N O
EXTRACTO ETERED 91,25 N OFP
EXTRACTO ETANCLCO 31,25 NOP
EXTRACTC ETERED 93,75 oFaQ
EXTRACTO ETANCLCO 35 PQ
EXTRACTC ETERED 96,25 QR
EXTRACTC ETEREQ 100 R
EXTRACTO ETANCLCO 100 R
EXTRACTO ETERED 100 R
EXTRACTO ETEREQ 100 R
EXTRACTO ETERED 100 R
TRATAMIENTO QUIMICO ROTENONA 100 R

Elaboracion: Fuel R. (2015).

En el cuadro 24, se evidencia el efecto nematicida en condiciones in vitro, de cada
uno de los extractos y sus respectivos testigos. EI mayor efecto nematicida es
representado por el testigo quimico (Rotenona), con escaza diferencia significativa,
frente al extracto etéreo y etanolico, cuyo efecto nematicida es similar al testigo
blanco (etanol). Los anteriores tratamientos presentan una diferencia
estadisticamente significativa mayor, frente al extracto acuoso, cuyo testigo
absoluto representado por agua destilada, presenta un reducido efecto nematicida

frente a los demas tratamientos.
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Cuadro 25: Prueba de significacion Tukey al 5% para el tipo de Extracto.

TIPO DE EXTRACTO | MEDIAS | RANGOS
TESTIGO ABSOLUTO 8,75 A

EXTRACTO ACUOSO 53,44 B

EXTRACTO ETANOLICO 83,52 C
EXTRACTO ETEREO 90,55 D
TESTIGO BLANCO (ETANOL96%) 91,25 E
ROTENONA 100 F
MEDIAS= % de mortalidad de nematodos
RANGOS= F; mayor mortalidad y A; minima mortalidad

Elaboracion: Fuel R. (2015).

Gréfico 11: Tipos de extractos, con sus respectivos testigos, utilizados para evaluar el efecto
Nematicida.

Eficacia de los extractos de raiz de barbasco (Thephrosia
sinapou) y sus respectivos testigos en el control de

nematodos en condiciones in vitro.
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Elaboracién: Fuel R. (2015).

Como se puede observar en el cuadro 25. Los promedios de mortalidad mas altos,
lo tuvo el testigo quimico (Rotenona), con 100% de mortalidad, seguidamente el
testigo blanco (etanol), con un indice de mortalidad de 91.25%, significativamente
similar al que present6 el extracto etéreo con un efecto nematicida de 90.55%,
diferencia significativa frente al extracto etandlico con 83.52% de mortalidad de
nematodos fitoparasiticos, cuyo efecto fue estadisticamente superior al extracto
acuoso que presentd una mortalidad de 53.44%. Los valores anteriores son
estadisticamente superiores al que presento el testigo absoluto (agua destilada) con
un indice bajo de mortalidad de 8.75% (Gréfico 11).
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3.6.6.2. Efecto del extracto etéreo de raiz de barbasco (Thephrosia
sinapou), sobre el nematodo agallador (Meloidogyne spp) in vitro.

Podemos observar en el cuadro 26, las diferentes dosis letales etéreas expuestas in

vitro, evaluadas en cuatro periodos de tiempo (6, 12, 24 y 48 horas), sobre veinte

nematodos del género agallador Meloidogyne spp, en dosis de 5 ml. Las

concentraciones fueron evaluadas como dosis letales (Alta, Media, Baja y Minima).

Cuadro 26: Efecto nematicida del extracto etéreo, sobre el neméatodo agallador Meloidogyne
spp, en condiciones in vitro a 23 °C.

