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RESUMEN

En esta investigacion se busca comprobar que el hongo Pleurotus ostreatus, tiene actividad
nematicida, como primer paso se obtuvo el extracto, en los solventes acetona y metanol, mediante
el método de extraccion soxhlet, el cual permite obtener el extracto de un sélido, con la ayuda de
un solvente en fase liquida, que segun bibliografia contiene el &cido trans-2-decenedioico,
responsable de matar a los nematodos con el simple contacto, las especies de nematodos que se
utilizaron en los ensayos fueron: neméatodo D. dipsaci que se recolectd de varias muestras de
suelo de cultivo de cebolla colorada Allium cepa, mediante el método del embudo Baermann, y
el nematodo Panagrellus redivivus se obtuvo de la replicacion de un cultivo masivo del
microgusano. El ensayo se basa en la aplicacién del extracto a concentraciones (25, 50, y 75%),
en una cantidad determinada de nematodos, durante una hora, logrando asi determinar, el indice
de mortalidad. Mediante un analisis de diferencias medias significativas (dms) y una prueba
tukey, con nivel de significancia 0,05, se identifica que el mejor resultado se obtiene con la
aplicacion del extracto aceténico a un 75% de concentracion, presentando un indice de mortalidad
de 95% para matar al neméatodo Ditylenchus dipsaci, y para Panagrellus redivivus a la misma
concentracion 92.55% de mortalidad. Mientras que con la aplicacion del extracto metandlico a la
misma concentracién, la mortandad de los nematodos disminuye a 84,98 y 80,75%

respectivamente.

Palabras  clave:  <BIOTECNOLOGIA>, ~ <BIOCONTROL>,  <NEMATICIDA>,
<BIONEMATICIDA>, <HONGO OSTRA (Pleurotus ostreatus)>, <NEMATODO
(Panagrellus redivivus)>, <NEMATODO (Ditylenchus dipsaci)>,

XVi



ABSTRACT

This study aims to demonstrate the nematicide action of the fungus Pleurotus ostreatus. The first
stage in this process was to get an extract in acetone and methanol solvents by conducting the
Soxhelt extraction method, which enables to get an extract coming from a solid combined with a
solvent in a liquid phase. According to bibliographical sources, the composition of this extract
contains the trans-2-decenedioic acid, which is responsible of eliminating the nematodes only
with simple contact. The D. dipsaci nematode was the first of the nematodes species to be

analyzed in the tests. This nematode came from samples collected from the soil of several red

Onion (Allium cepa ) crops by means of the Baermann funnel method. Then, the Panagrellus
redivivus was the second species of nematode coming from the replication of a mass culture of
the roundworms. The test was based on the application of the extract at concentrations (25, 50,
and 75%), in a determined amount of nematodes during one hour thus, determining, the index of
mortality. The analysis of significant mean differences (smd), and a Tukey test with a level of
significance of 0,05, were the statistical procedures to determine that the best result was obtained
with the application of the acetone extract at a concentration of 75%, showing a mortality rate of
95% to eradicate the Ditylenchus dipsaci nematode. This concentration was applied for
Panagrellus redivivus reporting a 92.55% of mortality while with the application of the 75% of
methanolic, extract the mortality rate of the nematodes decreases to 84.98 and 80.75%
respectively, it is recommended to enable the extract collection since the production time is very

long.

Keywords: <EXACT AND NATURAL SCIENCES>,  <BIOTECHNOLOGY>,
<BIOCONTROL>, <NEMATICIDE>, <BIONEMATICIDE>, <OYSTER FUNGUS (Pleurotus
ostreatus)>, <NEMATODE (Panagrellus redivivus)>, <NEMATODE (Ditylenchus dipsaci)>
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1. Identificacion del problema

La produccion agricola en los altimos afios se ha visto afectada y amenazada por los nemétodos,
microrganismos que miden aproximadamente 0,2 milimetros y se desarrollan habitualmente en la
tierra, son dificiles de identificar su existencia, la misma que se la puede realizar a través de un
andlisis meticuloso en el laboratorio, el mecanismo de invasion de estos microorganismos es
mediante la formacion de nddulos en las raices de las plantas. Actualmente, para controlar este
tipo de plaga se utiliza nematicidas organofosforados de origen quimico, sin embargo debido a su
uso excesivo e inadecuado estos causan dafios en la salud de los trabajadores agricolas y ademas

contaminan el suelo, el agua el aire, por cuanto tienen caracteristicas tdxicas.

En el Ecuador los agricultores utilizan en forma indiscriminada productos quimicos para mejorar
su produccion, esta actividad sin embargo ocasiona los dafios en la estructura del suelo,
haciéndoles mas susceptibles al ataque de diferentes plagas, y, entre la mas comun esta la causada
por los neméatodos especialmente en cultivos de leguminosas, hortalizas y frutales. El control de
estos microrganismos es indispensable, en esa consideracion, actualmente se estan investigando
alternativas bioldgicas que permitan contrarrestar la accion plaguicida de los nematodos. Estudios
realizados por el Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP),
demuestran que el uso de hongos antagonistas, pueden ayudar a reducir las poblaciones de

nematodos.

Una de las técnicas de biocontrol de mayor interés para controlar esta infeccién, es el uso de uso
de hongos nematdfagos y entre los més importante esta el Pleurotus ostreatus, el cual ataca a los
nematodos con la particularidad de que no causa contaminacién ambiental y por sobre todo no

representa un riesgo para la salud del agricultor.

Barron en 1986 demostro que el hongo P. ostreatus, puede combatir a los nematodos, porque este
en su metabolismo secreta una toxina en todas las fases de su crecimiento, la misma que tiene la
capacidad de matar a estos microorganismos inclusive al minimo contacto. La extraccion de estos

metabolitos secundarios que causan el efecto de inmovilizacion del neméatodo, genera beneficios



ambientales y econdmicos para los productores y a su vez el desarrollo de nuevas técnicas de

control bioldgico.

En la presente investigacion se pretende comprobar la accion nematicida de los extractos

acetdnico y metandlico obtenidos del hongo Pleurotus ostreatus.

1.2. Justificacion

Las actividades agricolas constituyen una de las principales causas de contaminacion ambiental,
en sus diferentes etapas, como son el uso de sustancias para controlar la accién de plagas y la
generacién de sub productos al final del proceso. Actualmente se buscan alternativas agricolas
que sean benéficas con el ambiente y con la seguridad alimentaria de la poblacion. Uno de los
problemas que afecta a las actividades agricolas y que arrasa con cultivos ocasionando pérdidas
econdmicas cuantiosas es la presencia de los neméatodos, para controlar la presencia de estos
microorganismos los agricultores se ven obligados a utiliza nematicidas quimicos los mismos
que tienden a bioacumularse, generan resistencia por parte de las plagas cuando son usados sin
un adecuado control, tienen un alto costo y ocasionan afecciones en la salud del productor y del
consumidor. Por esta razén es necesario buscar otras alternativas de control de los neméatodos

entre las cuales se encuentra el control biolégico

El control biolégico, se define como el uso de organismos benéficos, para combatir a aquellos
gue causan dafio, con la aplicacién de esta técnica se evita, la interrupcion de ciclo biolégicos,
aparicion de plagas resistentes, dafios ambientales, ademas la relacion coste/beneficio es

favorable, y su aplicacion es sencilla.

El biocontrol mediante el uso de hongos constituye una excelente alternativa para controlar la
accion de los nematodos. Diversos estudios realizados, han permitido hacer diferentes
clasificaciones de los agentes de control, identificando asi a los hongos nematéfagos y hongos
enddéfitos (Mejia, 2015). El Pleurotus ostreatus a mas de ser un hongo descomponedor de madera,
posee caracteristicas nematicidas, es decir, las hifas de este organismo contienen toxinas, las
cuales al ponerse en contacto con el nematodo, lo inmovilizan e invaden al microrganismo.

