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Autor: Chimba Taipe William Stalin

RESUMEN

Los nematodos noduladores de raices en especial los del género Meloidogyne son considerados
los fitoparasitos mas importantes debido a su impacto en cultivos de importancia econémica.
En el presente estudio se evalud la efectividad del extracto acuoso a base de semillas de
higuerilla (R. communis L.) como método de control de nematodos de tomate (S. lycopersicum
L.) bajo condiciones de laboratorio. La metodologia utilizada implico utilizar de muestras de

raiz con nddulos que fueron recolectados en invernaderos sembrados con tomate de rifion.

Para la obtencion del extracto acuoso se aplico el protocolo descrito por (Lopez, 2011) y
(Sabillon y Bustamante, 1995), a esto se le suma las modificaciones sugeridas por (Quimbiulco

y Chimba 2019) las cuales fueron probadas y validadas en esta investigacion.

Para la extraccion de nematodos se aplico el protocolo descrito por (Pérez, 2017), a esto se le
suma las modificaciones sugeridas por (Quimbiulco y Chimba 2019), las cuales fueron

probadas y validadas en esta investigacion.

El manejo del experimento se realiz6 en laboratorio con un arreglo factorial (A*B*C) en
DBCA. Como factor A los nematicidas con dos niveles, Organico comercial Nemaquill (N) y
extracto acuoso de Higuerilla (H), como factor B, la poblacion de nematodos en dos niveles
poblacionales, media (PM) y alta (PA) considerados en 100 g de raiz y el factor C, las dosis de

aplicacion 3, 5y 7 cc/ litro respectivamente.

Como resultado tenemos que el extracto de higuerilla en dosis de 7cc/litro si presenta
efectividad para controlar nematodos en condiciones de laboratorio durante las primeras 18
horas, recomendamos realizar el mismo ensayo como segunda fase en condiciones de campo

para evaluar el control de nematodos en el cultivo de tomate de rifidn.

Palabras clave: fitoparasitos, Protocolo, ricina, &cido ricinoléico.
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THEME: “EVALUATION OF THE WATERY EXTRACT BASED ON SEEDS OF
HIGUERILLA (Ricinus communis L) AS A METHOD OF CONTROL OF
NEMATODES IN TOMATO (Solanum lycopersicum L.) UNDER LABORATORY
CONDITIONS”.

Author: Chimba Taipe William Stalin

ABSTRACT

Root nodulating nematodes, especially those of the genus Meloidogyne, are considered the
most important phytoparasites because of their impact on economically important crops. In the
study was evaluated the effectiveness of aqueous extract based on seeds higuerilla (R.
communis L.) as a control method for tomato nematodes (S. lycopersicum L.) under laboratory
conditions. For the methodology it was esed nodular root samples that were collected in

greenhouses planted with tomatoes.

To obtain the aqueous extract, it was applied the protocol described by (L6opez, 2011) and
(Sabillon and Bustamante, 1995) in addition to the modifications suggested by (Quimbiulco
and Chimba 2019) were tested and validated in this investigation.

For the extraction of nematodes it was applied the protocol described by (Pérez, 2017) in
addition to the modifications suggested by (Quimbiulco and Chimba 2019), were taked into

account and they were tested and validated inside of this research.

The experiment was conducted in the laboratory with a factorial arrangement (A*B*C) at
DBCA. As factor A the nematicides with two levels, commercial organic Nemaquill (N) and
aqueous extract of Higuerilla (H), as factor B, the population of nematodes in two population
levels, medium (PM) and high (PA) considered in 100 g of root and the factor C, the application

rates 3, 5 and 7 cc/ liter respectively.

The result showed that fig extract at a dose of 7cc/litre dose presents effectiveness to control
nematodes under laboratory conditions during the first 18 hours. It is recommend to perform
the same assay as second phase under field conditions to evaluate the control of nematodes in

tomato crop.
Keywords: phytoparasites, protocol, ricin, ricinolenic acid.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Las zonas con mayores areas de produccion de tomate rifion en el Ecuador, segun el Instituto
Nacional de Estadisticas y Censos (INEC, 2004), son Guayas con 1453 ha, luego le siguen las
provincias de Carchi con 917 ha y Loja con 710 ha. Se considera ademas que a nivel pais el
promedio nacional esté4 alrededor de 28,8 t.ha-1, este hecho ha fundamentado que la produccion
y el rendimiento se encuentra severamente afectado por el ataque de nematodos fitoparasitos

especificamente del género Meloidogyne incognita (Cantufia, 2013).

Actualmente se ha visto la necesidad de disponer de productos de naturaleza organica, para
establecer de un programa de rotacién que erradique o disminuya la poblacion de nematodos
en el suelo, ya que el dafio principal que ocasiona esta plaga se encuentra relacionado con la

nutricion de la planta por que el sistema radicular es afectado en su totalidad (Alarcén, 2018)

Segu (Peréz, 2011). El ataque progresivo de nematodo| genera una baja produccion del 14 al
44 % hasta casos mas severos que se ubican entre 90-100%, el control se lo realiza con
productos quimicos los cuales han provocado resistencia del individuo y dafios al ecosistema.
De manera similar, en Ecuador el control de nematodos fitoparasitos se lo realiza mediante la
aplicacion de productos tales como Furadan y Nemacur, sin embargo, estos producen un
control parcial, temporal y adicionalmente ocasionan elevacion de los costos de produccion,
afecta la salud humana y contamina el ambiente (FAO, 2013).

El resultado de esta investigacion proporciona a los productores de tomate de rifién informacion
sobre la eficiencia del nematicida organico a base de semillas de higuerilla, permitiendo reducir
la poblacion de nematodos a niveles que no afecten drasticamente al cultivo e incentivar el uso
de nematicidas de procedencia organica como alternativa para controlar estos parasitos sin

afectar el ecosistema y la salud humana.



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

El proyecto tiene como beneficiario directo al autor estudiante de la carrera Ingenieria
Agronémica y como beneficiarios indirectos a los sefiores productores de tomate de rifion en
pequefia y gran escala ya que la evaluacion del extracto acuoso a base de semillas de higuerilla
para el control de nematodos en tomate estara considerada cono la apertura de una investigacion
encaminada a secuencia practica en campo, de tal modo que su investigacion a fondo tiene
como finalidad promover alternativas para organicas para controlar de manera mas segura la
incidencia de plagas en cultivos de gran interés econémico, ademas promovera la produccién
del cultivo de higuerilla en mayor escala y que et también pueda generar empleo a las personas

del sector campesino.

La provincia de Cotopaxi debido a que esta considerado como productor de tomate a nivel
nacional con ello aportamos con mas alternativas para el control de nematodos asociados
especialmente al cultivo tomatero. Los productores obtendran un fruto con mejores
caracteristicas, sano y de buena calidad y sobre todo libre de contaminacion para que se pueda

comercializar.



4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

En Ecuador la especie de nematodo Meloidogyne se encuentra en todas las plantaciones
horticolas (INIAP, 1996), ocasionando un promedio del 70% de pérdidas y reduce
significativamente la vida util del cultivo de tomate, (Lorenzo, 2011). A mas del dafio que el
nematodo causa al cultivo de tomate de manera individual, éste dafio se incrementa cuando el

parasito interacciona con otros organismos como hongos y bacterias (INIAP, 1996).

Para proteger el cultivo de tomate del ataque de este nematodo, el 95 a 100% de agricultores
tomateros del Ecuador venian usando uno o dos de los siguientes productos de origen quimico:
Furadan, Mocap, Temik, Nemacur, Vydate, B6lido y Huracén, de los cuales, el primero fue el

mas usado (Coloma, 2017).

En la actualidad, el método de control quimico se ha tornado necesario para el control de esta
plaga. Sin embargo, su adquisicién se ha vuelto dificil por el alto costo y grado su de toxicidad

debido a que representa peligro para el ambiente y la salud humana (INIAP, 1996).

Para ello, la alternativa mas adecuada para su control, es identificar métodos que ayuden a
desarrollar un sistema de manejo integrado donde involucre a los productos de naturaleza

organica dentro de programas de control de plagas (Coloma, 2017).

Con este fin la presente investigacion, esta enfocada a evaluar la efectividad del extracto acuoso
a base de semillas de higuerilla como un producto de naturaleza orgénica y que pueda

reemplazar el uso de productos convencionales para el control de nematodos.



5. OBJETIVOS:

5.1. Objetivo General
> Evaluar la efectividad del extracto acuoso a base de semillas de higuerilla (Ricinus
communis L.) como método de control de nematodos en tomate (Solanum lycopersicum

L.) bajo condiciones de laboratorio.

5.2. Objetivos especificos
» Caracterizar botanicamente la materia prima utilizada para la elaboracion del extracto
acuoso.

» Establecer un protocolo para elaborar extractos acuosos a partir de material vegetal.

A\

Establecer un protocolo de extraccion y conteo poblacional de nematodos fitoparéasitos.
» Determinar la dosis del extracto que presente mayor efectividad para controlar
nematodos fitoparasitos bajo condiciones de laboratorio.

> Establecer costos de produccidn del extracto acuoso.



6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS.
Resultado de la Medios de
Objetivo 1 actividades actividad verificacion
1.1 Identificacion de especies | Informacion

Caracterizar

de Higuerilla (Ricinus

taxonémica d la

Fotografias

o communis L.). especie (Ricinus e
botanicamente o ) )
] 1.2 Establecimiento del lugar | communis L.). informe
la materia »
_ N para la recoleccion de ..
prima utilizada _ Técnica para la
semillas. .. Protocolo
para la ] obtencion  de
_, 1.3 Preparacion de muestras :
elaboracion del _ semillas.
en el laboratorio Montai
extracto 5 Fich q ontaje
1.4 Recoleccion de muestras Icha €
acuoso. o inf i6n d y
y herborizacion. Informacion  de
la especie. Libro de campo
Resultado de la Medios de
Objetivo 2 actividades actividad verificacion
2.1 Obtencion de materia Tabla de
prima y materiales materiales y | Informe de costos
Establecer un _ _
necesarios para la costos de | de produccion
protocolo para
elaboracion de extracto. elaboracion.
elaborar
2.2 Evaluacion de procesos , Protocolo
extractos _ Guia para la
para la obtencion del .,
acuosos a elaboracion de
i extracto. Fotografias
partir de extractos.
. 2.3 Formulacion de Y
material .
emulsiones concentradas Concentraciones Nematicida
vegetal.

que seran evaluadas dentro

de la investigacion

de nematicidas




Objetivo 3

actividades

Resultado de la
actividad

Medios de

verificacion

Establecer un
protocolo de
extraccion y
conteo
poblacional de
nematodos

fitoparasitos.

3.1 Seleccidn de muestras que
van planta que va a ser
utilizadas en el estudio.

3.2 Establecimiento de
materiales necesarios para
la extraccion de
nematodos.

3.3 Evaluacion de técnicas

Descripcion del
material vegetal
aemplearse en el

estudio.

Tabla o cuadro
de costos de

materiales.

Fotografias
e

Informe

Cuadro de costos

para la extraccion de Pasos para la Protocolo
nematodos. extraccion y
3.4 Obtencion nematodos conteo de
fitoparasitos vivos. nematodos.
Resultado de la Medios de
Objetivo 4 actividades actividad verificacion

Determinar la
dosis del
extracto que
presente mayor
efectividad
para controlar
nematodos
fitoparasitos
bajo
condiciones de

laboratorio.

4.1 Obtencion del nematicida
a base de higuerilla con
tres diferentes tipos de
concentraciones.

4.2 Evaluacion de diferentes
tipos de concentraciones
frente al nematicida
convencional.

4.3 Evaluacion de efectividad
de los nematicidas.

4.4 Formulacion de
emulsiones con mayor
eficacia frente a

nematodos fitoparasitos

Obtencién de
nematicidas con
diferentes dosis

a evaluar.