TRATAMIENTOS % MORTALIDAD
DOSIS LETAL

Ext etéreo a6 h Alta 90
Ext etéreo a6 h Media 85
Ext etéreo a6 h Baja 80
Ext etéreo a6 h Minima 75
Ext etéreo a 12 h Alta 100
Ext etéreo a 12 h Media 90
Ext etéreo a 12 h Baja 85
Ext etéreo a 12 h Minima 75
Ext etéreo a 24 h Alta 100
Ext etéreo a 24 h Media 95
Ext etéreo a 24 h Baja 90
Ext etéreo a 24 h Minima 85
Ext etéreo a48 h Alta 100
Ext etéreo a 48 h Media 100
Ext etéreo a48 h Baja 95
Ext etéreo a48 h Minima 90
Agua Destiladaa 48 h Alta 10
Blanco a 48 h Alta 96
Rotenonaa48h Alta 100

Elaboracién: Fuel R. (2015)
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Grafico 12: Efecto nematicida en el extracto etéreo in vitro a23°C
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(A).-Dosis letal alta de 41.67%. (M).-Dosis letal media de 31.25%. (B).-Dosis letal
baja de 20.83%. (m).- Dosis letal minima de 10.42%.

Elaboracion: Fuel R. (2015).

En el Cuadro 20. evidencia un efecto nematicida de 100% con DLA , entre (12 a 48
h) de exposicion, similar efecto tuvo la DLM a las 48 h, conjuntamente con el testigo
quimico (Rotenona), que presentd un efecto nematicida mayor de 100 %, entre (6 a
48 h), seguido del testigo blanco (etanol), que tuvo una mortalidad de 96%, en 48 h,
este valor es similar al efecto nematicida que presenté la DLM y DLB de 95% entre
(24 48 h); sin embargo, se evidencié una mortalidad menor de 90%, para la (DLA,
DLM, DLB y DLm ) en (6, 12, 24 y 48 h), respectivamente. Posteriormente se
evidencia una mortalidad de 85% con (DLM, DLB y DLm) en (6, 12 y 24 h),
respectivamente. Un efecto nematicida menor de 80%, se evidencié con la DLB en
6h de exposicion in vitro, frente al 75% de la DLm entre (6 al2h) de estar expuestos
los nematodos al extracto. Los anteriores tratamientos presentan una diferencia
estadistica superior a la del testigo absoluto (agua destilada) que tuvo una mortalidad
muy reducida como nematicida de 10%, (Grafico 12)
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3.2.6.3. Efecto del extracto etandlico de raiz de barbasco (Thephrosia
sinapou), sobre el nematodo agallador (Meloidogyne spp) in vitro a

23 °C.
En el cuadro 27, podemos observar el porcentaje de mortalidad de los diferentes
tratamientos (extractos etandlicos), evaluados en distintas dosis letales (Alta, Media,
Baja y Minima), en condiciones in vitro, en cuatro tiempos de exposicion de (6, 12,
24 y 48 h), sobre veinte nematodos del género Meloidogyne spp, cuya dosis de

aplicacion fue de 5 mL

Cuadro 27: Efecto nematicida del extracto etandlico, sobre el neméatodo agallador
Meloidogyne spp, en condiciones in vitro a 23°C.

TRATAMIENTOS DOSIS % MORTALIDAD
LETAL

Ext etandlicoa6 h Alta 90
Ext etanélicoa 6 h Media 85
Ext etandlico a6 h Baja 85
Ext etanélicoa 6 h Minima 70
Ext etandlicoa 12 h Alta 90
Ext etanélico a 12 h Media 85
Ext etandlico a 12 h Baja 85
Ext etanélico a 12 h Minima 70
Ext etandlicoa24 h Alta 95
Ext etanélico a 24 h Media 90
Ext etandlico a 24 h Baja 85
Ext etanélico a 24 h Minima 70
Ext etandlico 48 h Alta 100
Ext etandlico 48 h Media 90
Ext etandlico 48 h Baja 85
Ext etandlico 48 h Minima 75
Agua Destilada a 48 h Alta 10
Blanco a 48 h Alta 96
Rotenonaa48h Alta 100

Elaboracion: Fuel R. (2015)
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Gréafico 13: Efecto nematicida en el extracto etandlico in vitro a 23 °C
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(A).-Dosis letal alta 44.01%. (M).-Dosis letal media 33.01%. (B).-Dosis letal baja
22.01%. (m).- Dosis letal minima 11%

Elaboracion: Fuel R. (2015)