(Lopez Llorca, y otros, 2001).

En la presente investigacion se utilizara los extractos acetonico y metanolico obtenidos del hongo
Pleurotus ostreatus, para determinar su actividad nematicida, como una alternativa de control

bioldgico.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la actividad nematicida de los extractos aceténico y metandlico del Pleurotus ostreatus.

1.3.2. Obijetivos especificos

o Determinar in vitro la mejor concentracion de extracto para combatir al nematodo fitoparasito
Panagrellus redivivus y Ditylenchus dipsaci.

e Comprobar la actividad nematicida del extracto metanélico

e Comprobar la actividad nematicida del extracto acetonico

e Comparar la eficacia de la actividad nematicida de los dos extractos obtenidos.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

En los altimos afios, los dafios ambientales causados por la utilizacion de productos quimicos para
aumentar la produccién agricola y la rotacién limitada de cultivos, han incentivado el desarrollo
de agentes de control bioldgico como un componente de proteccion de cultivos y del ambiente.
El control bioldgico constituye una estrategia clave que se utiliza para el control de plagas en todo
el mundo. Mohammad define el control bioldgico como el uso de organismos vivos para suprimir
la densidad de poblacion o el impacto de una plaga, lo que es menos perjudicial de lo que seria el

uso de los agroquimicos. (Mohammad , y otros, 2011)

Estudios realizados por Lopez Llorca, manifiestan que en 1888 se utilizd el hongo Arthrobotrys
oligospora para controlar nematodos, y se lo clasifica dentro del grupo de los hongos
nematdfagos. Actualmente se conocen varias especies de basidiomicetos que pueden, capturan y
consumir neméatodos como fuente complementaria de nitrogeno para su crecimiento. (Thorn y
Barrom 1984)

Thorn y Barrom en el afio 1987, demostraron que la muerte de los nematodos es causada por la
toxina contenida en las hifas del P. ostreatus, las cuales al entrar en contacto con el
microorganismo invaden rapidamente su cuerpo y que, al cabo de 30 segundos la toxina

inmoviliza a los nematodos.

Ensayos realizados por Kwok en el afio 1991, demuestran que la toxina del Pleurotus ostreatus
denominada NRL 3526 cuando es aplicada a una concentracion de 300 ppm, inmoviliza el 95%
de nematodos Panagrellus redivivus al cabo de una hora. La toxina fue identificada como el &cido

trans-2-decenedioico.

Pruebas in vitro, realizadas por Mamiya et al. (2005) reportan que los hongos como P. ostreatus,
P. pulmonarius, P. eryngii, tienen la habilidad de inmovilizar y matar nematodos
Bursaphelenchus xylophilus. Por su parte Heydari et al. (2006), evalu6 el efecto antagonista de 5

especies de Pleurotus con Meloidogyne javanica in vitro, y los resultados determinan que todas



las especies produjeron pequefias gotas de toxina que inmovilizaban rapidamente a los

nematodos.

Investigaciones in vitro realizadas por Victor Manuel Pérez en el afio 2014, demuestran que al
colocar los neméatodos al borde de una colonia de Pleurotus ostreatus, las gotas generan una
intoxicacion de los mismos y se evidencia esto porque la region de la cabeza de los nematodos,

que normalmente tiene forma conica, parece hincharse considerablemente

Estudios publicados en (Destruction of nematodes by species of Pleurotus, 2011) demuestran que
las hifas de Pleurotus ostreatus, al crecer en la superficie del medio de cultivo, producen células
secretoras de toxinas diminutas a lo largo de la longitud de las hifas mas antiguas y casi nada en

las jovenes.

2.2. Bases Teoricas

2.2.1. Control biol6gico

El control biolégico es la técnica utilizada como alternativa para combatir plagas, este método
ecologico utiliza organismos vivos (sus metabolitos o subproductos), para reducir o eliminar las
poblaciones de plagas, insectos y patogenos de los cultivos. Se aprovecha las relaciones
antagonistas entre hongos, bacterias, virus y los agentes causantes de las enfermedades de los
vegetales. (Lozano, 2015)

Los hongos son los organismos mas utilizados para el control bioldgico, los cuales presentan
diversos mecanismos de ataque, entre los cuales se destacan los hongos entomopatdgenos y los

nematdfagos

2.2.2. Hongos entomopatdgenos

Son hongos capaces de eliminar o controlar la cantidad de plagas de los cultivos. Se los puede
encontrar en rastrojos de cultivos, suelo, plantas, estiércol, etc. Son considerados como el grupo
de mayor importancia para el control de insectos. Se han estudiado aproximadamente 100 géneros
y 700 especies de estos hongos. Para su aplicacion se necesita de una extensa investigacion sobre

su fisiologia, genética, patologia, ecologia, produccién masiva, etc.



2.2.3. Hongos nemat6fagos

Son hongos capaces de matar y digerir nematodos, en huevos, juveniles o adultos, son saprofitos,
existen mas de 300 especies de hongos nematdfagos. La mayoria se desarrollan en el suelo, en las
raices de las plantas. Estos hongos segln el modo de infeccién se clasifican en:

e Hongos atrapadores de neméatodos
¢ Hongos endoparasitos
e Hongos parésitos de huevos

e Hongos productores de toxinas

2.2.3.1. Hongos atrapadores de nematodos

Conocidos también como hongos depredadores, son verdaderos hongos carnivoros tienen
diversos mecanismos para capturar a su presa, algunos secretan sustancias pegajosas, asi atrapan

a pequefios insectos, protistas, e incluso a otros hongos. (Curtis, 2008)

El mecanismo desarrollado por estos hongos se puede observar en (Figura 1-2), en donde se
muestra que el ataque a los pequefios organismos consiste en generar esporas adhesivas o anillos
de constriccién, el hongo va a penetrar la cuticula del microorganismo, formando un bulbo de
infeccion, las hifas crecen dentro del cuerpo y digieren al nematodo. La desventaja de la
utilizacién de estos hongos es la falta de selectividad, ya que no atacan solo a los nematodos
fitopatogenos, sino también a otros organismos benéficos del suelo. Una de las especies que

utilizan estos mecanismos es el Arthrobotrys. (Perez, 2014)

Figura 1-2: Hongo formador de anillos de constriccion.
Fuente: (Lopez Llorca, y otros, 2001)



2.2.3.2. Hongos endoparasitos

La actividad de estos hongos, consiste en la proliferacion de esporas, que al ser ingeridas por el
microgusano germinan, y perforan la cuticula del gusano. La aplicacion es limitada ya que solo
son activos en los estados parasitarios larvarios 1 y 2, mientras que el estado larvario 3 presenta
una cuticula doble. (Sagués, 2012)

Los hongos representativos son Hirsutella rhossiliensis, mediante estudios se ha comprobado que
esta especie es capaz de disminuir considerablemente la invasion del neméatodo Meloidogyne

javanica, Terodera avenae, H. glycines y Criconema xenoplax

2.2.3.3. Hongos paraésitos de huevos

Estos hongos saprofitos son ampliamente utilizados para el control biolégico de nematodos
fitopatogenos, atacan a los quistes que contienen los huevos de los microorganismos, se ha
logrado determinar dos diferentes métodos de infeccion; uno es a través de la penetracion de la
hifa del hongo en la cascara del huevo, y el otro con la formacion de un 6rgano llamado apresorio
0 zoosporas, este se forma en el sitio de contacto de la hifa con la cascara del huevo, como se
puede observar en la (Figura 2-2). Las especies de hongos que tienen estas caracteristicas son
Pochonia, Paecilomyces, Haptocillium e Hirsutella. Son agentes muy efectivos para el control

bioldgico de Meloidogyne spp. y Tylenchuslus semipenetrans. (Figura 2-6)