Tabla o cuadro
de informacion
obtenidos tras la

evaluacion

Anélisis de datos
informativos de
la eficacia vy
rendimiento de
los dos tipos de

nematicidas

Fotografias

informe

Libro de campo

Datos
informativos en

Excel

Curvas de

mortalidad.




Resultado de la

Medios de

Objetivo 5 Actividad ctividad verificacion
5.1 Obtencion de materiales| Tabla o cuadro del

Establecer |necesarios para ejecutar la|consto beneficio. Fotografias

costosde  |investigacion. Informe total de

produccion | 5.2 Evaluacion de procesos que | costos invertidos informe

del extracto

acuoso.

impliquen mejores resultados
en cuanto a control de

nematodos en tomate.




7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA.

7.1. GENERALIDADES DEL CULTIVO DE TOMATE

Tomate de rifion (Solanum lycopersicum L.), es la hortaliza méas popular en gran parte del
mundo y de muy buen coste monetario. Su pedido crece consecutivamente y con ella su cultivo,
fabricacion y venta. El aumento anual de la produccion ya en estos afios se debe especialmente

al aumento en la ganancia y en menor compensacion al aumento del area cultivada

Aqui en Ecuador la obtencion del cultivo se localiza en cerca de 50.000 toneladas por afio en
donde Imbabura esta considerada como la provincia que mas produce este tipo de vegetal,
seguida del Carchi con una produccion alrededor de 3000 toneladas por afio, en donde solo la
produccion de este cultivo abarca 2000 naves bajo cubierta, ya que las facilidades que presenta
este cultivo son en especial su facil manejo y el mejor control de plagas que afecten a este

cultivo
7.1.1. Taxonomia

Tabla 1: Taxonomia del cultivo de tomate (S. lycopersicum).

Reino Plantae
Clase Dicotileddneas
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Subfamilia Solanoideae
Tribu Solaneae
Género Solanum
Especie lycopersicum

Elaborado por: (Chimba, 2019)
Fuente: (Molina, Veron, & Altamirano, 2010)

7.1.2. Caracteristicas morfoldgicas
Esta hortaliza perenne es cultivada como anual en donde tiene la capacidad de desarrollarse
como una planta firme, rastrera o semirrecta, el desarrollo es limitado de acuerdo a sus
variedades definitivas, de lo contrario es ilimitado en variedades indeterminadas. El ciclo de
existencia de este cultivo alcanza cuatro fases: plantula, vegetativa, floracién, y fructificacién

(Molina, Veron, & Altamirano, 2010).
10



7.1.3. Principales dafios en el cultivo de tomate de rifién

Para todo el ciclo de plantacidn es necesario el pleno control de plagas y enfermedades debido

a que es muy peligroso acoger ya el uso de agroquimicos, de parcialidad deben insntivar

mayores mercaderias de pequefios tratamientos localizados ya que también Agrocalidad exige

que en este tipo de cultivo se cuide la trazabilidad con la septentrién de entregar un producto

inocuo para elconsumo humano

Tabla 2: Principales plagas del tomate (S. lycopersicum).

Nombre comin

Nombre cientifico

Mosca Blanca
El pulgén
Gusano verde
Chinche

Araiiita Roja

Minadores de hoja

Orugas

Bemisia tabaci
Aphis sp.
Heliothis armigera
Nysius ericae
Tetranychus sp
Liriomyza trifolii

Spodoptera exigua

Elaborado por: (Chimba, 2019)
Fuente: (Diaz, 2019)

Tabla 3: Principales enfermedades del tomate (S. lycopersicum).

Nombre comun

Nombre cientifico

Mildiu

Oidio
Podredumbre gris
Cladosporiosis

Antracnosis

Phytophthora infestans
Leveillula taurica
Botrytis cinerea
Fulvia fulva

Colletotrichum sp.

Elaborado por: (Chimba, 2019)

Fuente: (Diaz, 2019)
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7.1.4. Dafios Microbioldgicos

Por lo general el dafio de parte de los microorganismos es muy juicioso ya que estos son habiles
de generar alteraciones a nivel del tejido en cuento a los frutos de los frutos provocando
ablandamiento, exudacion, sabor, olor insipido, este problema son principalmente causados por
los hongos como el como penicilliumsp, Fusarium sp, que aguejan de manera muy considerable
a la fructificacion de la planta ya que esta presenta una tonalidad tipo putrefaccion total dando
al usuario una fachada de no querer adquirir mas ese tipo de tomate y esto conlleva a una baja

de precios que afectan directamente al agricultor

7.1.5. Dafnos indirectos

7.1.5.1. Virus del mosaico del tomate
Generalmente el virus del mosaico del tomate, estd considerado como una un mal de
produccion, este mal estd especialmente ligado a la aparicién de severos dafios en la
fructificacion del cultivo ya que causa una destruccion local del exocarpio a nivel de tejido y

que provoca que el fruto no se encuentre a nivel para ser comercializado (Cornejo, 2009).

7.1.5.2. Nematodos (Meloidogyne spp.)

Las especies del Nematodos fitoparasitos del género Meloidogyne, son causantes directos de
la baja productividad ya que estos organismos penetran en las raices desde el suelo causando
nodulos o agallas. Estos dafios producen la obstruccion de vasos, que paralizan la absorcién de
los nutrientes asia la raiz, produciendo en un menor impulso de la planta y la aparicion de
sefiales de muerte 0 marchites en las horas de mas calor, ademas causa clorosis y enanismo en
plantas adultas. Este problema causado por nematodos se transmiten con facilidad mediante el
aporte de agua de riego, con el calzado infectado y con cualquier medio de transporte del
personal o de tierra (Cornejo, 2009).

Considerando que la temperatura del suelo, el valor de humedad y de aireacion aqueja al
movimiento y supervivencia de estos organismos en el suelo ya que aparecen en mayor
cantidad en el nivel del suelo comprendido considerables entre 15 y 30 cm o0 mas. La ronda de
nematodos en los suelos plantados es practicamente irregular en donde sus poblaciones
mayores son alrededor de las raices. La dispersion y propagacion de los nematodos a través del
suelo es muy lenta y limitada, de tal manera que la distancia maxima que pueden recorrer no

excede unos pocos metros por estacion o por ciclo de vida (Lezaun, 2016).
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7.2. CONSIDERACIONES GENERALES DE LOS NEMATODOS
Estan considerados como organismos microscopicos multicelulares semitransparentes con
aspecto de pequefios gusanos que causan trastornos fisiologicos en toda la planta, estos
nematodos tienen todos muy bien definidos los sistemas organicos, excepto el respiratorio y

circulatorio (Guzman, 2011).

Los nematodos se encuentran principalmente en el suelo su expansion puede ser la
consecuencia de muchos factores como por ejemplo el agua , equipo agricola, mal drenaje,
herramientas agricolas y especialmente por los productos e insumos agricolas asi como el

transporte de viveros al lugar de trasplante (Agrios, Introduccion a la Fitopatologia, 1998).

La supervivencia de este organismo se debe en gran medida a su alimentacion que consiste en
absorber la savia que circula por las raices de las plantas causando por consecuencia
tuberosidades, deformaciones, agallas y pudriciones y como resultado final da la
sintomatologia de un marchitamiento habitual sobre los cultivos de importancia econémica
para el agricultor, también estos organismos pueden actuar como vectores de virus y provocar
enfermedades a la planta asi como causar la infeccion de otros patogenos, tales como hongos

y bacterias (Agrios, Introduccion a la Fitopatologia, 1998).

Figura 1: Morfologia de un nematodo.

CABEZA

Huewi
=in
desarrallar

Estilete

Hueyo
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larva

Esdgago

Miisculos

Bulbo esofagico

Glandula

Fuente: (Rodulfo, 2012).
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7.2.1. Nematodo del género Meloidogyne incognita
En lo que respecta a la hembra de esta especie de nematodo el problema principal es que
produce deformaciones o agallas tipicas en la raiz llamados nodulos debido a la transformacion
y desarrollo anormal de las células radicales estimulando disparejos grados de retraso en el
desarrollo, perdida del energia de la planta y que ademas el tejido inflamado es mayormente

susceptible a la infeccion por diferentes patdgenos en el suelo (Perry, 1997).

Casi toda la parte de estos nematodos son regularmente alargados y cilindricos. Se conoce que
en el caso de las hembras adultas de esta especie fitoparasitas, cambian su perfil cilindrico por
la de saco mostrando asi un dimorfismo sexual entre la el macho y la hembra, aunque en
algunos casos el macho de esta especie es quien no representa muchas diferencias marcadas

para su identificacién (Gémez & Montes, 1994).
7.2.2. Taxonomia

Tabla 4: Clasificacion taxonémica de Meloidogyne incognita.

Orden: Tylenchida
Suborden: Tylenchina
Superfamilia: Tylenchoidea
Familia: Tylenchoidea
Género: Meloidogyne
Especie: M. incognita

Elaborado por: (Chimba, 2019)
Fuente: (Castillo, 2014)

7.2.3. Ciclo bioldgico
En cuanto al ciclo biolégico de esta especie de nematodos tiene su comienzo en el estado inicial
“estado ovoide “, donde luego aparece la primera de las otras cuatro fases juveniles en donde
(J1), adentro del huevo tiene posicion la primera muda, naciendo como segundo estadio juvenil
(J2), el cual posee desplazamiento migratorio y puede asimilar en los tejidos de la planta en
donde esta infectada. El estadio J2 tiene energia para persistir al menos un mes en la sondeo y

penetracion a la raiz infectada, instituyendo un sitio de alimentacion espacial (Fenoll, 1997).
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El ataque de los nematodos produce un gran dafio fisioldgico a su hospedero, ya que el ataque
representa la mutaciéon de las células de la planta lo que implica un cambio fisico en la
morfologia de la raiz produciendo una division celular, mutacion que se representa como
modulaciones agallas. los nematodos fitoparasitos introducen el citoplasma de las células
grandes derivadas de la planta a través de su estilete, ya que estas células grandes actian como
fosas metabdlicas que regularizan los recursos de la planta hacia parasito. Posteriormente pasa
por las dos fases juveniles (J3 y J4) hasta cambiar en adulto. Tanto el estadio J2 como el adulto

poseen un estilete definido, en cuanto los estadios J3 y J4 pueden no poseer de él (Nieto, 2014).

La investigacion del ciclo de vida de los nematodos y de su viable reproduccién en mejores
hospedantes bajo definitivos parametros ambientales, brinda elementos para su manejo en
campo. De ahi con la necesidad de desafiar estas investigaciones en el contenido actual, donde

factores como las temperaturas comienzan a experimentar diferenciaciones (Constante, 2012)

M. incognita en tomate tiene un ciclo de vida aproximado de 20-30 dias en la costa y 45-50
dias en la sierra. El segundo estadio juvenil que esta en el suelo se integra a la raiz para nutrirse,
después de 12 dias cambia a estadio juvenil 3 y juvenil 4 antes de ser adulto. En cuanto a la
hembra oviposita en una masa gelatinosa aproximadamente 1200 huevos. (AGRIQOS, 2004).

Figura 2: Ciclo bioldgico del género Meloidogyne.
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7.2.4. Importancia econémica
El atague de los nematodos a su hospedero puede variar desde un 10-15% hasta una pérdida
general de la cosecha si no se hace una comision correcta del cultivo las pérdidas de produccién

por el ataque de los nematodos en los cultivos pueden oscilar a mas del 12% (Gilmar, 2016).