Se evidencia una mortalidad de 100% con DLA en 48 h de exposicion in vitro, similar
efecto nematicida se evidencié con el testigo quimico ( Rotenona), similar efecto
nematicida de 96% tuvo el testigo blanco (etanol) en 48h, cuyo efecto nematicida es
significativamente similar el que presento6 la DLA en 24 h, con 95% de mortalidad; sin
embargo, los anteriores valores son estadisticamente mayores al 90% de
mortalidad, que demostr6 la DLA entre (6 a 12h), similar efecto nematicida presento
la DLM entre (24 a 48 h) de exposicion in vitro, estos valores presentan una
diferencia estadistica mayor frente al 85% de mortalidad que tuvo la DLM entre ( 6 a
12 h) y la DLB entre ( 6 a 24 ), de estar expuestos al producto, con diferencia
significativa al efecto nematicida de 75%, en 48 h de exposicion, que produjo la
DLm. Los anteriores tratamientos presentan una mortalidad estadistica superior
frente al 70% que presento la DLm entre (6 a 24h), de exposicidon en condiciones in
vitro. A diferencia del testigo absoluto (agua destilada) que obtuvo una eficiencia
muy reducida como nematicida de 10%., frente a los demas tratamientos. (Grafico
13)
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3.2.6.4.

En el cuadro 28, se puede observar las dosis letales acuosas (Alta, Media, Baja y
Minima) expuestas a evaluacion en condiciones in vitro, sobre veinte nematodos del

género Meloidogyne spp, en cuatro tiempos diferentes de exposicion (6, 12, 24y

Efecto del extracto acuoso de raiz de barbasco (Thephrosia

sinapou), sobre el nematodo agallador (Meloidogyne spp) in vitro a

23 °C.

48h), aplicado en dosis de 5 ml.

Cuadro 28: Efecto nematicida del extracto acuoso, sobre el nematodo agallador Meloidogyne

spp, en condiciones in vitro a 23 °C.

TRATAMIENTOS DOSIS LETAL % MORTALIDAD
Ext Acuoso a6 h Alta 55
Ext Acuoso a6 h Media 46,25
Ext Acuoso a6 h Baja 30
Ext Acuoso a6 h Minima 21,25
Ext Acuoso al12h Alta 63,75
Ext Acuoso al2h Media 53,75
Ext Acuoso al2h Baja 38,75
Ext Acuoso al2h Minima 25
Ext Acuoso a24 h Alta 63,75
Ext Acuoso a24 h Media 58,75
Ext Acuoso a24 h Baja 40
Ext Acuoso a24 h Minima 33,75
Ext Acuoso a48 h Alta 65
Ext Acuoso a48h Media 58,75
Ext Acuoso a48h Baja 42,5
Ext Acuoso a48h Minima 38,75
Agua Destilada a 48 h Alta 10
Blanco a48 h Alta 96
Rotenonaa48h Alta 100

Elaboracién: Fuel R. (2015)
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Grafico 14: Efecto nematicida en el extracto acuoso in vitro a 23 °C

Efecto Nematicida-Extracto Acuoso

% Mortalidad

Blancoad48 h [ >
Rotenonaad48h 7 »

Ext Acuosoad48h 1 @
Ext Acuosoa48h EE 3

Ext Acuosoa 6 h

Ext Acuosoa 6 h

Ext Acuosoa 6 h
Ext Acuosoa 12 h
Ext Acuosoa 12 h
Ext Acuosoa 12 h
Ext Acuosoa 12 h
Ext Acuosoa 24 h
Ext Acuoso a 24 h
Ext Acuoso a 24 h
Ext Acuosoa 24 h
Ext Acuoso a48 h
Ext Acuoso a 48 h

<
©
©
(o)
w
=]
5
3]
<<
=3
fin]

Agua Destiladaa48h @O >

Dosis letal alta  Dosis letal media  Dosis letal baja Dosis letal minima

(A).-Dosis letal alta 0.14%. (M).-Dosis letal media 0.10%. (B).-Dosis letal baja
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Elaboracion: Fuel R. (2015).