Figura 2-2: Hongo del genero Pochonia, hongo parasito de huevos de neméatodos.
Fuente: (Kwok, y otros, 1991)



2.2.3.4. Hongos productores de toxinas

Estos hongos tienen la capacidad de secretar metabolitos secundarios, cuando el hongo es
sometido a condiciones fisicas de estrés por ejemplo a variaciones de temperatura y luminosidad,
como se puede observar en la (Figura 3-2) entre los hongos de mayor importancia que producen
estas toxinas con actividad nematicida estan el Pleurotus ostreatus, y Catenaria anguillulae.
(Lopez Llorca, y otros, 2001)

Figura 3-2: Hifas del hongo Pleurotus ingresando por la boca del neméatodo
Fuente: (Kwok, y otros, 1991)

2.2.4. Pleurotus ostreatus

La clasificacion taxonémica del Pleurotus ostreatus se evidencia en la tabla 1-2.

Tabla 1-2: Taxonomia de Pleurotus ostreatus

Reino: Fungi
Subreino: Fungi

Superior division:  Basidiomycota

Superclase: Hymenomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Tricholomataceae
Género: Pleurotus

Especie: Pleurotus ostreatus

Fuente: (Curtis, 2008)



Los hongos del género Pleurotus son de gran importancia econdmica, debido a que sus cuerpos
fructiferos tienen una amplia aceptacién en el campo alimentico debido a su agradable y exquisito
sabor. El consumo alimenticio de este hongo inici6 en el afio de 1800 en Asia, 100 afios después
fue cultivado en Estados Unidos, y posteriormente introducido en Europa y la India. (Figura 4-
2).

Figura 4-2: Hongo P. ostreatus.
Fuente: (Senasica, 2015)

Este hongo se caracteriza por degradar materia viva o muerta que contenga celulosa, hemicelulosa
y lignina como la paja de trigo, pulpa de café, astillas de madera dura y blanda, aserrin, cascarilla
de arroz, hojas y mazorcas de maiz, bagazo de cafia de azlcar, cascara de cacao, etc., también
crece en condiciones silvestres en troncos y ramas muertas. Para el cultivo de este hongo es
necesario mantener la humedad al 70% en el sustrato, en muchos casos es enriquecido con
proteinas como alfalfa o harina de soya, esta mezcla se coloca en fundas, cajones o armazones
adecuados para su desarrollo. Las condiciones climéaticas adecuadas se las puede lograr

artificialmente, y asi obtener buen rendimiento de los espor6foros,

El hongo Pleurotus ostreatus es resistente a plagas y enfermedades, la composicion quimica del
mismo es variable y depende de su etapa de desarrollo, estd compuesto de grandes cantidades de
aminoacidos esenciales, excepto de triptéfano, contiene proteina con estructura similar a la de
origen animal, vitaminas como tiamina By, riboflavina B», piridoxina Bs y cobalamina B2, s una
fuente importante de calcio y fosforo. Ademas contiene minerales, lipidos y carbohidratos en

diferentes concentraciones como se indica en la (Tabla 2.2).



Tabla 2.2: Composicion del Pleurotus ostreatus

Elemento Porcentaje
Minerales 7%

Fibra cruda 14%
Lipidos 3-5%

Carbohidratos 57%

Fuente: (Curtis, 2008)

2.2.5. Accién nematicida del Pleurotus

Las especies del genero Pleurotus son caracterizadas por atacar a los nematodos y entre las
principales se encuentra el Pleurotus ostreatus, este hongo produce hifas las cuales generan gotas
de toxina, que al entrar en contacto con los neméatodos inactivan a los mismos, contrayendo su
cabeza, posteriormente las hifas del hongo invaden al microorganismo, y lo digieren en un periodo

de 2 a 3 dias. La capacidad nematicida varia segun la especie del hongo. (Sierra Monroy, 2014).

2.2.6. Nematodos

El término nemétodo proviene del griego (Nema = hilo, Oidos = con aspecto de), es decir son
gusanos con aspecto de hilos, son parasitos que se desarrollan libremente en la naturaleza o dentro
de invertebrados, vertebrados, y plantas, estan ampliamente distribuidos en cualquier nicho
ecologico con alto contenido de agua, su hébitat es esencialmente acuatico, su cuerpo es
cilindrico, alargado y cubierto por una cuticula quitinosa, en algunos casos estriados, presentan
simetria bilateral, sus tamafios son diversos, que van desde los 0,3mm hasta los 8 mm.de longitud.
(Esquivel, 2014)

Poseen todos los sistemas organicos, excepto el respiratorio y circulatorio. Normalmente el ciclo
de vida de los neméatodos es directo 0 monoxenico, sin embargo otros poseen un ciclo de vida
indirecto o heteroxenico, en la (Figura 5-2) se puede observar la morfologia de estos

microorganismos.
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Figura 5-2: Morfologia general de neméatodos
Fuente: (Andres, 2002)

Entre los neméatodos fitoparasitos se distinguen dos especies diferentes, los ectoparasitos que son
los que se desarrollan en los pelos radicales y en las células epidérmicas de la raiz, como el
Tylenchus, y otros que se encuentran en las células profundas de los tejidos y transmiten virus,
como el Londigorus y Xiphinema; otro grupo de nematodos son los endoparasitos, que se
clasifican en sedentarios, generalmente esférico como el Heterodera y Meloidogyne, y los
moviles como el Pratylenchus y Ditylenchus. (Andres, 2002)

2.2.7. Género Ditylenchus dipsaci

La clasificacion taxonémica de este hongo basada en la morfologia de adultos se detalla en la
tabla 3-2:

Tabla 3-2: Morfologia del Ditylenchus dipsaci

Phylum: Nemata

Clase: Secernentea
Subclase: Diplogasteria
Superfamilia: Tylenchina
Familia: Anguininae
Género: Ditylenchus

Especie: Dipsaci sensu stricto

Fuente: (Senasica, 2015)
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El nematodo parasitario Ditylenchus dipsaci principalmente se encuentra en los tallos y en los
bulbos de la cebolla, es un endoparasito migratorio, en figura 6-2 se puede observar que tiene una
forma alargada, en su etapa adulta llega a medir entre 1-1,5 mm de largo, su reproduccion es
anfimictica, se da cuando la poblacién de machos es mayor que la de hembras, la que es capaz de
poner entre 400 a 600 huevos, el ciclo biologico dura entre 21 a 28 dias a 20°C, y en una
temperatura de 15°C tarda entre 28-34 dias. Presenta 4 etapas de desarrollo: empieza en
huevecillos, en segundo lugar la etapa larvaria, luego la etapa de pre-adulto, y finalmente es
adulto. El neméatodo se encuentra en el suelo a una profundidad de 3 a 10 cm, en todas sus etapas
es capaz de infectar a la planta, excepto en la cuarta etapa porgque puede desecarse y es incapaz

de mantenerse en estado de anhidrobiosis. (Senasica, 2015)

Hembra Macho

Figura 6-2: Morfologia de Ditylenchus dipsaci
Fuente: (Esquivel, 2014)

El nematodo en condiciones ambientales favorables es capaz de infectar la semilla, cuando el
cultivo es tierno puede entrar por cualquier parte de la planta, a medida que la planta madura los
nematodos entran por el bulbo, o por los estomas, se desarrolla mejor en suelos himedos, las
plantas afectadas son amarillentas, raquiticas y pequefias en comparacion al resto del cultivo.
(Guifez, 2015)

Cuando el neméatodo ataca a la semilla, la plantula crece deforme, clorética y habitualmente
muere, en los cultivos adultos se puede notar la infeccion porque las hojas son de forma irregular
se decoloran y caen al suelo. Los bulbos de las cebollas se ponen fofos, deformes y con pocas
raices, una vez que la planta ha sido atacada por el Ditylenchus dipsaci queda susceptible a la

agresion de otros patdgenos que favorecen a la putrefaccion del vegetal.