Dentro de la provincia de Cotopaxi, esté tipo de nematodo también ha afectado a diversos
cultivos bajo invernadero en especial al cultivo de tomate de rifion y recalca de manera especial
el género Meloidogyne el cual se han identificado diversas especies, de las que podemos

destacar por su insistencia la especie del género Meloidogyne incognita (Pinochet, 1987).

Una gran parte de los cultivos producidos en la provincia no se han considerado pérdidas
estadisticas actuales que ocasionan estos fitopatdgenos, pero en tomate se ha enfrentado que el
nematodo del nudo de la raiz restringe el peso de frutos por planta, cerca de en un 31% de
produccion (Pinochet, 1987).

7.2.5. Dafios ocasionados por nematodos del género M. incognita
Uno de los mayores agentes primordiales que perturban las explotaciones horticolas intensas,
sobre todo en regiones tropicales pues mientras mayores sean las temperaturas climaticas
mayor serd el desarrollo de esta especie, los cultivos atacados totalmente son especies que

poseen un alto costo en el mercado nacional e internacional (Gonzéalez, 2015).

En la actualidad las plantaciones poseen afectaciones que se manifiestan con la aparicion de
sintomas como la popular marchitez, representacion de parches en el campo con zonas
cloréticas, enrollamiento y muerte de las hojas, demora del desarrollo, imperfeccién de las
semillas o de los frutos, necrosis exterior e interior de las raices, presencia de quistes o agallas
en las raices y difusion del nimero de raices por recoleccidn de sustancias de crecimiento. El

resultado es la destruccion del contenido vegetativa de los cultivos (Perry, 1997).

7.2.6. Estrategias para el control de nematodos fitoparasitos
Con respecto a las técnicas de control, hasta hace muy pocos afios se efectuaba mediante el
empleo de productos quimicos “agroquimicos”, el uso de cultivos resistentes y explicitas
practicas de un buen manejo agronémico, el uso del control quimico en varios casos resultd
escaso, con la perjudicial contaminacion ocasionada por el uso imperceptible de productos de
gran toxicidad y residualidad, existe una predisposicion mundial para evitar los riesgos de la
atencion de plaguicidas para gran parte de agricultores y consumidores (Pérez R. , 2004).
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Para contrarrestar el dafio que ocasionan los nematodos se ha fomentado una estrategia
prominente como son los denominados usos de cultivares resistentes lo cual se ha ido
mejorando a medida que ha desarrollado el conocimiento técnico y cientifico en estos ultimos
afios (Armendariz, 2015).

La insistencia y evolucién de la ingenieria genética, ha reconocido la adquisicion de plantas
resistentes a través de la entrada de genes, esta diferencia ha sido utilizada en la Nematologia
Agricola y que ha tenido sus restricciones debido a que en muchos casos estas plantas confieren

resistencia a una especie de nematodo fitoparasito en cuestion (Armendariz, 2015).

Del tal motivo que desafortunadamente varias de las poblaciones de Meloidogyne han superado
diferentes etapas en cuanto a resistencia, o que ha sobrellevado a la necesidad de continuar
estudiando a fondo la relacion determinada entre estos fitoparasitos y los hospederos
(Armendariz, 2015).

Para esto es necesario un conocimiento exacto de interaccion para poder precisar nuevas
habilidades de manejo integrado, lo que hace muy necesario progresar en los procesos de
interaccion planta - nematodo con la finalidad de caracterizar las bases moleculares de la
resistencia y concretar medidas de control amigables con el ambiente y que nos garanticen la

seguridad tanto del productor y el consumidor (Jorgelina, 2016).

7.2.7. Factores que afectan el desarrollo de los nematodos
Todas las poblaciones de nematodos tienden a aumentar en ambientes favorables y a reducir a
través del tiempo y son afectados tanto en nimero como la conducta por una serie de factores,

entre los cuales estan:

7.2.7.1. Las condiciones de Suelo
Segun Salazar, (2013) “los primordiales factores del medio ambiente que afectan a los

nematodos son, la humedad, la temperatura, la textura, y la constitucion del suelo, entre otros”

7.2.7.2. Humedad en el suelo
Con respecto a este factor, el contenido de agua en el suelo restringe a una pelicula envolvente
de las particulas de este y es cuando se originan las mejores situaciones de humedad para
propagacion de los nematodos. En cuanto a la sequia muy excesiva puede frenar o incluso
matar a los nematodos, igual ocurre en el encharcamiento prolongado por falta de oxigeno en

el suelo que afecta el desarrollo de los nematodos (Salazar, 2013).
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7.2.7.3. Temperatura
Con respecto a la temperatura del suelo y su interaccién sobre los nematodos se puede
demostrar que en gran mayoria resulta afectadas las actividades como la puesta, reproduccion,
movimiento, desarrollo y supervivencia de la especie y en casi todos los nematodos paréasitos
de las plantas se tornan apaticos en una gama de temperaturas bajas que oscilan entre 5y 15
°C, mientras que se vuelven inactivos a temperaturas que van de 30-40 °C. Las temperaturas

por arriba estos limites puede ser mortales (Salazar, 2013).

7.2.7.4. Tipo de Suelo
Todas las actividades de estos organismos esta relacionados con la composicién del suelo las
cuales son: la granulometria, aireacion, textura y caracteristicas fisicas y quimicas no obstante
al preexistir gran diversificacion entre estos factores han imposibilitado sistematizar la
poblacion por lo cual no se puede instaurar un tipo de suelo que sea perfecto para todos los

nematodos en el suelo (Salazar, 2013).

Muchos de los suelos livianos son universalmente mas favorables para el desarrollo de estos
organismos, esto es debido posiblemente a que los suelos mas livianos tienen una mejor

aireacion al tener particulas mas grandes (Araya, 2008).

Con respecto a la velocidad de movimiento del nematodo dentro del suelo estéa respectiva con
el didmetro de los poros, el tamafio de las particulas y el diametro de los organismos. Los
nematodos facilmente pueden moverse mas libremente en suelos que se componen de

particulas gruesas o arenosas (Araya, 2008).

7.2.7.5. Condiciones de clima
La lluvia y la temperatura estan vinculadas en el crecimiento y desarrollo de nematodos como
el de las plantas hospederas. En suelos retenedores de agua o también llamados suelos
arcillosos las poblaciones de nematodos acrecientan durante las primeras semanas de lluvia

pero conforme aumentaron el nimero de dias y la cantidad de lluvias presentes (Salazar, 2013).

7.2.7.6. Supervivencia de los nematodos en condiciones desfavorables
Gran cantidad de los nematodos fitoparasitos poseen la capacidad de sobrevivir por mas de un
afio en el suelo en ausencia de su planta hospedera. Durante este espacio su actividad se detiene
y su metabolismo es muy bajo. Este espacio puede ser mas 0 menos largo y esta restringido por
las reservas alimenticias y la habilidad de adaptacién de la especie (Scielo, 2005).
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7.3. RICINO O HIGUERILLA
7.3.1. Caracteristicas botanicas
Ricinus communis L., se encuentra clasificado dentro del reino plantae y el subreino
traqueobinta que conforman las especies traquedfitas o también denominadas plantas
vasculares por poseer un cuerpo vegetativo que bien diferenciado, ademas esta considerada
como una planta de gran interés econdémico, esta planta posee la forma de un &rbol o arbusto

dependiendo del sitio y el cuidado que se le confiera (Bricefio, 2014).

R. communis L., posee una raiz una raiz primaria o principal de las cuales salen las raices
secundarias o laterales, sus hojas son semejantes a las de una palma con divisiones lanceoladas
y presentan una especie de brillo en el haz, en cuanto a sus flores son agrupadas en racimos
que poseen espigas unisexuales con una longitud que puede alcanzar 75 cm, una de las mayores
cualidades de la higuerilla es que sus flores presentan ambos sexos aunque no se conoce con
certeza la cantidad de flores masculinas y femeninas al fruto de la higuerilla se lo puede
identificar como capsula con un medida aproximada de 10 a 17 m.m., con apariencia lisa y
brillante que por lo general presentan coloracion gris o café, al tallo es erecto, ramificado de
coloracion rojiza y sin presencia de latex (Bricefio, 2014).

7.3.2. Taxonomia

Tabla 5: Descripcion taxondmica de la especie Ricinus communis L.

Reino Plantae
Subreino Traqueobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Euphorbiales.
Familia Euphorbiaceae
Género Ricinus
Especie Communis L.

Elaborado por: (Chimba, 2019)
Fuente: (Leal, 2019)
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7.3.3. Descripcion botanica
En Ecuador esta especie de higuerilla se presenta como una planta silvestre de poco uso y hasta
considerado como maleza, en cambio en la provincia de Manabi su cultivo es tradicional donde
se producen mas del 75% del total nacional con un rendimiento inferior a 800kg/ha, esta baja
produccion se debe mucho al desconocimiento de manejo y la importancia del cultivo asi como
estabilizar técnicas mas adecuadas para manejar la produccion de higuerilla, también un factor
que influye mucho es el uso de variedades no mejoradas genéticamente asi como la siembra

fuera de época y a la utilizacion de semillas de mala calidad (Mendoza, 1985).

7.3.3.1. Habito y forma de vida
Es una planta herbacea alta, arbustiva, de coloracion verde claro a azul grisaceo y en muchas
ocasiones color rojiza su tamafio depende de las condiciones agronémicas y climaticas, pero se

ha determinado que hay variedades en Ecuador que mide entre los 5 a 6 metros (Lazaro, 2017)

7.3.3.2. Raiz
El tipo de raiz que presenta es muy desarrollado, el crecimiento de la raiz central puede llegar
a medir hasta mas de un metro de fondo, ya que gracias a ella la planta tiene la capacidad de
resistir a la sequia. Colectivamente se encuentran solo raices robustas ya que estas son las mas
importantes para la captacion de agua. En cambio las raices laterales son capaces de investigar
grandes areas a su entorno y estas tienen preferencia a mantenerse proximas a la superficie del

suelo en donde cuentan con mayor poder de aireacion (Lazaro, 2017).

7.3.3.3. Tallo
La higuerilla posee un tallo habitualmente hueco cuando la planta todavia es joven, pero
desarrolla a ser lefioso a medida que la planta presenta maduracion. El alargamiento de los
entrenudos es un indicador de las situaciones ambientales que hubo durante su desarrollo,
normalmente los entrenudos son extensos, cuando se orienta en cantidades aptas de agua y
nutrimentos, en periodos de sequia el desarrollo es lento y los entrenudos son muy cortos. El
tallo de la higuerilla posee colores diferentes y puede 0 no estar cubierto de cera, estas

tipologias son importantes para la caracterizacion de la variedad (Lazaro, 2017).

20



7.3.3.4. Hojas
La higuerilla normalmente posee hojas grandes, pero no son numerosas, el peciolo tiene la
capacidad de torcerse durante el dia para posicionar las hojas dando frente al sol y producir
mejor la fosforescencia, normalmente las hojas y el area foliar se desarrollan hasta la mitad de
cicloy después disminuye cuando los racimos forman el llenado. La hoja de la higuerilla puede
tener desiguales formas y colores esto depende la variedad, la cantidad de I6bulos por hoja va
desde seis a doce. Las hojas que méas predominan son aquellas que tienen entre nueve y diez

I6bulos y se encuentran en las primeras ramificaciones (Lazaro, 2017)

7.3.3.5. Inflorescencia
La inflorescencia conlleva flores femeninas que estan provistas de un peciolo en la parte alta
de la planta en casi todas las plantas de higuerilla son de floracion continua y no es
contemporanea entre la floracién masculina, ademas estas plantas presentan polinizacion
cruzada ya que el polen tiene capacidad de transportar es de la antera de una flor al estigma de

otra inflorescencia (Rico y Ponce, 2010).