El mayor efecto nematicida lo tuvo el testigo quimico (Rotenona) con 100% de
mortalidad entre (6 a 48 h), similar al del testigo absoluto (etanol), con 96% de
mortalidad en 48 h de estar expuestos al producto. Posteriormente la DLA acuosa,
tuvo un efecto nematicida de 65% en 48 h, y 63.75% entre ( 12 a 24h ) de
exposicion in vitro, con efecto nematicida menor de 58.75% , present6 la DLm entre
( 24 a 48 h), con diferencia estadistica de 55% de mortalidad, tuvo la DLA en 6 h,
similar efecto nematicida tuvo la DLM, con 53.75% de mortalidad en 12h, frente al
46.25% de mortalidad que tuvo la DLM en 6 h, efecto nematicida superior al 42.5%
que evidenci6 la DLB en 48 h, cuyo efecto nematicida similar presentd la DLB con
40% de mortalidad en 24 h . Estos valores son estadisticamente superiores al
38.75%, que presentd la DLB en 12h, y la DLm en 48 h, valores superiores frente al
efecto nematicida de 33.75% de la DLm en 24h, seguido de la DLB con 30% en 6 h,
y la DLm de 25% en 12 h , finalizando con un efecto nematicida de 21.25% en 6h
frente al testigo absoluto (agua destilada) que obtuvo una eficiencia muy reducida

como nematicida de 10%, con respecto a los anteriores tratamientos. (Gréafico 14).
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Porcentaje del efecto nematicida in vitro de los extractos (etéreo, etandlico y acuoso).

Cuadro 29: Prueba de significacion Tukey al 5% para el tipo de extracto, tipo de
concentracion y su relacién con los diferentes tiempos empleados en el efecto Nematicida.

EXTRACTO- %CONCENTRACCION - TIEMPO | Medias | RANGOS
Ext Acuoso con % concentraccion minima sometido a 6 horas 36,25 A
Ext Acuoso con % concentraccion Baja sometido a 6 horas 40 A
Ext Acuoso con % concentraccion minima sometido a 12 horas 40 A
Ext Acuoso con % concentraccion baja sometido a 48 horas 48,75 B
Ext Acuoso con % concentraccion minima sometido a 48 horas 48,75 B
Ext Acuoso con % concentraccion baja sometido a 12 horas 50 B C
Ext Acuoso con % concentraccion media sometido a 6 horas 51,25 B C
Ext Acuoso con % concentraccion baja sometido a 24 horas 52,5 B C
Ext Acuoso con % concentraccion minima sometido a 24 horas 53,75 B C D
Ext Acuoso con % concentraccion alta sometido a 6 horas 55 C D
Ext Acuoso con % concentraccion media sometido a 12 horas 58,75 D E
Ext Acuoso con % concentraccion media sometido a 24 horas 63,75 E F
Ext Acuoso con % concentraccion alta sometido a 24 horas 63,75 E F
Ext Acuoso con % concentraccion alta sometido a 48 horas 63,75 E F
Ext Acuoso con % concentraccion media sometido a 48 horas 63,75 E F
Ext Acuoso con % concentraccion alta sometido a 12 horas 65 F
Ext Etanolico con % concentraccion minima sometido a 12 horas 65 F
Ext Etanolico con % concentraccion baja sometido a 12 horas 73,75 G
Ext Etanolico con % concentraccion minima sometido a 48 horas 75 G H
Ext Etanolico con % concentraccion minima sometido a 6 horas 75 G H
Ext Etanolico con % concentraccion minima sometido a 24 horas 75 G H
Ext Etereo con % concentraccion minima sometido a 12 horas 80 H 1
Ext Etereo con % concentraccion minima sometido a 6 horas 80 H I
Ext Etereo con % concentraccion baja sometido a 6 horas 81,25 1)
Ext Etanolico con % concentraccion baja sometido a 48 horas 81,25 1 J
Ext Etanolici con % concentraccion baja sometido a 6 horas 82,5 1)
Ext Etanolico con % concentraccion baja sometido a 24 horas 83,75 1 J K
Ext Etanolico con % concentraccion media sometido a 12 horas 85 1 J KL
Ext Etereo con % concentraccion media sometido a 6 horas 85 1 J K L
Ext Etanolico con % concentraccion media sometido a 6 horas 85 1 J K L
Ext Etereo con % concentraccion minima sometido a 24 horas 86,25 J K L M
Ext Etereo con % concentraccion baja sometido a 12 horas 86,25 JK L M
Ext Etanolico con % concentraccion media sometido a 48 horas 88,75 K L MN
Ext Etereo con % concentraccion alta sometido a 6 horas 88,75 K L MN
Ext Etereo con % concentraccion baja sometido a 24 horas 90 LMNO
Ext Etereo con % concentraccion minima sometido a 48 horas 90 LMNO
Ext Etanolico % concentraccion alta sometido a 6 horas 90 LMNO
Ext Etanolico % concentraccion alta sometido a 12 horas 90 LMNO
Ext Etereo % concentraccion media sometido a 12 horas 91,25 M N OP
Ext Etanolico % concentraccion media sometido a 24 horas 91,25 M NOP
Ext Etereo % concentraccion baja sometido a 48 horas 93,75 N O P
Ext Etanolico % concentraccion alta sometido a 24 horas 95 O PAQ
Ext Etereo % concentraccion media sometido a 24 horas 96,25 P Q
Ext Etereo % concentraccion media sometido a 48 horas 100 Q
Ext Etereo % concentraccion alta sometido a 12 horas 100 Q
Ext Etanolico % concentraccion alta sometido a 48 horas 100 Q
Ext Etereo % concentraccion alta sometido a 48 horas 100 Q
Ext Etereo % concentraccion alta sometido a 24 horas 100 Q