La manera adecuada de prevenir la infestacion del suelo con nematodos es la rotacion de cultivos
que no sean afectados por la raza de Ditylenchus dipsaci, como la zanahoria, papa, maiz, trigo
entre otros.
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2.2.8. Género Panagrellus redivivus

Panagrellus redivivus es un neméatodo de vida libre, su morfologia se puede evidenciar en la
figura 7-2, donde se destaca su color blanco transparente, su cuerpo es liso cilindrico, miden entre
0,5 a 2 mm de longitud, habita en medio terrestre y acuatico, se alimenta de bacterias, levaduras
y hongos, sus movimientos son adelante hacia atras gracias a sistema muscular longitudinal, su
cuerpo se encuentra recubierto de una cuticula que le protege de la deshidratacion y de

condiciones ambientales adversas.

Figura 7-2: Pareja de Panagrellus redivivus
Fuente: (Microgusano, 2014)

La reproduccion de este nematodo es sexual, los machos se caracterizan por ser mas pequefios y
menos numerosos que las hembras, su ciclo reproductivo depende mucho de mantener las
condiciones de temperatura y humedad adecuadas, son ovoviviparos, liberan entre 10 y 40 crias

diarias, durante aproximadamente 25 dias. (Microgusano, 2014)

A este neméatodo se lo conoce como microgusano, se lo utiliza como alimento vivo para peces y
crustaceos, es un recurso de gran valor nutricional, contiene aproximadamente 62% de proteina,
24% de lipidos, y 17% de carbohidratos, en los Gltimos afios los neméatodos de vida libre han sido
ampliamente usados para la investigacion cientifica, por su facilidad de cultivo y por su tolerancia

a variaciones ambientales. (Lara, 2013)

2.2.9. Control de nematodos fitoparasitos

Los nematodos constituyen un gran problema en la agricultura, las pérdidas econémicas
ocasionadas por estos microorganismos son exuberantes, las técnicas mas utilizadas para

combatirlos es mediante el empleo de potentes compuestos quimicos, pero esto representa un alto
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riesgo de contaminacion ambiental, por esta razon actualmente se desarrolla otras formas para
controlar la cantidad de nematodos en suelos cultivables, entre las que se puede mencionar el

control biol6gico , la solarizacion, y la utilizacion de nematicidas especificos. (Andres, 2002)

La aplicacion de la técnica més adecuada para combatir a estos plaguicidas, es necesario tomar
en cuenta cudl es la especie que esta invadiendo el cultivo, determinar su densidad poblacional,
establecer los factores bidticos y abidticos relacionados con el patdgeno, ademas también se debe

conocer las relaciones antagénicas en las que intervienen estos microorganismos.

Los nematicidas quimicos utilizados para el control de los nemétodos, tienen la caracteristica de
ser volatiles como por ejemplo el dicloropropano — dicloropropeno (D-D) y los plaguicidas de
uso general como el bromuro de metilo, cloropicrina y metil-isocianato, que no solo matan
nematodos, sino también hongos y malas hierbas, sino también act(ian sobre los hongos y malas
hierbas, asi como los compuestos organofosforados como los etoprofos, fenaminfos y los
carbamatos como el aldicarb, carbofuran, benfuracarb y oxamilo, causan dafios ambientales,
molestias en la salud de productores y consumidores, por esta situacion su aplicacién en muchos

lugares del planeta esté restringido (FAO, 2016)

La solarizacidn es un método fisico utilizado para el control de nematodos y consiste en elevar la
temperatura del suelo empleando un pléastico de color negro, con lo cual se alcanzan temperaturas
entre 50 y 55°C a una profundidad de 5cm. y de 40 a 42°C a profundidades de 20 y 25 cm, de
esta manera se logra desinfectarlo, este proceso controla gran cantidad de patdgenos en el suelo
como malezas, insectos y nematodos. Otro método fisico utilizado para el control de fitoparasitos
es la inundacion, que consiste llenar de agua determinadas extensiones de terreno, durante varios
dias. (FAO, 2017)

2.2.10. Obtencion de extractos vegetales

Para obtener los extractos, la muestra debe ser recolectada y tratada segln las necesidades de la
investigacion y de la aplicacion a realizarse, se utilizan solventes organicos, los cuales extraen
sustancias en base a su constitucion quimica, luego se someten a un proceso de evaporacion y
concentracién en condiciones de bajas temperaturas con la finalidad de conservar su estructura

original y por consiguiente mantener su actividad.
El tipo de extraccion puede ser:

e Solido — liquido
e Liquido — liquido
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El método mas utilizado de extraccidn es el soxhlet. (Wichtl, 2004)

2.2.10.1. Método soxhlet.

La extraccion soxhlet, constituye el método estandar mas utilizado para la extraccion de muestras
solidas, consiste en colocar la muestra triturada en un cartucho de material poroso, se calienta el
disolvente contenido en el matraz por un periodo de tiempo determinado, los vapores condensados
del solvente se ponen en contacto con el cartucho que contiene la muestra. Este proceso se repite
hasta que se completa la extraccion de los analitos de la muestra, y luego se evapora y concentran

los metabolitos extraidos por el disolvente.

Este tipo de extraccion presenta varias ventajas como: el contacto repetitivo entre la muestra y el

disolvente fresco, favorece la solubilidad de los analitos, no es necesario filtrar la extraccion.

El proceso se aplica para distintos tipos de material solido, es esencial que la muestra este seca,

para evitar que existan errores al mezclarse el solvente con el agua de la muestra.

El rendimiento del proceso se calcula con la siguiente expresion:

(%)zm.l()()
M

En donde:

m1: masa en g del matraz de fondo redondo vacio (con trozo de porcelana y soporte).

m,: masa en g del matraz de fondo redondo con grasa (con trozo de porcelana y soporte) tras el

secado.

M: peso de la muestra en g. (R. Cela, 2012)
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CAPITULO Il

3. METODOLOGIA

3.1. Hipotesis

3.1.1. Hipotesis General

Los extractos aceténicos y metandlicos obtenidos del Pleurotus ostreatus, presenta actividad

nematicida.

3.1.2. Hipotesis Especificas

Ho: No actla ningun extracto con efecto nematicida

Hi: Al menos un extracto presenta actividad nematicida

3.2. Variables

3.2.1. Variable Dependiente.

Eficacia de los extractos obtenidos del Pleurotus ostreatus

3.3.2. Variables Independientes.

e Solvente utilizado
e Concentracién de los extractos

e Especie de neméatodo

3.3. Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo descriptiva y experimental, pues esta soportada en base a la revision

bibliogréfica, observacién de ensayos e interpretacion de los mismos.
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3.4. Disefio de la investigacion

En el presente trabajo de investigacion usara un anélisis DMS (diferencia minima significativa)
tradicional con 3 repeticiones. Con las variables, extractos (E), concentraciones (C), neméatodos
(N). Se aplicaré la prueba de tuckey para comparar las medias de cada una de las variaciones que
se hacen en los ensayos

El disefio aplicado en los ensayos serd, disefio trifactorial, E X C x N, 2x3x3.