7.3.3.6. Semilla

La semilla presenta forma ovalada o aplastada, redondeadas en el extremo y con una carnosidad
en el otro lado denominada carlncula de zona brillante y lisa, de coloracion que puede ser
variable o a la vez que suele ser gris con manchas rojas y negruzco que va de 0.4 a 1.6 cm de
largo; la semilla posee una cubierta exterior semidura y quebradiza, también otra interior muy
fina de color medio blanquecino, la funcion de ambas es proteger la semilla, en donde consta
de un embridn pequefio conformado con dos cotiledones delgados y el albumen es aceitoso. En
la semilla se encuentra la toxina que es la ricina “albumina” y la ricinina “alcaloide”, el
contenido de los aceites puede cambiar de acuerdo a la proporcion del tegumento, catadura 'y
de la carincula y contiene alrededor de un 46 % de aceite y éste el 56 % de acido ricinoléico
(Rico y Ponce, 2010).

7.3.4. Polinizacién
Es una planta alogama, que tiene preferencia al cruce entre plantas, la flor femenina tiene la
capacidad de ser fecundada por el polen de otra planta hospedera, la polinizacion es realizada
primordialmente por el factor viento, quien es capaz de diseminarlo hasta en una radio de
distancia de 3 km (Bonilla, 2017).
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7.3.5. Habito de crecimiento
Esta planta por lo general presenta mejor desarrollo en condiciones de temperatura tropical y
un buen porcentaje de nutrimentos presentes en el suelo, ademas de estos factores también
dependen de la variedad y las condiciones en las cuales fue sembrada ya que esta planta
pronuncia las distintos tipos de inflorescencias durante su todo su ciclo, por lo que se desigualan
la calidad de los racimos asi como el orden primario, secundario y terciario, entre otras (Lazaro,
2017).

7.3.6. Descripcion de Variedades
A nivel mundial existen diversas variedades de higuerilla que tienen desiguales tipologias,
como podemos nombrar la altura de planta, la precocidad, dehiscencia, entre otras, asi como
también la variedad enana que se encuentra distribuida casi todo el mundo y se la puede
identificar con facilidad debido a que posee una altura inferior a 1.50 m, medianas entre 1.50 a
3.0 my las variedades altas que poseen una altura superior de tres metros. También existen los
tipos de semillas dehiscentes e indehiscente, los dehiscentes son aquellos cuyas capsulas se
abren al momento de secarse, mientras que en los indehiscentes persisten cerrados aun después

de haberse secado (Reyes, 1985).

Al hablar de variedades enanas e indehiscentes es recomendable la “BAKER 296” Y “HALE”,
con rendimientos productivos mayores a los 2.50 Kg/ha. Ademas de esto posee un ciclo
vegetativo muy corto ya que para la siembra de este cultivo y esta variedad es necesario
disponer de agua para alcanzar la produccién de dos cosechas al afio también se puede
reemplazar con otros cultivos como por ejemplo el: mani, ajonjoli, algoddn, entre otros. Se
determinan también por su semejanza de maduracion lo cual nos permite que en los pases se

pueda hacer la recoleccion total de los frutos (Calero, 1974)

Para obtener mejores rendimientos en cosecha también son recomendables los hibridos
“BAKER 0227-“055 de porte enano y los hibridos “BAKER 45, Y “415” de porte mediano
los dos poseen frutos dehiscentes, pero lastimosamente por conocimientos técnicos los hibridos
no pueden ser aprovechados por mas de una sola generacion y interminablemente se tendria
que importar la semilla para la fase de transformacién en donde la semilla ingresaria como la
materia prima, y que esta sea utilizada para la elaboracion de distintos productos dependiendo

la necesidad del consumidor (Calero, 1974).
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7.3.7. Variedades de (R. communis) en Ecuador.

Tabla 6: Caracteristicas agronémicas y rendimientos de siete variedades de higuerilla.

Variedades Alturade P. Tipo de fruto Ciclo Veg.(dias)  Rend. Kg/ha.
Baker 296 1,20 Indehiscente 140 2.000
Hale 1,20 Indehiscente 150 2.000
Baker Hibridd 22 1,50 Indehiscente 150 2.500
Baker Hibridd 55 1,50 Indehiscente 150 2.500
Baker Hibrid6 45 2,20 Indehiscente 180 3.000
Baker Hibrid6 415 2,20 Indehiscente 180 3.000
Portoviejo 67 2,50 Dehiscente 200 1.300

Elaborado por: (Chimba, 2019)
Fuente: (Calero, 1974)

En la actualidad el INIAP recomienda estos dos tipos de variedades que congregan las

siguientes caracteristicas:

“INIAP-401” es una variedad de porte medio, posee una altura media de 2.30 metros, en
cuanto al ciclo vegetativo oscila de 120 a 160 dias, el tallo posee coloracion verdosa, sus hojas
son chicas y su ramificacion casi es cerrada, sus frutos tienen espinas y son indehiscente su
desplazamiento de rendimiento esta entre 1400 a 1900 Kg de semilla por hectarea. El peso
medio de 100 semillas es de 33 gramos, con el 53% de aceite que se encuentra en la semilla,
es totalmente recomendada para exportaciones extensibles por el caracter de indehiscencia de
sus semillas, que nos permiten realizar uno o dos vueltas de cosecha y por lo general debe ser

descascarada con la ayuda de una maquina (Reyes, 1985).

“PORTOVIEJO-67” posee una altura de aproximadamente 2.80 metros la planta es semi-
perenne, pero utilizable econdmicamente por casi unos 200 dias. En cuanto al tallo presenta
coloracion verde rojiza, sus hojas son grandes y la ramificacion directa, los frutos poseen
espinas y son dehiscentes, su desplazamiento de rendimiento de semilla esta entre 1.00 a 1.600
Kg por hectarea. El peso medio de 100 semillas es de 37 gramos con 51 a 54% de contenido
aceitoso en la semilla, se recomienda para exportaciones medianas por la condiciéon de

dehiscencia de sus semillas (Reyes, 1985).
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7.3.8. Recoleccion y conservacion de la semilla
La cosecha de la higuerilla puede iniciar cuando presente por lo menos la mitad del racimo
sequedad, de no poseer esta cualidad, la planta se divide y se desploma al suelo. Para realizar
la cosecha se necesita recipientes plasticos suspendidos a la cintura, y con la ayuda de una tijera
se debe ir cortando los racimos que demuestren caracteristicas buenas para su comercializacion
y distribucién (Rendén, 2009).

Renddn, (2009), manifiesta que la semilla de higuerilla puede ser tranquilamente almacenado
hasta por dos afios y no pierde sus particularidades fisicoquimicas, lo que puede ser una gran

ventaja para recoger grandes cantidades que ameriten su transferencia hasta un lugar de acopio.

Las variedades dehiscentes se romperan naturalmente con la ayuda del secamiento del sol;
pronto es necesario desempolvar bien la semilla sea por ventilacion o por el uso de material
tradicional como por ejemplo el cedazo. En cambio, las variedades indecentes deben

descascararse con la ayuda de las maquinas propias para este tipo de semillas (Reyes, 1985).

7.3.9. Toxicidad y Usos de la higuerilla

Ricina o “aglutinina del Ricinus communis” esta considerada como producto de fuente muy
toxica que solo bastaria un miligramo de esta para matar una persona adulta (Mannise, 2019)
las semillas de la higuerilla son muy toxicas ya que basta la ingestion de unas pocas, masticadas
o0 tragadas por accidente, provocan un cuadro de intensa gastroenteritis con deshidratacion
excesiva y que estos compuestos puede dafiar delicadamente el higado y el rifién e incluso
producir llegar a casos extremos como la muerte la muerte. Esta semilla esta considerada como
una de las mas toxinas y potentes que se conocen en la actualidad por ello, el consumo de las
semillas esta totalmente prohibido ya que ademas no existe antidoto para este veneno, el
potencial de la ricinina como arma bioldgica ya que su importancia esta ligada a su alta
toxicidad (Jaramillo, 2014).

7.3.10. Estructura Quimica
El compuesto de la ricina forma parte del gran grupo de proteinas que son inactivadoras de
ribosomas (RIP) de tipo Il, que se determinan por presentar dos cadenas polipeptidicas, la
primera es capaz de inhibir la sintesis de proteinas y la segunda posee propiedades de lectina,
es decir, capaz de acoplar a hidratos de carbono. La ricina es el primordial representante de las
(RIP) de tipo Il y esta compuesta por una cadena A (RTA), de 267 aminoacidos fusionada por

un puente disulfuro a una cadena B (RTB), de 262 aminoacidos (Jaramillo, 2014).
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Tabla 7: Moléculas presentes en las semillas de la higuerilla con actividad bioldgica contra

insectos.
MOLECULA ACTIVIDAD BIOLOGICA
Acido linoleico Repelente
Acido oleico Repelente
Acido cianhidrico Insecticida
Ricina Insecticida
Ricinina Insecticida

Elaborado por: (Chimba, 2019)
Fuente: (Jaramillo, 2014)

Composicién quimica de la semilla de higuerilla
Ramos, (2015), realiz6 la prueba bromatoldgica con el objetivo de conocer los componentes

quimicos de la semilla y que a su vez estos compuestos tengan la capacidad de disolverse en

el agua para elaborar sustancias toxicas como método de control de plagas.

Figura 3:Descripcidon bromatolégica de la semilla de higuerilla.
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Fuente: (Ramos, 2015)
Como se puede observar en el grafico 18 la semilla de higuerilla presenta los siguientes
componentes quimicos:45 % aceite como &cido ricinoléico y acido estearico. El acido
estearico posee la propiedad de ser utilizado como humectante agricola de facil disolucién en
agua, 20 % de contenido de almidones, 0,5 % contiene albumina, el 65,5 % de compuestos
hidrosolubles disponibles para la elaboracién de plaguicidas en el uso de la agricultura
(Ramos, 2015).
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8. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS.

8.1. Hipdtesis alternativa

Ha: El extracto acuoso a base de semillas de higuerilla (Ricinus communis L.) si puede ser

utilizado como método de control los nematodos bajo condiciones de laboratorio.

Ho: El extracto acuoso a base de semillas de higuerilla (Ricinus communis L.) no puede ser

utilizado como método de control los nematodos bajo condiciones de laboratorio.

8.2. Hipotesis nula

8.3. Operacionalizacion de variables

indice/unidad

Hipdtesis Variables Indicadores .
medida
Ha
VD: Dos tipos de . .
El extracto acuoso a Porcentaje inicial | % poblacional en
. nematicidas: ..
base de semillas de de nematodos 100 microlitros
Organico: Extracto

higuerilla (R.
communis L.) si puede
ser utilizado como

método de control los

nematodos bajo
condiciones de
laboratorio.

acuoso a base de semillas
higuerilla

Orgéanico Comercial:
Nematicida Nemaquill.
VI: Control de Nematodos
fitoparasitos del género

(Meloidogyne incognita)

Porcentaje de
mortalidad en un
determinado
tiempo.

%

Porcentaje de

mortalidad final

% respecto al tiempo

y eficacia del N.
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8.4. Dato a evaluar

8.4.1. Porcentaje de mortalidad de nematodos (PMN)
El porcentaje de mortalidad se evalué tomando como referencia el protocolo de evaluacion de
efecto insecticida en Triatoma infestans a nivel de laboratorio (Martelli, 2008), en donde se
determiné la eficacia de los productos por medio de una evaluacion de individuos vivos o

muertos en un lapso de tiempo categorico.