Elaboracion: Fuel R. (2015).
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Grafico 15: Efecto Nematicida en cada extracto
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Elaboracién: Fuel R. (2015).

El cuadro 29, demuestra el analisis de varianza y la prueba de comparacion mditiple
de Tukey al 5%, que permitieron determinar el efecto nematicida in vitro, entre los
extractos (etéreo, etanodlico y acuoso ), de raiz de barbasco, sobre veinte
nematodos del género Meloidogyne spp, cuyo resultado determind que las dosis
letales altas etéreas y etandlicas, tuvieron un efecto nematicida de (90 a 100%) ,
con diferencia estadistica superior a la dosis alta del extracto acuoso con un indice
de mortalidad (55 a 65%) Al evaluar la dosis letales medias se tuvo un efecto
nematicida de (85 a 100%) para el extracto etéreo y (85 a 90%) para el extracto
etandlico con diferencia estadistica superior a la dosis media del extracto acuoso
que evidencid una mortalidad de (46.25 a 58.75%). Se evidencio una escaza
diferencia en la dosis letal baja con una mortalidad de (80 a 95%) para el extracto
etéreo, similar porcentaje obtenido por el extracto etandlico con una mortalidad de
(85 a 90%), estos valores son estadisticamente superiores al de la dosis letal baja
del extracto acuoso de (30 a 42.5%) de mortalidad. La dosis letal minima del extracto
etéreo fue de (75 a 90%), con diferencia significativa frente al extracto etandlico entre
(70 a 75%) de mortalidad, y muy significativo frente al extracto acuoso entre (21.25 a
38.75%) de mortalidad en nematodos. (Grafico 15).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Ensayo “A” (E.A.).- Rendimiento de los extractos de raiz de barbasco
(Thephrosia sinapou), utilizando solventes organicos de polaridad creciente

(éter, etanol y agua) mediante técnicas de maceracion continua y simultanea.

> Los andlisis estadisticos determinaron diferencia significativa en el
rendimiento de obtencién de los extractos (etéreo, etandlico y acuoso) de raiz
de barbasco. Con el uso del solvente (éter etilico al 100%), Se obtuvo un
extracto de coloracion amarillo canario, caracteristicas propias de un extracto
etéreo bien preparado, mediante técnicas continuas y simultdneas de
extraccidon, acorde a Lizcano (2008), cuyo rendimiento fue de 2,05 %, que se
reduce facilmente a polvo, debido a la eliminacion total del solvente (éter),

con escaza solubilidad en agua.

» El extracto etandlico cuyo rendimiento fue de 2.56 %, frente a los deméas
extractos, utilizando etanol al 96% como solvente resulta méas eficaz en la
recuperacion de compuestos y principios activos como lo manifiesta
Ramirez (2009). Obteniendo un extracto blando de color rojizo, caracteristico

de este tipo de extraccion, parcialmente soluble en agua.