Tabla 1-3: Disefo trifactorial

R3

C2 N1 R1
R2

R3

N2 R1

R2

R3

C3 N1 R1
R2

R3

N2 R1

R2

R3
Elaborado por: Estefania Aldaz 2018

Donde:
E1= Extracto Acetonico

C1= Concentracion del extracto (1=75%; 2=50%; 3=25%)
N1= Nematodo Panagrellus redivivus

N2= Nematodo Ditylenchus dipcasi
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R1= Numero de repeticiones (Todos los ensayos triplicados)
Se aplica el mismo modelo para

E2= Extracto metandlico

3.5. Unidad de analisis

La unidad de analisis en esta investigacion esta representada por extracto acetonico y metandlico

obtenido del Pleurotus ostreatus

3.6. Etapas de la investigacion

3.6.1. Materiales equipos y reactivos

Materiales

e Papel Aluminio

e Papel filtro
e Cuchillo
o Tijeras

e Reverbero

e Dos mangueras

e Soporte universal
e Pinzas

e Soxhlet

e Frascos oscuros

e Pala

e Fundas ziploc

e Guantes

e Marcador permanente
e Embudo de cristal
e Soporte metalico
o Servilletas gruesas
e Cribade 25pum

e Cronometro

e Pipetas Pasteur

o (Cajas Petri descartables
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e Cajas tripetri descartables
e Pizeta
e Puntas para pipeta descartables

e Matraz Erlenmeyer 100 ml
Equipos

e Microscopio
e Estereoscopio

e Balanza analitica

Reactivos
e Acetona
e Metanol

3.6.2. Obtencion de la biomasa de Pleurotus ostreatus

3.6.2.1. Produccién de semilla

Se prepara el medio de cultivo agar sabouraud, siguiendo las indicaciones del recipiente del
producto, en condiciones totalmente asépticas. En la cAmara de flujo, se vierte aproximadamente
20 mL de medio de cultivo en cada caja Petri. Una vez solidificado el agar, con ayuda de una aza
esterilizada, se toma la cantidad adecuada de la cepa de P. ostreatus y se coloca en forma de cruz
en la caja Petri, se sellan las cajas y se las ubica en una incubadora a la temperatura de 25°C por
4 dias. (Figura 1-3).

Figura 1-3: Inéculo de Pleurotus ostreatus
Fuente: Estefania Aldaz 2017
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3.6.2.2. Obtencion de la semilla o inoculo.

Para la masificacion del P. ostreatus se utiliza como sustrato semilla de trigo, la cual se remoja
durante 24 h, luego de este periodo retirada el exceso de agua, se coloca el trigo en una solucion
de Benomyl al 0.02%, se deja que actle durante 30 0 40 min. Después de este tiempo se enjuaga
el trigo, y se deja secar hasta que alcance un 50% de humedad. Se llena hasta las tres cuartas
partes de los recipientes con semilla de trigo y se esteriliza en el autoclave, posteriormente se
procede a la siembra del P ostreatus, colocando en forma invertida trozos de agar con micelio.

Los frascos sellados y etiquetados se incuba a 25°C durante 10-15 dias, hasta que el trigo este
totalmente invadido del micelio. Cuando ya todo el frasco esta invadido de una estructura blanca

y algodonosa esté listo para sembrar en el sustrato. (Figura 2-3).

Figura 2-3: Frascos invadidos con P. ostreatus
Fuente: Estefania Aldaz 2017

3.6.2.3. Incubacion

Para el crecimiento de los hongos se usan residuos preferentemente con alto contenido de
celulosa, hemicelulosa y lignina. Se lava el sustrato y se lo deja remojar en agua fria durante 12
horas para que alcance una humedad del 70-80%. Posteriormente se escurre y se pasteuriza el
sustrato a 90° por un periodo de una hora, se escurre y se coloca en una solucién de benomyl al

0.02% durante 30 minutos, finalmente se secar al ambiente hasta que tenga un 50% de humedad.

Se mezcla el in6culo del hongo con el sustrato en una relacion 1:10 (in6culo-sustrato), y se

colocan en fundas transparentes, se las identifica adecuadamente y se las cierra.

Se colocan las fundas a 28°C en el lugar de colonizacion en un ambiente de obscuridad. Es
necesario al cabo de 48 horas realizar pequefios orificios en las fundas, con la finalidad de tener

una aireacion para favorecer el desarrollo micelial del hongo en el sustrato. (Figura 3-3)
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Figura 3-3: Incubacién hongo P. ostreatus
Fuente: Estefania Aldaz 2017

3.6.2.4. Fructificacion

Esta fase empieza cuando el sustrato ha sido colonizado totalmente por el micelio y al exponer
las fundas a la luz se forman los primordios, los cuales seguiran creciendo para formar el cuerpo
fructifero del hongo. Esta fase se caracteriza por cambiar las condiciones del cultivo, aumentando
la luminosidad, humedad relativa y temperatura, consiguiendo asi un mejor desarrollo de los

hongos. Los primordios formados al cabo de 8 dias se transforman en los cuerpos fructiferos.

3.6.2.5. Cosecha

Esta fase consiste en la recoleccion de los cuerpos fructiferos, que se lo realiza mediante un simple
movimiento de torsion en la base del estipe. Dependiendo de las condiciones y fundamentalmente

del sustrato utilizado se pueden realizar hasta cuatro cosechas.

3.6.3. Preparacion de la muestra

Segun la bibliografia consultada este proceso se inicia con el troceado del cuerpo fructifero, al
cual se le somete a un proceso de deshidratacion durante 24 horas a 60°C. El proceso se lo realiza
de una manera cacera, ya que el ensayo no tiene como fin el consumo humano, es decir no se

controla de manera estricta las condiciones sépticas. (Figura 4-3).
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Figura 4-3: Deshidratacién cacera de hongo P. ostreatus
Fuente: Estefania Aldaz 2017

3.6.4. Obtencion de los extractos

La obtencidn de los extractos acetonico y metanolico del P ostreatus, constituye un proceso de
extraccion sélido-liquido, que consiste en separar los principios activos del hongo mediante el
uso de solventes como la acetona y metanol sometidos a un sistema de reflujo en el equipo
soxhlet. (Figura 5-3)

Salida de agua
e
Refrigerante —
Enftrada de agua
Solvente puro
condensado
Tapon de
algodén
Ensanchamiente ™ Cartucho
porose
Ascenso de
Regreso del Yapores
i
solverte +¢xtraido

Figura 5-3: Equipo soxhlet
Fuente: (FAO, 2017)

En unarelacion 1:2 (sélido-liquido), se coloca 25¢g del hongo deshidratado en el dedal y 50 ml de
solvente en el balon, se mantiene la temperatura de ebullicién del solvente, en el caso de la acetona
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a 56°C y del metanol a 65°C, por un tiempo de aproximadamente seis horas. Posteriormente se
concentra los extractos en el rotavapor. (Figura 6-3).

Figura 6-3: Equipo soxhlet utilizado
Fuente: Estefania Aldaz 2017

3.6.5. Obtencion de nematodo Panagrellus redivivus

El neméatodo P. redivivus, fue facilitado por el laboratorio de Ciencias bioldgicas. Este es un
microgusano de vida libre que crece en avena. Para poder realizar los ensayos se recoge de las
paredes del recipiente al microgusano, utilizando un pincel y se los enjuaga, mediante un tamiz
con luz de malla de 25 micras se separa los nematodos y se recoge en una caja Petri, para
observarlos en el estereoscopio. (Figuras 7-3 y 8-3).