Para la evaluacion de mortalidad de nematodos se tomo6 como referencia la siguiente férmula

en donde:
PMN = Porcentaje de mortalidad de nematodos
NTM. = niimero total de nematodos vivos

NTV. = nimero total de nematodos muertos

NuUmero total de muertos X 100

PMN =
NUmero total de vivos

8.4.2. Criterio de muerte

Muchos insecticidas, como por ejemplo los piretroides, producen una gama de efectos que van

desde la incoordinacion hasta el volteo, pasando por una serie de etapas intermedias que hacen

muy dificil el diagndstico “vivo o muerto” (Martelli, 2008).
Para evaluar la eficacia de los nematicidas se ha considerado el siguiente criterio de muerte:

Se considera “muerto” al nematodo que luego de haber sido expuesto al producto no presente
ninguna actividad locomotora propia, ya sea en forma espontanea o cuando sea estimulada

mediante la agitacion de la muestra.
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9. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL

9.1. Ubicacidn del experimento

Provincia: Cotopaxi

Cantén: Latacunga

Parroquia: Eloy Alfaro

Localidad: Laboratorio de Agronomia
Latitud: 00°59°57"'S

Longitud: 78°37°14"W

Altitud: 2725m.s.n.m

9.2. Modalidad bésica de investigacion

9.2.1. De Laboratorio

La presente investigacion se desarroll6 en el laboratorio de Agronomia del CEASA

9.2.2. De Campo
La investigacion en campo se usé para recolectar muestras de raiz del tomate con presencia de

nodulos o agallas y que estas sean usadas en el laboratorio.

9.2.3. Bibliografica
La investigacion bibliogréafica se realizd para recopilar informacion tedrica, de distintas fuentes

como libros, revistas, tesis de grado, articulos cientificos entre otras.

9.3. Tipo de Investigacion

9.3.1. Descriptiva
Se efectud para examinar y describir las caracteristicas del tema a investigar, definirlo y
formular hipotesis, seleccionado la técnica con todos sus componentes principales de una
realidad en la investigacion ya que con la misma describimos el por qué, el lugar, como y
cuando se realizo la investigacion al igual que el experimento y la recoleccion de datos y

fuentes a consultar.
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9.3.2. Experimental
Consistié en la manipulacion de una o mas variables experimentales, en condiciones
rigurosamente controladas, con el fin de describir de qué modo o por que causa se produce una
situacion o acontecimiento particular. Se utilizé este tipo de investigacion ya que en el proyecto

se aplico un disefio experimental el mismo que nos permitira obtener resultados reales.

9.3.3. Cuantitativa
Permite finalizar con los resultados y probar o refutar una hipotesis planteada. Luego de la
recoleccion de datos realizar el analisis estadistico de los datos, se llega a una respuesta global

y discutir los mismos.

9.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos
9.4.1. Observacion
Mediante la observacion se recogio la informacion de cada una de las variables definidas en la
investigacion. En donde se pudo determinar el nivel de mortalidad de los nematodos en relacion
a las dosis aplicadas en el estudio.

9.4.2. Registro de datos
Esta técnica nos permitio recopilar datos del ensayo a través de una libreta de anotaciones en

los tiempos propuestos para su posterior analisis.

9.5. Disefio experimental
En esta etapa se utiliz6 un arreglo factorial (A*B*C) en DBCA, el factor A fueron los
nematicidas que constaba de dos niveles; el factor B fueron el porcentaje poblacional de
nematodos que constaba de dos niveles; y el factor C fueron las dosis de aplicacion que

constaban con tres niveles.

9.5.1. FACTORES EN ESTUDIO:

Factor A: Nematicidas

» N1= Organico (Higuerilla)
» N2= Organico Comercial (Nemaquill)

Factor B: Rango poblacional de nematodos

» P1=Rango poblacional medio

» P2=Rango poblacional alto
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Factor C: Dosis

> D1= 3 cc/litro
» D2=5 ccl/litro
» D3=7 ccllitro

9.5.2. Codificacion de tratamientos

Tabla 8: Codificacién de los tratamientos.

TRAT. CODIGO FACTOR A FACTORB FACTORC

T1 N1P1D1 Organico (Higuerilla) Rango poblacional medio de 3 cc/litro
nematodos

T2 N1P1D2 Orgénico (Higuerilla) Rango  poblacional medio de 5 cc/litro
nematodos

T3 N1P1D3 Orgénico (Higuerilla) Rango  poblacional medio de 7 ccllitro
nematodos

T4 N1P2D1 Organico (Higuerilla) Rango poblacional alto de nematodos 3 cc/litro

T5 N1P2D2 Organico (Higuerilla) Rango poblacional alto de nematodos 5 cc/litro

T6 N1P2D3 Organico (Higuerilla) Rango poblacional alto de nematodos 7 ccllitro

T7 N2P1D1 Organico Comercial (Nemaquill)  Rango  poblacional medio  de 3 cc/litro
nematodos

T8 N2P1D2 Organico Comercial (Nemaquill)  Rango  poblacional medio  de 5 cc/litro
nematodos

T9 N2P1D3 Orgéanico Comercial (Nemaquill)  Rango  poblacional medio de 7 ccllitro
nematodos

T10 N2P2D1 Orgéanico Comercial (Nemaquill)  Rango poblacional alto de nematodos 3 cc/litro

T11 N2P2D2 Organico Comercial (Nemaquill)  Rango poblacional alto de nematodos 5 cc/litro

T12 N2P2D3 Orgénico Comercial (Nemaquill)  Rango poblacional alto de nematodos 7 ccllitro

Elaborado por: (Chimba, 2019)

9.6. Andlisis estadistico
Se empled el modelo matematico del analisis de varianza (ADEVA), presentado en el siguiente

esguema:
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Tabla 9: Disefio del esquema del ADEVA.

Fuente de Variacion Grados de Libertad
Tratamientos (t-1) 11
Repeticiones (r-1) 2
Factor A (a-1) 1
Factor B (b-1) 1
Factor C (c-1) 2
AXBXC (a-1) (b-1) (c-1) 2
Error Experimental (t-1) (r-1) 22
Total (n-1) 35

Elaborado por: (Chimba, 2019)

9.6.1. Analisis funcional

Se aplico pruebas de significacion TUKEY al 5% para las fuentes de variacion que demostraron

der significativas, doblemente significativas y altamente significativas.

9.7. Caracteristicas de la unidad experimental

Numero de cajas petri que se uso den total: 39 x 3 repeticiones: 117 cajas de petri
Numero de cajas por tratamiento: 9 cajas de petri

Cantidad de medio de cultivo “Agar papa dextrosa” por cada caja petri: 15 ml
Cantidad de medio de cultivo por tratamiento: 135ml de “Agar papa dextrosa”
Cantidad total de medio de cultivo = 1.755 ml

Nematicidas: elaboracién del extracto mediante indicadores peso/volumen (p/v) donde
se indica que si una solucion de (35% p/v) tendra 35 gramos de soluto en cada 100 ml
de solucién, de acuerdo a esto obtendremos lo siguiente:

Nemaquill (35%p/v)

Higuerilla (350 gr de pasta de higuerilla disuelto en 1litro de agua)

Rango poblacional de nematodos

Para manejar el Rango poblacional de nematodos se adaptd la escala de severidad de
Miller como la describe (Chango, 2015).

Rango poblacional medio = 20 a 25 nematodos en 15 ml de medio de cultivo

Rango poblacional alto = 40 a 45 nematodos en 15 ml de medio de cultivo
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Tabla 10: Escala de severidad de Miller.

Escala Descripcion NUmerode nematodos
por 100 g de suelo

1 Sin nematodos 0

2 Sin nematodos 50

3 Severidad moderada 100

4 Severidad media 150

5 Severidad alta Mas de 200

Elaborado por: (Chimba, 2019)

Fuente: (Chango, 2015)

Para establecer y manejar poblaciones de nematodos a nivel de laboratorio, fue necesario
modificar la tabla de severidad de Miller en donde se consider6 dos tipos de escalas detalladas

a continuacioén:

Tabla 11: Escala de severidad de nematodos en 100 gr de raiz.

Escala Descripcion Numero de nematodos
por 100 gr de raiz
1 Rango poblacional 150
medio
2 alta Mas de 200

Elaborado por: (Quimbiulco y Chimba, 2019)

9.8. Manejo especifico del experimento.
La investigacion fue ejecutada en dos fases; la fase de campo para la recoleccion de muestras
de raiz de tomate y la obtencion de semillas de higuerilla; la fase de laboratorio para la

extraccion de nematodos, elaboracion de extracto y evaluacion de estudio.
9.8.1. Fase en campo:
» Recoleccion de semillas de higuerilla
Materiales
e Tijerade jardin

e Planchas de cart6n
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e Camara fotografica
e Fundas plésticas

e GPS “Global Positioning System”

Las semillas de higuerilla fueron recolectadas en un sitio determinado para facilitar la
identificacion de la variedad mediante revision bibliogréafica; en donde también se realizé una

descripcion detallada y montaje de la misma.

Para la recoleccién se consideré el criterio de Vallejos, (2016), en donde menciona que la
cosecha de semillas de higuerilla se lo debe realizar cuando el racimo de la planta presente un

porcentaje de maduracién estimado al 70%.

Considerando lo mencionado anteriormente; se tomd en cuenta que la semilla no presente

anomalias ya sea causado por factores fisiologicos o ambientales.

Una vez que fueron recolectados los racimos de higuerilla estos fueron transportados en fundas
plasticas al laboratorio de la Facultad de Agronomia donde se procedié a quitarles la cascara
para obtener la semilla del interior para luego ser molidas con un molino de mano hasta

conseguir una pasta muy fina que nos permita formular las concentraciones requeridas.
> Recoleccion de muestras de raiz de tomate
Materiales

e Azada
e Hielera
e Tijerade jardin

e Bolsas pléasticas

Las muestras de raiz se obtuvieron en el invernadero de Sr. Antonio Simba perteneciente al
barrio Salache San José de la cuidad de salcedo. Donde se tomé en cuenta lo argumentado por
Martinez, (2015), donde explica que una vez que se haya obseervado los sintomas que indican
una posible o probable infestacion con nematodos, el paso siguiente es tomar muestras de las

plantas afectadas y del suelo alrededor de las raices de las mismas (Coyne, 2007).

Los nematodos raramente estan distribuidos de forma uniforme en el campo, y por tanto las
muestras deben tomarse de varias zonas del campo. Recoger muestras por separado de zonas
con crecimiento pobre, el procedimiento de muestreo puede ser al azar o sistematico (Coyne,
2007).
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Metodologia para caracterizacion botanica del ricino

Fase 1: Recoleccion de la muestra botanica en campo
Materiales: tijeras de podar, lupa, fundas plasticas de 30x40cm, libreta de campo, esfero, GPS.

La muestra botanica es la porcion terminal de una rama de aproximadamente 30-35 cm de
longitud, es importante que la muestra este formada por partes fundamentales como flores,

hojas, fruto.

Proceso de recoleccion de datos en campo:

« Con laayuda de un GPS se debera establecer la altitud donde se realizo el proceso de
recoleccion de semillas.

» Se obtendra un registro con fecha del equipo acompariante quien participé en la
recoleta de las muestras botanicas.

« Se anotara el numero de coleccion consecutivamente.

« Seregistrara la muestra con informacion base a su identificacion.

» Se describira todos los rasgos fisicos y morfologicos de ser posible, asi como también
si presenta olor y colores de las estructuras florales y frutos empezando con rasgos
vegetativos y posteriormente los reproductivos en el caso de las flores.

« Para el Embalaje de muestras de campo, es necesario transportarlas en bolsas plasticas

negras protegiéndolo en envolturas de papel comercio.