» El extracto acuoso con 0.83 % de rendimiento, presento la extraccion mas
baja con respecto a los demas tratamientos, de color amarillo obscuro,
propiedades caracteristicas de la materia prima como lo manifiesta Arboleda

(2012), totalmente soluble en agua.
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4.2 Ensayo “B” (E.B.).- Efecto nematicida de los extractos (etéreo, etandlico y

acuoso), sobre larvas J2 del género Meloidogyne spp en condiciones in vitro.

» El andlisis de varianza y la prueba de comparacion multiple de Tukey al 5%
permitieron determinar que se presentaron diferencias significativas entre los
diferentes extractos de raiz de barbasco Thephrosia sinapou y los testigos en
el efecto nematicida sobre el nematodo agallador Meloidogyne spp,
dependiendo de las dosis y los diferentes tiempos de exposicion en

condiciones in vitro.

» El testigo quimico (Rotenona) presentd el mayor efecto nematicida de 100%
entre (6 a 48 h), cuya mortalidad es similar a la que presentd la DLA etérea
entre (24 a 48 h), ademas de la DLA etandlica y DLM etérea en 48h de
exposicion in vitro , con escasa diferencia estadistica al que presento el testigo
blanco (etanol) de 96% de mortalidad en 48 h, similar efecto nematicida de
95% tuvo la DLA etandlicaen24 hy (DLMy DLB) etéreas entre (24 a 48
h), frente a 90% de mortalidad de la DLA etérea y DLA etandlica en 6h de
exposicion in vitro, efecto nematicida que aument6 con la DLA etandlica y
DLM etérea en 12 h, seguida de la DLM etandlica y DLB etérea en 24 h,
terminando con la DLM etandlica y DLm etérea en 48 h de exposicion in vitro.
Posteriormente se evidencié una mortalidad de 85% para la DLM etérea y
(DLM y DLB) etandlicas en 6 h, cuyo efecto nematicida aumenté a las 12 h
con la DLB etérea y DLM, DLB etandlica, seguido de la DLm etérea en 24h,
finalizando con la DLB etandlica entre (24 a 48 h), con diferencia estadistica
significativa mayor al 80% que presenté la DLB etérea en 6 h, frente a un
75% de mortalidad que demostro la DLm etérea entre (6 a 12h ) y DLm
etandlica en 48 h de exposicion in vitro, frente al 70% de mortalidad que tuvo
la DLm etandlica entre (6 a 24 h) de exposicion in vitro. Los anteriores valores
son significativamente mayores, frente a la DLA acuosa, que tuvo un efecto
nematicida de 65% en 48 h,y 63.75% entre ( 12 a 24h ) de exposiciéon in

vitro, con efecto nematicida menor de 58.75% , present6 la DLm entre ( 24 a
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48 h), con diferencia estadistica de 55% de mortalidad, tuvo la DLA en 6 h,
similar efecto nematicida tuvo la DLM, con 53.75% de mortalidad en 12h,
frente al 46.25% de mortalidad que tuvo la DLM en 6 h, efecto nematicida
superior al 42.5% que evidencié la DLB en 48 h, cuyo efecto nematicida
similar present6 la DLB con 40% de mortalidad en 24 h . Estos valores son
estadisticamente superiores al 38.75%, que presentod la DLB en 12h, y la DLm
en 48 h, valores superiores frente al efecto nematicida de 33.75% de la DLm
en 24h, seguido de la DLB con 30% en 6 h, y la DLm de 25% en 12 h ,
finalizando con un efecto nematicida de 21.25% en 6h frente al testigo
absoluto (agua destilada) que obtuvo una eficiencia muy reducida como

nematicida de 10%, con respecto a los anteriores tratamientos.