Figura 7-3: Paredes de recipiente con P. redivivus
Fuente: Estefania Aldaz 2017

23



Figura 8-3: Observacion de P. redivivus en el estereoscopio
Fuente: Estefania Aldaz 2017

3.6.6. Obtencion del nematodo Ditylenchus dipsaci

Este neméatodo estd presente en las raices de la cebolla, para capturarlos se busca a plantas
enfermas. Se recoge la raiz completa de la planta, con una considerable cantidad de suelo, y se
coloca en una bolsa ziploc con su respectiva etiqueta. Para extraer los nematodos de la raiz de la
planta se usa el método de Baermann, que consiste en la migracion de las larvas hacia el fondo
del sistema. (Guifiez, 2015)

Se inicia colocando en una servilleta gruesa un pufiado de tierra incluyendo las raices de la planta,
evitando que se riegue, en un embudo de cristal se acopla un tubo de ensayo, y en la parte superior
del embudo se coloca una malla, que sirve de soporte para la muestra de suelo. La muestra debe
estar en contacto con el agua, se deja en contacto por 24 horas, luego se retira la muestra de suelo.
El agua, se coloca en un tamiz con luz de malla de 25 micras, aqui quedan atrapados los
nematodos, los mismos son recogidos en una caja Petri. (FAO, 2016) (Figura 9-3)

Figura 9-3: Embudo Baermann con muestras de suelo

Fuente: Estefania Aldaz 2017
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3.6.7. Determinacion in vitro de la actividad nematicida

Una vez obtenidos los extractos acetonicos y metanolicos del P. ostreatus, se procede a realizar
los ensayos de la actividad nematicida, a las concentraciones de 75%, 50% y 25%. Para la
realizacion de las pruebas se utiliza cajas Tri-petri y se pone el mismo nimero de nematodos en

los tres compartimentos de la caja Petri.(Figura 10-3)

Figura 10-3: Nemaétodos en la caja petri
Fuente: Estefania Aldaz 2017

A los neméatodos P. redivivus, se los puede observar a simple vista, pero, para capturarlos se
necesita de la ayuda del estereoscopio, éstos son dificiles de atrapar ya que su movimiento es muy
rapido, su concentracion aproximada se determina en una gota de agua, y después que estan

muertos contarlos con precisién y a su vez determinar el porcentaje de mortalidad.

Para los ensayos, es necesario capturarlos, con la ayuda del estereoscopio y una pipeta Pasteur, y
coloca la misma cantidad de neméatodos en los tres compartimientos de la caja Petri,
posteriormente afiadir el extracto y determinara la accion nematicida del hongo que esta
determinado por el tiempo en el cual reaccionan los nematodos, que segun la revision

bibliogréfica, es aproximadamente de una hora.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlisis de la varianza

La cantidad del extracto acetonico obtenido fue de 7ml y del extracto metandlico fue de 9ml.

4.1.1. Mortalidad de los nematodos por la accién de los extractos metandlico y aceténico

del Pleurotus ostreatus en las diferentes concentraciones.

Para el estudio in vitro, se realiz6 el andlisis de varianza para los valores obtenidos de mortalidad
de las dos especies de nematodos Ditylenchus dipsaci y Panagrellus redivivus cuando son

sometidos a la accion nematicida de los extractos acetdnicos y metanolicos del Pleurotus

ostreatus en las concentraciones de 25, 50 y 75 %, durante 1 hora. (Anexo A)

En latabla 1-4 se expresan los valores obtenidos del analisis de varianza realizado para determinar

las diferencias significativas entre tratamientos y la comparacion de medias, mediante el uso del

DMS y la prueba de Tukey al 5%.

Tabla 1-4: Cuadro de Andlisis de la Varianza para porcentaje de mortalidad

F.V. SC
Extractos 2142,15
Concentraciones 25093,95
Nematodos 1375,17
Extractos*concentraciones 50,84
Extractos*neméatodos 220,52
Concentraciones*nematodos 1469,08

Extractos*concentraciones*nematodos 632,02

Error 680,63 24

Total 31664,36
Elaborado por: Estefania Aldaz 2018
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CM
2142,15
12546,98
1375,17
25,42
220,52
734,54
316,01

28,36

F
75,54
442,43
48,49
0,90
7,78
25,90

11,14

p-valor
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,4213
0,0102
<0,0001

0,0004



CV.=7,62
P-valor > 0.05y > 0.01 no significativo

< 0.05y > 0.01 significativo
< 0.05y < 0.01 altamente significativo

Segun el andlisis de varianza de la tabla 1-4, se observa que existe diferencias altamente
significativas, entre extractos, concentraciones, nematodos, asi como con las interacciones
concentraciones-nematodos y extractos-concentraciones-nematodos. Mientras que para la
interaccidn extractos-nematodos existe diferencias significativas, y en la interaccién extractos-

nematodos no presenta diferencia significativa.

La significancia entre los tratamientos nos permite aceptar la hipétesis alterna y las pruebas de

separacion de medias permiten conocer que tratamiento es el mejor.

Los extractos obtenidos fueron preparados a partir del cuerpo fructifero del hongo. El porcentaje
de mortalidad de los extractos aceténicos y metandlicos fue del 70 y 95% respectivamente, estos
valores concuerdan con los reportados por Lilia Sdnchez (2016), que en su investigacion titulada
“Evaluacion de la actividad nematicida de extractos del hongo Pleurotus ostreatus” reportan una

mortalidad de nematodos del 90%.

4.1.2. Mortalidad de las dos especies de hematodos por la accion del extracto metandlico y

aceténico

En la tabla 2-4, se observan los valores medio de mortalidad de los nematodos obtenida cuando

son expuestos a los extractos del Pleurotus ostreatus.

Tabla 2-4: Prueba de DMS al 5% para porcentaje de mortalidad en extracto

Extracto Medias Rango
El 77,63 A
E2 62,21 B

Elaborado por: Estefania Aldaz 2018

De la tabla 2-4, se establece que el extracto con mayor indice de mortalidad es el acet6nico, con
una media de 77,63% y que esta en el rango A, mientras que el extracto metandlico presenta un

menor grado de mortalidad, con una media de 62,21% y se ubica en el rango B.
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Estos resultados se comparan con la investigacion de Alvear L., en donde la mortalidad del
nematodo Meloidogyne sp., en el extracto metanolico alcanza el 99,10%, mientras que extracto
acuoso apenas alcanza 1,4%. Estas diferencias de mortalidad puede deberse al tipo de solvente

utilizado para extraer la toxina. (Lizeth, 2017)

Los resultados obtenidos en la presente investigacion tienen relacion con los reportados por
Heydari R, y Pourjam L en 2006, quienes en su investigacion demostraron que el porcentaje de

mortalidad, varia de acuerdo a la especie del nematodos.

Tabla 3-4: Prueba de DMS al 5% para porcentaje de mortalidad en neméatodos

Nematodo Medias Rango
N2 76,10 A
N1 63,74 B

Elaborado por: Estefania Aldaz 2018

Los datos obtenidos en la tabla 3-4, permiten establecer que el neméatodo Ditylenchus dipsaci,
presenta mayor indice de mortalidad, cuando es tratado con los extractos del P. ostreatus,
alcanzando una media de 76,10% y el rango A. Mientras que el nematodo Panagrellus redivivus,
al ser considerado nematodo modelo, presenta mayor resistencia al efecto nematicida de los
extractos aceténico y metandlico del Pleurotus ostreatus con una media de 63,74% y ocupando
el rango B, aspecto que puede ser por las mejores caracteristicas morfologicas, y de adaptabilidad
gue presenta este nematodo, comportamientos que estan relacionados con otras investigaciones
como, las de Sierra quien utilizé dos especies del hongo Pleurotus spp, sobre los neméatodos
Meloidogyne spp. y Radpholus spp. asociados a los cultivos de tomate y platano. Los datos
obtenidos en esta investigacion son superiores a los reportados por Heydari (2006), quién obtuvo

un 10.6 % de mortalidad del neméatodo Meloidogyne spp. utilizando un extracto acuoso.