Fase 2: Prensado de las muestras
Materiales: carton, papel periodico, papel secante tijera de podar, piola, goma, aguja.

Al finalizar la jornada de campo se debe prensar las muestras botanicas en el menor tiempo

posible para garantizar su calidad.

Sacar las muestras botanicas individualmente se coloca un pedazo de carton, encima papel
secante y el papel periédico donde se coloca las muestras tratando de esparcirlas de la mejor
manera procurando que las hojas queden una por el haz y otra por el envés. Cubrir con papel
periddico, colocar papel secante finalmente el cartén. Colocar por lo menos 3 laminas de carton
y papel absorbente uno sobre otro en forma de un sanduche, sujetandolos fuertemente con la

ayuda de un cordon o piola.
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Fase 3: secado de las muestras

Colocar las muestras prensadas al proceso de secado y dejarlas durante el tiempo necesario

siempre revisando que las muestras no presenten anomalias.
Fase 4: Elaboracion de etiquetas.
Se deben elaborar a computador con la siguiente informacion:

a) Nombre del herbario

b) Nombre de la familia

c) Nombre de la especie

d) Persona que determino la especie
e) Localidad

f) Coordenadas geograficas y Altitud
g) Descripcion general de la especie
h) Nombre comun

i) Nombre y nimero del colector

j) Equipo de coleccion

k) Fecha de coleccion

I) Institucién

Etiqueta 1: Formato de etiqueta para herborizacion.

(a)
(©) (b)
(d)

(e)

(f)

9)

(h)
(i)

(K)

)

)
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PROTOCOLO PARA ELABORAR EXTRACTOS ACUOSOS A PARTIR DE
MATERIAL VEGETAL

Objetivo.
« Elaborar un extracto acuoso a base de semillas de higuerilla (R. communis L.)
Fundamento.

Carridon (2010), menciona que los extractos son una sustancia obtenidas a partir de la trituracion
de una parte de una materia prima, a menudo usando un solvente como etanol o agua, los

extractos pueden comercializarse como tinturas o en forma de polvo.

Los principios aromaticos de muchas especias, frutos secos, hierbas, frutas y algunas flores se
comercializan como extractos, estando entre los extractos auténticos mas conocidos los de
almendra, canela, clavo, jengibre, limon, menta, rosa, hierbabuena, violeta y té de Canada
(L6pez, OBTENCION Y APLICACION DE EXTRACTOS NATURALES, 2011).

Técnicas de extraccion

La mayoria de esencias naturales se obtienen extrayendo el aceite esencial de las flores, frutas,

raices, o de la planta entera, mediante cuatro técnicas:
Prensado: cuando el aceite es abundante y facil de obtener, como en la piel de limén.
Absorcién: generalmente por infusion el alcohol, como las vainas de vainilla.

Maceracion: usada para crear trozos pequerios de un total, como en la elaboracion del extracto

de menta, etc.

Destilacion: usada como la maceracion, aunque en muchos casos exige un conocimiento
quimico experto y el uso de costosos alambiques (Lopez, OBTENCION Y APLICACION DE
EXTRACTOS NATURALES, 2011).

METODO DE MACERACION

Este método fue descrito por Sabillon y Bustamante en el afio (1995), conocido como técnica
para la obtencién de extractos a partir de material vegetal en donde menciona que los extractos
acuosos se prepararon moliendo el material vegetal fresco, dos horas después de ser
recolectado. Estos autores, utilizaron un molino manual para moler maiz, a la masa obtenida
se le agrego agua y se dejaron la mezcla en reposo durante una hora, luego se filtr6 con una

manta para obtener el liquido a utilizar.
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De acuerdo a este método descrito por Sabillon y Bustamante, nosotros consideramos
modificar el proceso para la obtencion del extracto de los autores antes mencionados. De esta
forma, planteamos la siguiente modificacion: primero se recolectaron semillas de higuerilla
completamente secas, luego se procedié a molerlo con un molino manual, a la masa obtenida
se le agrego agua destilada en una relacion de 0.35 gr de peso fresco por cc de agua, finalmente
se dejé la mezcla en reposo durante 24 horas y luego se filtré6 con una manta hasta obtener la

solucion.

Para formular la concentracién y dosis del extracto se tom6 como referencia la ficha técnica

del producto Nemaquill (anexo 1).
Concentracion

Para formular la concentracion de extracto se tomé como referencia la concentracion del
producto Nemagquill (35% p/v) y los indicadores peso/volumen (p/v) donde una solucion de
(35% p/v) tendra 35 gramos de soluto por cada 100 ml de solvente, de acuerdo a esto
obtendremos lo siguiente: 350 gr de pasta de higuerilla disuelto en 1litro de agua entonces

tendremos 35%p/v del extracto a base de higuerilla.
Dosis

» DL1. 3 cc/ litro de agua
» D2.5 cc/ litro de agua
» D3. 7 cc/ litro de agua

Ventajas:

> No requiere equipo exclusivo
» Esfacil de instalar a circunstancias basicas utilizando el material disponible localmente

> Extrae de forma sencilla la esencia del material vegetal a usarse

Materiales
> Balanza digital
» Agua destilada
» Malla o tela fina (coladera domestica)
> Recipientes de plastico (botellas de un litro)
» Molino manual (de los que utilizan para moler maiz)
» Materiales de oficina (rotulador, cinta, hojas de papel)
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TECNICA

1.- Fijar el molino en una mesa o base estable y regular el disco moledor (fig.3)

Figura 4: Proceso de estabilizacion del molino.

2.- Afadir el material vegetal y moler hasta conseguir una pasta fina (fig.4)

Figura 5: Obtencién de la pasta de higuerilla.

3.-Pesar la pasta extraida con la ayuda de una gramera digital (fig.5)

Figura 6: Proceso de pesado de pasta de higuerilla.
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4.-Colocar la pasta en una botella y afiadir agua destilada en relacion a la concentracion

requerida y luego dejamos reposar durante 24 horas a temperatura ambiente (fig.6)

Figura 7: Formulacion de concentraciones.

6.-Colar la solucién con una tela tipo malla para eliminar todos los restos vegetales (fig.7)

Figura 8: Proceso de eliminacién de impurezas.

8.-Verter la solucion obtenida que contiene el extracto en una botella pastica previamente

etiquetada (fig.8)

Figura 9: Obtencion y rotulacion del extracto.
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Técnicas para la identificacion de nematodos del género (Meloidogyne incognita)

Los nematodos formadores de n6dulos en cultivos ornamentales, no solamente afecta en forma
directa, sino que también predisponen a la planta al ataque de otros patdgenos del suelo. El
efecto en la planta hospedera se manifiesta en forma de poco crecimiento, clorosis
marchitamiento, baja productividad y en casos severos muerte de la planta (Solano, Esquivel,
Molina, & Moreta, 2015)

Fase de campo:

Mediante la observacion directa podemos identificar la sintomatologia que expone un cultivo
frente al ataque de nematodos, ya que la planta presentar anomalias como: enanismo, marchitez
prematura, decoloracion en las hojas, exceso de ramificaciones y pudriciones areas, en cuanto

la raiz presentara mal formaciones, nddulos o agallas acompafado de ataques bacterianos.
recoleccion de raices con presencia de nematodos

Una vez evidenciado la sintomatologia en la planta, que indican un posible ataque de
nematodos fitoparasitos, el siguiente paso es identificar el rango de nodulacion que presente la
raiz expuesta en la (tabla 13), para posterior tomar las muestras enfermas y llevarlas a un

laboratorio para su identificacion.

Tabla 12: Escala de nodulacién del Proyecto Internacional Meloidogyne (PIM).

Grado de nodulacion % de nddulos en el sistema
radicular
Raiz sana sin presencia de nédulos
1-2 nodulos
3-10 n6dulos
11-30 nddulos
31-100 nddulos
+ de 100 nddulos

g~ W NPk O

Elaborado por: (Chimba, 2020)

Fuente: (Rodriguez & Palomo, 2015)

Para observar el grado de severidad que se encontraba la raiz se tomd en cuenta la escala de
nodulacién del (PIM), en donde se optd por seleccionar las raices que se encuentran en grado
2, que va desde 3 — 10 nddulos por raiz, que representa el 30 % del sistema radicular expuesto

a dafio por nematodos.
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Fase de laboratorio:

Pesamos 50g raiz grado 4, las maceramos para extraer nematodos segun lo descrito por (Pérez,
2017) a este proceso se le suman las modificaciones sugeridas por Quimbiulco (com. pers.),

las cuales fueron probadas y validadas en esta investigacion.

Observacion: las observaciones se realizaron utilizando un microscopio variado a 100X, luego
se procedio a realizar la comparacion morfologica de los diferentes tipos de nematodos
descritos por varios autores (Eser et al. 1967, Lépez y Dickison 1967, Teylor y Saser 1968,
Whitehead 1967), luego se procedid a tomar fotografias bajo el microscopio con la ayuda de

una camara fotogréafica de 13 Mpx /1.9 con flash LED.
Meétodo de conteo

El conteo se realizd estabilizando un volumen de 100 microlitros de la solucion compuesta de
nematodos sobre un porta objetos y esta seria colocada sobre la placa de microscopio para su

observacion.

Para hacer el recuento poblacional se consideré como individuo contable a todo nematodo que
presentaba algun tipo de actividad o movimiento sobre toda la superficie de la solucién. Para
evitar el conteo repetitivo de los mismos nematodos, se aconseja estabilizar manualmente el
movimiento de la placa del microscopio en forma de zig-zag comenzando desde la parte

superior izquierda y asi consecutivamente hasta verificar todo el contorno de la muestra.
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PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION Y CONTEO DE NEMATODOS
FITOPARASITOS ASOCIADOS A LA RAIZ DE TOMATE.

Objetivo.

« Extraer nematodos fitoparasitos asociados a la raiz de tomate de rifion.

« Establecer densidades poblacionales de nematodos fitoparasitos a partir de raices.
Fundamento.

Meétodo de extraccion de nematodos formadores de agallas del género (M. incognita) a

partir de raices.
Método de maceracioén de las raices.

Pérez (2017), menciona que para la extraccion de nematodos de las muestra de raices utiliza el
siguiente procedimiento: a) lavado de las raices con agua, b) secado a temperatura ambiente,
C) pesaje de 25g en una balanza digital, d) corte transversal de trozos de raices de 1 cm e)
ponerla en una batidora y afiadir agua en cantidad suficiente para cubrir justamente las cuchillas
de la batidora, f) macerar las submuestras de raices y cascaras finas durante intervalo de 5
segundo, o bien de 10 segundos para raices mas duras, y esperar brevemente a que la suspension
repose entre las dos maceraciones, g) verter cuidadosamente la suspension de raices en agua

sobre papel absorbente y recolectar la solucion obtenida para la observacion en el microscopio.
Variacion al método de extraccion de nematodos formadores de agallas a partir de raices.

De acuerdo a este método descrito por (Pérez, 2017), se observd la necesidad de modificar el
proceso para la extraccion de nematodos en donde: a) se procedid a recolectar muestras de raiz
infectadas con nodulos, b) lavar las raices para eliminar los excesos de tierra existentes, c)
retirar los nodulos y deformaciones con la ayuda de una tijera o un bisturi, d) a la muestra
obtenida la pesamos y agregamos agua en una relacion de (1:3) equivalente a un gramo de
muestra + 3ml de agua destilada, €) triturar la muestra suavemente con la ayuda de un mortero,
f) pasar la solucion que contiene los nematodos a través de una malla fina y recolectar en un

recipiente de cristal para su observacion.
Ventajas:

> No requiere equipo exclusivo.