Los resultados anteriores demuestran una similitud al efecto nematicida de
extractos cetdnicos de Ricinus communis Linneo, presentado por Arboleda
(2012) sobre el nematodo barrenador Raddopholus similis, in vitro, con poder
nematicida de (73 a 89%) con una concentracion cetonica del 100% en un
periodo de tiempo de 48 h. cuyo efecto nematicida es similar a la obtenida por
Vinueza (2006), controlando Meloidogyne incognita, con diferentes plantas
entre ellas, el fruto verde de Ricinus communis, con el cual se logré una
mortalidad de 100% vy la inflorescencia de Suaveolens officinale con 100% de
mortalidad después de 72 h de exposicion, estos valores demuestran la
efectividad de extractos acuosos como los evaluados por Vinueza (2006),
cuyos resultados reflejan que; Los extractos de fruto verde de Ricinus
communis en concentraciones de 32,64 y 100%, presentaron un indice de
mortalidad de 98.9 % en sus tres concentraciones en un periodo de tiempo de
72 horas, respectivamente. Los extractos de inflorescencia de
Schoenocaulon officinale a concentraciones de 32, 64 y 100%, obtuvieron un
indice de mortalidad de 80,5, 84,1, y 100% después de 72 horas de
exposicion. Espigas y hojas de Schoenocaulon officinale en la concentracion
del 100% indujeron una mortalidad del 65.9 y 98.8 %, respectivamente
después de 72 horas. El extracto acuoso de inflorescencia en una

-84 -



concentracion del 100%, present6 un indice de mortalidad de 100%, después

de 48 horas de exposicion in vitro.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A nivel de laboratorio el mejor rendimiento de obtencion de extracto a partir de
la raiz de barbasco (Thephrosia sinapou), mediante extracciones simultaneas
y continuas, se presentd en la extraccion etanodlica con 2.56 %, seguido de la
extraccion etérea con 2.05%, finalizando en el rendimiento mas bajo para la

extraccion acuosa de 0.83%.

Entre los diferentes tratamientos el mejor resultado como agente nematicida,
lo presenté el testigo quimico ( Rotenona ) con un porcentaje de 100% en las
primeras 6 h de exposicion con diferencia estadistica en el tiempo de
exposicion respecto al testigo blanco (etanol), con 96% en 48h de mortalidad,

similar resultado estadistico presentaron los extractos etéreo y etandlico.

Los extractos etéreo y etandlico no poseen un efecto nematicida sobre las
larvas de Meloidogyne spp, debido a que su solvente y testigo (etanol),

presenté estadisticamente un efecto nematicida similar.

El extracto acuoso tuvo una mortalidad baja de 65% con respecto al resto de
tratamientos, con una diferencia estadistica superior a la presentada por el

testigo absoluto (agua destilada) que fue de 10%.

Se concluye que el extracto acuoso de raiz de barbasco (Thephrosia sinapou),
tiene propiedades nematicidas convirtiéndose en una alternativa promisoria
gue debe ser validada con condiciones en campo dentro de un manejo

integrado de Meloidogyne spp, posibilitandole a los agricultores producir estos
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productos en sus fincas de una forma econdmica y viable, aprovechando sus
recursos y al mismo tiempo generando una agricultura respetuosa con el

medio ambiente.
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VI. ANEXOS.

Anexo 1: PRESUPUESTO

DETALLES UNIDAD CANTIDAD S COSTOU. | $COSTOT.
FASE DE CAMPO

Transporte dias 8 $5,00 $40,00
Alimentacion dias 8 $7,00 $56,00
Hospedaje dias 8 $4,00 $32,00
Busqueda y extraccion de planta Dias 8 $8,00 $64,00
subtotal 1 $192,00

FASE DE LABORATORIO UPEC

Preparacion de la materia prima

Transporte Dias $60,00 $0,50 $30,00
Adquisicion de éter cc 5000 $105,00 $132,00
Adquisicién de etanol cc 5000 $32,00 $32,00
Adquisicion de cierra manual unidad 1 $5,00 $5,00
subtotal?2 $199,00

FASE DE LABORATORIO UPEC

Obtencion de los extractos

Adquisicion de papel aluminio unidad 3 $0.95 $2.85
Adquisicién de Frascos color ambar unidad 24 $1,00 $32,00
Adquisicién de hielo unidad 9 $1.25 $11.25
subtotal 3 $46.10