4.1.3. Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos por las diferentes

concentraciones de los extractos del Pleurotus ostreatus

La tabla 4-4 expresa los datos obtenidos de la accion nematicida en funcion de las diferentes
concentraciones utilizadas de los extractos del hongo, considerando la prueba de tukey al 5% de

confiabilidad.
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Tabla 4-4: Prueba de Tukey al 5% para porcentaje de mortalidad en concentracion.

Concentracion Medias Rango

75% 93,78 A
50% 82,87 B
25% 33,12 C

Elaborado por: Estefania Aldaz 2018

Segun la tabla 4-4, se puede evidenciar que la mayor tasa de mortalidad se obtiene a la
concentracion de los extractos del 75%, con una media del 93,78% alcanzando el rango A,
mientras que la concentracion del 25% presenta un menor indice de mortalidad, siendo la media
33.12% ocupando el rango C, valores que son superiores a los reportados por Senasica (2015)
quien realiz6 la investigacion titulada Nematodo del tallo y de los bulbos en donde report6 una
mortalidad del 45%.

4.1.4. Porcentaje de mortalidad de los nematodos en la interaccidn extractos — concentracion

En la tabla 5-4, se detallan los datos obtenidos de los comportamientos de la accion nematicida
del Pleurotus ostreatus en funcién de la concentracion de solvente utilizado para la obtencion de

los extractos, mediante la prueba de tukey.

Tabla 5-4: Prueba de Tukey al 5% para porcentaje de mortalidad en la interaccién
extracto concentracion.

Extracto Concentracion Medias Rango

El 75% 100,00 A

El 50% 92,00 A B

E2 75% 87,55 B

E2 50% 73,73 C

El 25% 40,90 D
E2 25% 25,33 E

Elaborado por: Estefania Aldaz 2018
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Los valores de la tabla 5-4, permiten establecer que el extracto acetonico al 75%, presenta la
mayor mortalidad con una media del 100% y el rango A, de la misma manera se establece que en
el otro extremo se encuentra el extracto metandlico que a una concentracion del 25%, tiene una
media de mortalidad del 25,33% y se ubica en el rango E, los resultados obtenidos sin embargo
estan acordes a los reportados por Zhang (2014) en la investigacion titulada Nematode Tropping
Fungi.

Segun los estudios realizados por Ana Lopez en la investigacion titulada “Evaluacién de extractos
de cuatro especies de plantas y sus compuestos organicos sobre la mortalidad de radopholus
similis en condiciones in vitro”, indican que el extracto acetonico presenta mejores resultados

para matar R. similis, mientras que el extracto metandlico presente menor indice de mortalidad.

Mientras la concentracién de un producto sea mayor, sus resultados serdn mejores, por la
presencia y metabolitos dispersos en la solucion. La relacion entre extracto y concentracion es

positiva, ya que aumentan de manera proporcional.

Interaccion extracto-concentracion

El E2 El E2 El

E2
B Medias 100 87,55 92 73,73 40,9 25,33
H Concentracion 75% 75% 50% 50% 25% 25%

Grafico 1-4: Interaccion extracto concentracion.
Elaborado por: Estefania Aldaz 2018

En el grafico 1-4 se observa el porcentaje de mortalidad que presenta cada uno de los extractos,
de acuerdo con la concentracion utilizada. Se identifica que el extracto con mayor eficienciaes el

tratamiento E.
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4.1.5. Porcentaje de mortalidad de los nematodos en la interaccién extracto — neméatodo

La tabla 6-4, contiene los datos obtenidos de la prueba de tukey al 5% de confiabilidad de la
interaccion entre los extractos aceténico y metanolico del Pleurotus ostreatus y el tipo de
nematodo utilizado.

Tabla 6-4: Prueba de Tukey al 5% para porcentaje de mortalidad en la interaccion
extracto neméatodo

Extracto Nematodo Medias Rango
El N2 86,29 A

El N1 68,98 B
E2 N2 65,91 B
E2 N1 58,50 C

Elaborado por: Estefania Aldaz 2018

De los datos se establece que, el mejor indice de mortalidad presenta el extracto acetdnico para
actuar sobre el nematodo Ditylenchus dipsaci representado como N, con una media de 86,29%
y se ubica en el rango A, esto puede deberse que el nematodo es muy sensible a la accion de los
compuestos que se presentan en el extracto acetdnico. (Sierra 2014). Mientras que el neméatodo
Panagrellus redivivus, al ser tratado con el extracto metandlico, presenta una baja mortalidad,
reflejado en la media de 58.50% Yy rango C. estos valores sin embargo estan dentro de los rangos
reportados por Barron (2011), que en su trabajo Destuction of nematodes by species of Pleurotus

obtuvo medias del 75% de mortalidad con un extracto etil ceténico.
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Mortalidad de nematodos segun el
extracto
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Graéfico 2-4: Mortalidad de nematodos segun el extracto.
Elaborado por: Estefania Aldaz 2018

En la grafica 2-4 de mortalidad de neméatodos, se observa que los N2 (Ditylenchus dipsaci) mueren
en mayor porcentaje, mientras que P. redivivus es un nematodo que presenta menor indice de
mortalidad.

4.1.6. Porcentaje de mortalidad de los nemétodos en la interaccion concentracion de

nematodo

Los datos de la tabla 7-4, permiten determinar que la mayor tasa de mortalidad presenta el
nematodo N, (Ditylenchus dipsaci) con el extracto aceténico a una concentracion del 75%
alcanzando una media del 95% por consiguiente de acuerdo a la prueba de tukey se ubica en el
rango A. Mientras que el menor indice de mortalidad presenta el nematodo Ni (Panagrellus
redivivus) con el extracto metanolico al 25% de concentracion, y media de 17,92% por
consiguiente se ubica en el rango E. Estos resultados estan en concordancia con los valores
obtenidos en las interacciones anteriores asi como con los resultados reportados por Barron
(2011).
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Tabla 7-4: Prueba de Tukey al 5% para para porcentaje de mortalidad en la interaccion
concentracién nematodo.

75% N2 95,00 A

75% N1 92,55 A B

50% N2 84,98 BC
50% N1 80,75 C
25% N2 48,32 D
25% N1 17,92 E

Elaborado por: Estefania Aldaz 2018

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

Mortalidad del nematodo segun la concentracion utilizada

N2 N1 N2 N1 N2 N1

75% 75% 50% 50% 25% 25%

100
90
80
70
60
50
4
3
2
1

O O O o

Gréfico 3-4: Mortalidad del nematodo segun la concentracion utilizada

Elaborado por: Estefania Aldaz 2018

En funcién de los datos obtenidos, Tabla 7-4 se tienen los valores del porcentaje de la mortalidad
de los nematodos segun la concentracion del extracto utilizada, en el grafico 3-4 se observa que
las concentraciones que mejor efecto presentan son a 75 y 50%.
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4.1.7. Porcentaje de mortalidad de los nematodos en la interaccion extracto - concentracion

de nematodo

En la tabla 8-4, se encuentran los datos obtenidos a través de las interacciones entre los extractos

y la concentracién del nematodo luego de realizar la prueba de tukey al 5% de confiabilidad.