» Extrae nematodos fitoparasitos vivos en corto tiempo.
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Materiales: Piseta -bisturi -cajas de petri -porta y cubre objetos -materiales de oficina.
TECNICA

1.- Recolectar muestras de raiz con presencia de nodulos o deformaciones (fig.9)

Figura 10: Obtencidn de muestras de raiz afectadas.

2.- Seleccionar muestras con presencia de nodulacién grado 2 verificar tabla N.-13 (fig.10)

Figura 11: Seleccién de raiz con nodulacion grado 2.

3.-Lavar la raiz para eliminar los excesos de tierra (fig.11)

Figura 12: Proceso de limpieza de raiz.
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4.-Pesar 100 gramos de raiz previamente lavadas (fig.12)

Figura 13: Proceso de pesar raiz con la ayuda de una gramera digital.

5.-Macerar la raiz con la ayuda de un mortero y afiadir agua destilada en relacion 3:1
correspondiente a (1 gramo de raiz en 3 ml de agua), luego procedemos a triturarla (fig.13)

Figura 14: proceso de maceracion de raiz.

7.- Pasar la solucion que contiene los nematodos a través de una malla fina y recolectar en un

recipiente de cristal (fig.14)

Figura 15: Recoleccion de solucion que contiene los nematodos.
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8.- Con la ayuda de una micropipeta extraer 100 microlitros de la solucion macerada y colocar

uniformemente sobre una placa porta objetos (fig.15)

Figura 16: Proceso de establecimiento de solucién sobre el porta objetos.

9.- Para realizar el conteo de nematodos primero se debe estabilizar la placa del microscopio
de manera que se pueda realizar movimientos en forma de zig zag empezando desde la parte

superior izquierda de la muestra (fig.16)
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Figura 17: Esquema de conteo en Zigzag.

10.- Contar nematodos vivos y determinar que la solucién contenga entre 5 0 6 nematodos

vivos por cada 100 microlitros (fig.17)

Figura 18. Proceso de conteo de nematodos.
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10. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

Caracterizacion botéanica de la higuerilla

Las muestras botanicas de la higuerilla fueron recolectadas en la hacienda Salache
perteneciente a la Universidad Técnica de Cotopaxi con ubicacion geografica X=1°0'1.18"S
Y=8°375.34"0 en una altura de 2705 msnm.

Ricinus communis L. de nombre comun Higuerilla perteneciente a la familia Euphorbiaceae de

la variedad Ecuatoriana Blanca.
Descripcion botanica

Figura 19: Ricinus communis L. variedad Ecuatoriana Blanca.

Es una planta silvestre tipo arbusto que alcanza una altura de 1.90 metros.

Figura 20: descripcion de la raiz

Posee una raiz pivotante de buen anclaje, con numerosas raices secundarias a poca profundidad

46



Figura 21: Descripcion del tallo.

Esta planta posee un tallo principal recto seccionado por entrenudos, hueco en su parte interior

y de coloracion verde parpura.

Figura 22: Descripcion de hojas

Presenta hojas alternas pecioladas, dentadas y palmeadas dividida en 7 segmentos de

coloracion verde obscuro.

Figura 23: Descripcion de flores.

Sus flores estan agrupadas en una panicula terminal que mide 25 cm de largo de color amarillo
claro y presenta numerosos estambres y filamentos.
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Figura 24: Descripcion de frutos.

Sus frutos son capsulas globosas generalmente espinosas de coloracion verde y se vuelven

cafés en la maduracién.

Figura 25: Descripcion de semillas.

Sus semillas son pequefias y lisas su coloracion esta entre café claro y café obscuro rodeado
por puntos de color negro.

Consideraciones generales

La higuerilla esta distribuida en varios paises del mundo, se lo puede encuentra en los bordes
de caminos, quebradas, rios, en solares, en huertas y también sembrada alrededor de cultivos
comerciales ya que en la antigliedad se usaba frecuentemente como repelente de plagas gracias
a sus principios toxicos. Su adaptacion se debe a que esta planta presenta un buen sistema de
raices que le permite explorar areas relativamente profundas, posee gran poder de resistencia a

la sequia y no es exigente en suelos con abundante materia organica.
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Figura 26:Proceso de herborizacion

Este proceso se lleva a cabo mediante la deshidratacion y prensado de la muestra recolectada

en campo

Cunando las muestras ya pasaron por el proceso de prensado y secado se procede a guardarlas
en el herbario, cada ejemplar debe llevar una leyenda en una etiqueta que describan sus
principales caracteristicas botanicas.

Etiqueta 2: Etiqueta de identificacion de la higuerilla

(a) FLORA DEL ECUADOR

(c) Ricinus communis L. (b) Euphorbiaceae

(d) P. Chusin, Nov-2019

(e) ECUADOR, Provincia de Cotopaxi, Canton Latacunga, Salache
Grande, Campus CEYPSA.

(f) X:1°0'1.18"S Y:8°375.34"0 Alt. 2705 msnm

(9) Arbusto de 1,90 m, tallos huecos, ramificados y de color verde
pUrpura con poco recubrimiento de cera, hojas partidas en 7
segmentos, sus bordes dentados de tamafo irregular, las flores se
encuentran en racimos, tienen color rojo y amarillo con varios
estambres y los frutos son capsulas espinosas que contienen 3
semillas. Actualmente en el sector no presenta ningun uso especifico.
(h) N.C. Higuerilla

(i) P. Chusin 001 (k) 15-Nov-2019
(j) W. Chimba & J. Yanza

(I) HERBARIO UTCEC — CAREN
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Protocolo para elaborar extractos acuosos a partir de material vegetal utilizando el

método de maceracion:

1.- Fijar el molino en una mesa o base estable y regular el disco moledor.
2.- Afadir el material vegetal y moler hasta conseguir una pasta fina.

3.- Pesar la pasta extraida con la ayuda de una gramera digital.

4.- Colocar la pasta en una botella y afadir agua destilada en relacién a la concentracion

requerida y luego dejamos reposar durante 24 horas a temperatura ambiente.
5.- Colar la solucion con una tela tipo malla para eliminar todos los restos vegetales.
6.- Verter la solucion obtenida que contiene el extracto en una botella pastica etiquetada.

formulacién de concentracién y dosis Para formular la concentracion y dosis del extracto se

tomo6 como referencia la ficha técnica del producto Nemagquill (anexo 1).

Figura 27: Composicion garantizada de Nemaquill Organico descrita por Arvensis.

COMPOSISION Y RIQUEZA
Materia Organica Total 30,5% p/p (35% p/v|
Densidad 1,15 g/cc
pH 42

CC Emitido por BCS en conformidad con la requlacion (CE) n°
889/2008 [UE), USDA/NOP-Final rule [EEUU,) 205.203(c)(3] ¥
JAS No. 1605 [Japon), para el uso en la agricultura organica
como fertilizante,

(Arvensis, 2010)

Para formular la concentracion de extracto se tomé como referencia la concentracion del
producto Nemaquill (35% p/v) y los indicadores peso/volumen (p/v) donde una solucion de
(35% p/v) tendra 35 gramos de soluto por cada 100 ml de solvente, de acuerdo a esto
obtendremos lo siguiente: 350 gr de pasta de higuerilla disuelto en 1litro de agua entonces
tendremos 35%p/v del extracto a base de higuerilla.
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Implementacion protocolo de extraccion y conteo poblacional de nematodos fitoparasitos

utilizando el método de maceracion de las raices.

1.- Recolectar muestras de raiz con presencia de nddulos o deformaciones.

2.- Seleccionar muestras con presencia de nodulacién grado 2 verificar tabla N.-13.
3.-Lavar la raiz para eliminar los excesos de tierra.

4.-Pesar 100 gramos de raiz previamente lavadas.

5.-Macerar la raiz con la ayuda de un mortero y afadir agua destilada en relacion 3:1

correspondiente a (1 gramo de raiz en 3 ml de agua), luego procedemos a triturarla.

6.- Pasar la solucion que contiene los nematodos a traves de una malla fina y recolectar en un

recipiente de cristal.

7.- Con la ayuda de una micropipeta extraer 100 microlitros de la solucién macerada y colocar

uniformemente sobre una placa porta objetos.

8.- Para realizar el conteo de nematodos primero se debe estabilizar la placa del microscopio
de manera que se pueda realizar movimientos en forma de zig zag empezando desde la parte

superior izquierda de la muestra.

9.- Contar nematodos vivos y determinar que la solucion contenga entre 5 0 6 nematodos vivos

por cada 100 microlitros.

Técnica de conteo de nematodos

Para hacer el recuento poblacional se consideré como individuo contable a todo nematodo que

presentaba algun tipo de actividad o movimiento sobre toda la superficie de la solucion.

Para evitar el conteo repetitivo de los nematodos, se aconseja estabilizar manualmente la placa
del microscopio, de tal forma que el movimiento del cubre objetos pueda seguir la forma de
zig-zag comenzando desde la parte superior izquierda y asi consecutivamente hasta verificar

toda la muestra como se observa a continuacion:
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Figura 28:Secuencia de conteo poblacional de nematodos fitoparasitos dentro de un porta objetos.
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Fuente: (Ramos, 2015)

Cuadros de comparacion poblacional entre gramos de suelo y mililitros de solucion
nutritiva (PDA).

Tabla 13: Poblacion de nematodos en un gramo de suelo.

Rango Descripcion Numero de nematodos en un

gramo de suelo

1 Poblacion media 1.5 nematodos

2 Poblacién alta 2 nematodos

Elaborado por: (Quimbiulco y Chimba, 2020)

Tabla 14: Poblacidon de nematodos en un mililitro de solucién nutritiva.

Rango Descripcion Numero de nematodos en un ml
de solucion (PDA)

1 Poblacion media 1.6 nematodos
2 Poblacién alta 3 nematodos

Elaborado por: (Quimbiulco y Chimba, 2020)



Determinacion de la dosis del extracto que presenta mayor efectividad para controlar

nematodos fitoparasitos bajo condiciones de laboratorio.

En el (anexo 2) se presenta la poblacion de nematodos que fueron aislados en medios de cultivo
(PDA), antes recibir los tratamientos en estudio, con valores que oscilan entre 24 y 42
nematodos por cada 15ml de (PDA), considerando una temperatura de 27° C, situaciéon que
proporciono condiciones adecuadas para mantener nematodos vivos, y que estos presenten

reacciones a los tratamientos evaluados.

Tabla 15: Analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad a las 5 horas de aplicacion
ADEVA.

F

F.V. SC al CM F p-valor critico
Modelo 31319,03 13 2409,16 89,13 <0,0001 ** 2,198
Repeticiones 118,49 2 59,24 2,19 0,1355 ns 3.443
Nematicida 19938,85 1 19938,85 737,64 <0,0001 ** 4,301
Poblacion 395,81 1 395,81 14,64 0,0009 * 4,301
Dosis 7249,38 2 3624,69  134,1 <0,0001 ** 3,443
Nematicida*Poblacion 472,99 1 472,99 17,5 0,0004 * 4,301
Nematicida*Dosis 1898,08 2 949,04 3511 <0,0001 ** 3,443
Poblacion*Dosis 637,83 2 318,92 11,8 10,0003 * 3,443
Nematicidas*Poblacion*Dosis 607,6 2 303,8 11,24 0,0004 * 3,443
Error 594,67 22 27,03
Total 31913,7 35

CV: 12,36

Promedio: 42,05 %

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de la tabla 15, se observa que el F calculado
de los tratamientos es mayor para el F critico, a un nivel de confianza del 95% lo que indica
que son significativos, por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa (H) y se rechaza la
hipétesis nula (Ho) con respecto al control de nematodos. El control de nematodos se indica de
acuerdo a la significancia entre tratamientos por medio de una prueba de TUKEY al 5%. El
coeficiente de variacion es confiable, lo que significa que del 100% el 12.36% fueron diferentes
y el 87,64% de observaciones fueron confiables.