FASE DE LABORATORIO UPEC

Estandarizacidn del testigo quimico
Adquisicién de producto
quimico Rotenona 5% cc 2000 $23,00 $23,00
subtotal 4 $23,00
FASE DE LABORATORIO
AGROCALIDAD
Obtencion de nematodos
Transporte dias 16 $12,00 $192,00
Alimentacion dias 80 $5,00 $400,00
hospedaje meses 4 $70,00 $250,00
subtotal 5 $842,00
MATERIALES Y EQUIPOS

Camara digital unidad $120 $120
Cuaderno unidad $1.50 $1.50
Esferografico unidad $0.30 $0.30
subtotal 6 $121,80
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GASTOS BIBLIOGRAFICOS

Tinta de impresién unidad 4 S20 $80,00
Gastos de internet mes 10 S10 $100,00
Papel de impresién (resmas) unidad 2 S5 $10,00
subtotal 7 $190,00
SUB-COSTO TOTAL $1,614
IMPREVISTO 10% $161.14
COSTO TOTAL $1775,00

Elaboracion: Fuel, R. (2015)
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Anexo 2: CRONOGRAMA

Tiempo MES 1 MES 2 MES 3 MES 4 MES 5 MES 6 MES 7 MES 8 MES 9 MES 10 MES 11 MES 12
SEMANAS SEMANAS SEMANAS SEMANAS SEMANAS SEMANAS SEMANAS SEMANAS SEMANAS SEMANAS SEMANAS SEMANAS
Actividades 112|3[(4[1|2|3(4|1|/2[3]|4]|1|/2|3|4|1|2|3(4(1(2[3]|4|1|2|3|4]|1|2]|3[4[1[2|3|4|1|2(3]|4]|1]|2|3[4[|1]|2|3|4

1.- Revision Literaria [X |X
2.- Elaboracion X [X
2.- Aprobacion X [xX [x

1.- Revision Literaria X [X X
2.- Elaboracion X |X
2.- Aprobacion X [x
3.- Sustentacion X

1.- Revision Literaria X O [XO X (XX XX XXX X XXX XX XX (XX (XX XX XX XXX XX (XX XX (XX XX (XX XX
2.- Reconocimiento
de

los laboratorios
(Fitopatologia y X |X
Nematologia ) y
toma de muestra
vegetal

3.- Obtencion de los
extractos

en los laboratorios X X |X |X [X |X |X |X
de Fitopatologia
UPEC

4.- Eficacia de los
extractos

sobre nematodos
(Meloidogyne spp),
en los laboratorios
de

Nematologia
AGROCALIDAD
5.- Toma de datos X [X X [X
6.- Tabulacion de
datos X |X
7.- Presentacion del
Informe final X |X

Redaccion X|X
Presentacion del
borrador X
Presentacion
Informe Final X
Solicitud X
Defensa
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Anexo 3: Recoleccion y preparacion del material vegetal a partir de raiz de barbasco (Thephrosia sinapou)

c) Picado.

eado

[ e) Triturado |
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Anexo 4: Obtencién del extracto (etéreo y etandlico), utilizando como solvente organicos éter al 100 % y etanol al
96%.

it T

nicial

c) Filtrado

[ f) Transvasado |

| d) Rotavaporado | [ e)PesadoFinal |

-05-



Anexo 5: Obtencién del extracto acuoso, utilizando como solvente organico (Agua destilada).

eyt o A B N

e T T _

| - b) Picado _ | | c) Pesado |

-

f) Filtrado

g) Rotavaporado h) Trasvasado
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Anexo 6: Obtencién de extracto de raiz de tomate de arbol Cyphomandra betaceae.

a) Seleccion

e) Concentradode
extracto de raiz

| e) Licuado | f) Tamizado
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Anexo 7: Evaluacion de los extractos; etéreo, etandlico y acuoso, con sus respectivos testigos (quimico, absoluto y

blanco) in vitro.

b) Concentracionesde c) Pesca de nematodos

nematodos Meloidogyne spp.
Meloidogyne s

a) Concentraciones de los
extractos in vitro.

d) Evaluacion del efecto
nematicida
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