Tabla 8-4: Prueba de Tukey al 5% para para porcentaje de mortalidad en la interaccion extracto
concentracién nematodo

Extracto ~ Concentracion Nematodo Medias Rango

El 75% N2 100,00 A

El 75% N1 100,00 A

El 50% N2 94,43 A

E2 75% N2 90,00 A B

El 50% N1 89,57 A B

E2 75% N1 85,10 ABC

E2 50% N2 75,53 BCD
E2 50% N1 71,93 CcCD
El 25% N2 64,43 D
E2 25% N2 32,20 E
E2 25% N1 18,47 E
El 25% N1 17,37 E

Elaborado por: Estefania Aldaz 2018

Del anélisis comparativo de los datos de la tabla 8-4 de la diferentes interacciones entre extractos,
concentraciones, y nematodos, se puede establecer que en el rango o nivel A se encuentran las
interacciones entre, extracto aceténico (E:) al 75% de concentracion matando al nematodo

Ditylenchus dipsaci (N2), que representa la mejor interaccion ya que el valor de la media alcanzé
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el 100%. La segunda mejor interaccion tiene una media de 100%, cuando sobre el neméatodo
Panagrellus redivivus (Nz), el extracto acetonico (E:) al 75% de concentracion y con una media
de 94,43%, en cambio la interaccion entre el extracto acetdnico al 50% y el neméatodo Ditylenchus

dipsaci, representa la tercera interaccion exitosa.

En el rango E se encuentran las interacciones entre, extracto metanolico (E2) al 25% de
concentracion y el nematodo Ditylenchus dipsaci (N2) con una media de 32,20%, extracto
metanolico (E») al 25% de concentracion y el nematodo Panagrellus redivivus (N1) con una media
de 18,47%, y el extracto acetonico (E1) al 25% de concentracion y el neméatodo Panagrellus
redivivus (N1) con una media de 17,37%, son los interacciones con peores resultados, esto se debe
a que la concentracion del extracto es muy baja, como se puede evidenciar del valor de las medias
que la aplicacion de los extractos al 25% de concentracion no tiene un efecto nematicida
considerable. Los datos de esta investigacion sin embargo estan cercanos e incluso iguales a los
reportado por Sierra obtuvo mortalidades del 89 y 95 % en su trabajo “Evaluacion de la accién

nematicida in vitro e in vivo de especies de Pleurotus ostreatus”.
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CONCLUSIONES

o El extracto acetdnico y metandlico del Pleurotus ostreatus si presenta actividad nematicida.

e EIl extracto acetonico al 75%, presenta mayor indice de mortalidad con los nematodos
Panagrellus redivivus, y Ditylenchus dipsaci.

o El extracto metandlico del Pleurotus ostreatus, si presenta actividad nematicida en todas sus

concentraciones.

e El extracto aceténico del Pleurotus ostreatus, si presenta el mayor indice de actividad

nematicida en todas sus concentraciones.

e Mediante los andlisis estadisticos realizados, se determina que el extracto que presenta mayor

eficacia, es el acetonico.

e El neméatodo Panagrellus redivivus es resistente a la accion de nematicidas.

e El tiempo de contacto necesario para que mueran la mayor cantidad de nematodos es de una

hora.
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RECOMENDACIONES

e Investigar técnicas mas rapidas y precisas para el conteo de neméatodos.

o Desarrollar equipos de extraccion continua, para la toxina del hongo Pleurotus ostreatus.
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GLOSARIO

Dimorfismo sexual: Condicion de algunas especies de animales o de plantas que exhiben dos

aspectos anatomicos diferentes.

Monoxenico: Parasito que cumple su ciclo evolutivo en un solo hospedador, este tipo de

organismo solo requiere de una especie para cumplir todo su ciclo biolégico.

Heteroxenico: Ciclo de vida de un parasito que necesita de mas de un hospedador para completar

su ciclo biolégico.

Anhidrobiosis: Estado de detencion estacional de las actividades vitales, para que sobreviva un

organismo.

Clordticas: Enfermedad de los vegetales, debida a la falta de sales, que origina la pérdida del

color verde.
Fofos: Organismos que tiene aspecto esponjoso, flacido y de poca consistencia,

Bromuro de metilo: O bromometano es un compuesto organico halogenado, es un gas incoloro,

de olor fuerte parecido al cloroformo, ininflamable.

Metil-isocianato: Producto quimico utilizado en la elaboracion de espuma de poliuretano,
pesticidas y plasticos. Generalmente se manipula y transporta como liquido, combustible y

explosivo.

Etoprofos: Organofosforado no sistémico con actividad insecticida y nematicida por contacto;
posee buena capacidad de penetracién. Interfiere la transmision de impulsos nerviosos por

inhibicion de la acetilcolinesterasa.

Fenaminfos: Organofosforado sistémico con actividad nematicida e insecticida por contacto e
ingestion, de amplio espectro; se distingue por su elevada actividad sobre nematodos
ectoparasitos y endoparéasitos de las raices y de la parte aérea. Puede ser absorbido por via foliar

y radical, si bien Unicamente se aplica al suelo.

Carbamatos: Son pesticidas artificiales usados para controlar las poblaciones de insectos plaga.
Son sustancias organicas conformadas por un atomo de nitrégeno unido a un grupo labil, el acido
carbamico. Es un compuesto de alta toxicidad, baja estabilidad quimica y nula acumulacién en

los tejidos.


https://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_org%C3%A1nico
https://es.wikipedia.org/wiki/Hal%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Cloroformo

Carbofuran: Es el pesticida més toxico de los carbamatos. Es utilizado para el control de
insectos. Es un insecticida sistémico, significa que la planta lo absorbe por las raices, y lo

distribuye al resto de sus 6rganos como tallos, hojas, excepto frutos.
Esporoforos: Es una estructura que contiene esporas. Conocido como esporocarpo.

Acido linoleico: Es un 4cido graso perteneciente al grupo de las grasas omega 6, es un &cido graso

polinsaturado.


http://www.plantasyhongos.es/glosario/espora.htm
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ANEXOS

Anexo A: Datos obtenidos de los ensayos con extracto acetonico
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Anexo B: Datos obtenidos de los ensayos con extracto metanélico
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Anexo C: Datos obtenidos de los ensayos con un nematicida quimico.

segun

indicaciones
0,00 del fabricante 41 0 i
0,00 37 0 1h
13,33 30 4 1h
6,67 30 2 1h

10,00 30 3 1h



Anexo D: Seleccion y mortalidad de nematodos (Panagrellus redivivus) en extracto acetonico

Anexo D-1: Neméatodos Panagrellus redivivus en extracto acetonico al 75%

Anexo D-2: Nematodos Panagrellus redivivus en extracto acetonico al 50%

Anexo D-3: Nematodos Panagrellus redivivus en extracto aceténico al 25%



Anexo E: Seleccion y mortalidad de nematodos (Panagrellus redivivus) en extracto metanolico

Anexo E-2: Neméatodos Panagrellus redivivus en extracto metanolico al 50%

Anexo E-3: Neméatodos Panagrellus redivivus en extracto metanolico al 25%



Anexo F: Seleccion y mortalidad de nematodos (Ditylenchus dipsaci) en extracto aceténico

Anexo F-2: Nematodos Ditylenchus dipsaci en extracto acetonico al 50%

e O

Anexo F-3: Nematodos Ditylenchus dipsaci en extracto acetonico al 25%



Anexo G: Seleccién y mortalidad de nematodos (Ditylenchus dipsaci) en extracto metanélico

r
-

Anexo G-1: Nematodos Ditylenchus dipsaci en extracto metanolico al 75%
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Anexo G-2: Nematodos Ditylenchus dipsaci en extracto metanolico al 50%
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Anexo G-3: Nematodos Ditylenchus dipsaci en extracto metanolico al 25%