53



Tabla 16: TUKEY al 5% para el porcentaje de mortalidad a las 5 horas de aplicacion.

Tratamientos Medias Rango
N2P1D3 Orgénico Comercial (Nemagquill) + Rango

poblacional medio — 7 cc/litro 100 A
N2P2D3 Organico Comercial (Nemaquill) + Rango

poblacional alto — 7 cc/litro 889 A B
N2P1D2 Organico Comercial (Nemaquill) + Rango

poblacional medio — 5 cc/litro 75,92 B
N2P2D1 Organico Comercial (Nemaquill) + Rango

poblacional alto — 3 cc/litro 44,45 C
N2P2D2 Organico Comercial (Nemaquill) + Rango

poblacional alto — 5 cc/litro 42,59 C
N2P1D1 Orgéanico Comercial (Nemaquill) + Rango

poblacional medio — 3 cc/litro 41,67 C
N1P2D3 Orgénico (Higuerilla)+ Rango poblacional alto

— 7 ccllitro 33,34 C D
N1P1D3 Orgénico (Higuerilla)+ Rango poblacional

medio — 7 cc/litro 22,23 D E
N1P1D2 Orgénico (Higuerilla)+ Rango poblacional

medio — 5 cc/litro 18,52 D E
N1P2D2 Orgénico (Higuerilla)+ Rango poblacional alto

-5 cc/litro 14,82 E
N1P1D1 Orgéanico (Higuerilla)+ Rango poblacional

medio 3 cc/litro 13,89 E
N1P2D1 Orgénico (Higuerilla)+ Rango poblacional alto

— 3 cc/litro 8,33 E

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

En la tabla 16, se observa 7 rangos de significacion estadistica, entre los cuales el tratamiento
N2P1D3, presenta un valor de significancia alta (A) del 100%, el tratamiento N1P2D3,
presenta un valor de significativo medio - bajo (CD) del 33,34%, los tratamientos N1P1D3 y
los tratamientos N1P2D2, N1P1D1 y N1P2D1 presentan un valor de significancia muy bajo
(E) de 14,82%, 13,89% Yy 8,33% respectivamente.

El tratamiento convencional (Nemaquill) es un producto que incorpora en su composicién
enzimas como las Quitinasas y Celulasas e incorporadas al producto en materia organica,
obtenido a partir de extractos acuosos de diferentes plantas que al ser aplicados en el suelo
libera las enzimas que tienen en la materia organica, degradando esta la quitina de los huevos

de nematodos, reduciendo asi las extensas poblaciones.
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El simple hecho de que el producto Nemaquill actué también sobre los estados inmaduros de
nematodos lo hace mas efectivo, debido a que esto garantiza el control en futuras generaciones
(Ramirez, 2012).

Por otra parte, el tejido de la higuerilla libera compuestos tdxicos y 2 lectinas: la ricina y la
Ricinus aglutinina, las dos con la capacidad de adheriste fuertemente a los anfidios de los
nematodos fitoparasitos incluidos principalmente los formadores de nédulos o agallas en la raiz

Meloidogyne incognita y modificar su comportamiento quimiotactico (Ramirez, 2012).

Figura 29:Analisis de medias de los tratamientos en el porcentaje de mortalidad a las 5 horas

de aplicacion.
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Elaborado por: (Chimba, 2020)

En el grafico 29 se observa la prueba de comparacion de las medias de la interaccion entre los
tratamientos para el rendimiento obtenido sobre el control de nematodos asociados al cultivo
de tomate de rifion, y se observa diferencias significativas entre los tratamientos a las 5 horas
de aplicacion de los productos, indicando asi que el tratamiento N1P1D3 presenta 22,23% de
mortalidad de nematodos, el tratamiento N1P2D3 PRESENTA el 33,34% de mortalidad de

nematodos por otra parte en tratamiento N2P1D3 presenta el 100% de mortalidad de nematodos
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Tabla 17: TUKEY al 5% para nematicidas en el porcentaje de mortalidad a las 5 horas de

aplicacion.
Nematicidas Medias
N2 6559 A
N1 18,52 B

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

En la tabla 17 se detalla 2 rangos de significacion estadistica entre los dos nematicidas, asi que
el N2 Organico Comercial (Nemaquill), presenta un valor de significancia alto (A) de 65,59%,
seguido por la N1 Orgéanico (Higuerilla) que presenta un valor de significancia medio-bajo B
de 18,52%.

Figura 30: Analisis de medias de los nematicidas en el porcentaje de mortalidad a las 5 horas

de aplicacion.
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Elaborado por: (Chimba, 2020)

En el grafico 30 se observa la prueba de comparacion de las medias entre los dos nematicidas
y el porcentaje de mortalidad a las 5 horas después de la aplicacién de los productos, y como
se puede observan, el N2 (Nemaquill) presenta una respuesta rapida de control de nematodos

a comparacion del N1(Higuerilla) que presenta un porcentaje de control bajo.
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Tabla 18: Analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad a las 18 horas de aplicacién

ADEVA.

F.V. SC al CM F p-valor F critico
Modelo 1027,67 13 79,05 531 0,0003 * 2,198
Repeticiones 63,44 2 31,72 2,13 0,1428 ns 3.443
Nematicida 396,14 1 396,14 26,59 <0,0001 ** 4,301
Poblacion 25,98 1 25,98 1,74 0,2003  ns 4,301
Dosis 236,93 2 118,47 7,95 0,0025 ns 3,443
Nematicida*Poblacion 25,98 1 25,98 1,74 0,2003 ns 4,301
Nematicida*Dosis 236,93 2 118,47 7,95 0,0025 ns 3,443
Poblacion*Dosis 21,13 2 10,57 0,71 0,5029 ns 3,443
Nematicida*Poblacion*Dosis 21,13 2 10,57 0,71 0,5029 ns 3,443
Error 327,76 22 14,9
Total 1355,43 35

C.V. 3,99

Promedio 96,68

De acuerdo a los resultados obtenidos en el andlisis de la tabla 18, se observa que el F calculado

de los tratamientos es mayor para el F critico, a un nivel de confianza del 95% lo que indica

que son significativos, por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa (Ha) y se rechaza la

hipdtesis nula (Ho) con respecto al control de nematodos. El control de nematodos se indica de

acuerdo a la significancia entre tratamientos por medio de una prueba de TUKEY al 5%. El

coeficiente de variacion es confiable, lo que significa que del 100% el 3,99% fueron diferentes

y el 96,01% de observaciones fueron confiables.
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Tabla 19: TUKEY al 5% para el % de mortalidad a las 18 horas de aplicacion.

Tratamientos Medias

N2P1D3 100 A

N2P1D2 100 A

N2P1D1 100 A

N2P2D3 100 A

N2P2D2 100 A

N2P2D1 100 A

N1P2D3 100 A

N1P1D3 100 A

N1P1D2 96,31 A B
N1P1D1 88,89 A B
N1P2D2 88,88 A B
N1P2D1 86,12 B

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

En la tabla 19 se observa 3 rangos de significacion estadistica, los tratamientos, N2P1D3
presenta un valor de significancia alta (A) del 100%, EL tratamiento N1P1D2 presenta un valor
de significancia medio (AB) de 96,31. El tratamiento N1P2D1 presenta un valor de

significancia bajo medio (B) de 86,12 respectivamente.

Figura 31: Analisis de medias de los tratamientos en él % de mortalidad a las 18 horas de

aplicacion.
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Elaborado por: (Chimba, 2020)
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En el grafico 31 se observa diferencias significativas entre los tratamientos indicando asi que
la mayoria de tratamientos expuestos al nematicida Organico Comercial (Nemaquill) presentan
mortalidad en un rango de tiempo de 5 horas después de la aplicacion del producto por otra
parte el extracto de Higuerilla que presento el 100% de mortalidad en dos tratamientos
(N1P2D3 Y N1P1D3) y el tratamiento que presento menor porcentaje de mortalidad de
nematodos es el tratamiento (N1P2D1) correspondiente al nematicida de Higuerilla con un

porcentaje de mortalidad del 86,12%.

Tabla 20: TUKEY al 5% para nematicidas en el porcentaje de mortalidad a las 18 horas de

aplicacion.

Nematicidas Medias
N2 100 A
N1 93,37 B

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

En la tabla 20 se detalla 2 rangos de significacion estadistica entre los dos nematicidas, asi que
el N2 Organico Comercial (Nemaquill), presenta un valor de significancia alto (A) de 100%,
seguido por la N1 Organico (Higuerilla) que presenta un valor de significancia medio B de
93,37%.

Figura 32: Analisis de medias de los nematicidas en él % de mortalidad a las 18 horas de

aplicacion.
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Elaborado por: (Chimba, 2020)
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En el gréafico 32 se observa la prueba de comparacién de las medias entre los dos nematicidas
y el porcentaje de mortalidad a las 18 horas después de la aplicacion de los productos, y como
se puede observar, el nematicida N1(Higuerilla) que presenta un valor de significancia B con

un rango general de 93,37% de efectividad.

Tabla 21: Andlisis de varianza para el porcentaje de mortalidad a las 24 horas de aplicacion

ADEVA.

p-valor F
F.V. SC gl CM F critico
Modelo 130,08 13 10,01 1,81 0,107 Ns 2,198
Repeticiones 11,54 2 577 1,04 0,3697 Ns 3.443
Nematicidas 48,07 1 48,07 8,68 0,0075 Ns 4,301
Poblacion 0,21 1 0,21 0,04 0,8457 Ns 4,301
Dosis 26,93 2 13,47 2,43 0,1112 Ns 3,443
Nematicidas*Poblacion 0,21 1 0,21 0,04 0,8457 Ns 4,301
Nematicidas*Dosis 26,93 2 13,47 2,43 0,1112 Ns 3,443
Poblacion*Dosis 8,09 2 4,04 0,73 0,4932 Ns 3,443
Nematicidas*Poblacién*Dosis 8,09 2 4,04 0,73 0,4932 Ns 3,443
Error 121,87 22 5,54
Total 251,95 35
C.V 2,38

Promedio: 98,84 %

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de la tabla 21, se observa que el F calculado
de los tratamientos es mayor para el F critico, a un nivel de confianza del 95% lo que indica
que son significativos, por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa (Ha) y se rechaza la
hipotesis nula (Ho) con respecto al control de nematodos. El control de nematodos se indica de
acuerdo a la significancia entre tratamientos por medio de una prueba de TUKEY al 5%. El
coeficiente de variacion es confiable, lo que significa que del 100% el 2,38% fueron diferentes

y el 97,62% de observaciones fueron confiables.
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Tabla 22: TUKEY al 5% para el % de mortalidad a las 24 horas de aplicacion.

Tratamientos

Medias

N2P1D3
N2P1D2
N2P1D1
N2P2D3
N2P2D2
N2P2D1
N1P2D3
N1P1D3
N1P2D2

N1P1D1
N1P1D2

N1P2D1

100
100
100
100
100
100
100
100
98,15

97,22
96,31

94,45

>> > 2> > 2> > > > > >

>

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

En la tabla 22 se puede observar que todos los tratamientos evaluados presentan valores de
mortalidad del 94,45 al 100% lo que representa un valor de significancia alta (A). entonces se

puede derivar que el nematicida organico (Nemaquill) al igual que el extracto de (higuerilla)

presentan resultados similares en cuanto al control de nematodos.

Figura 33: Analisis de medias de los tratamientos en el porcentaje de mortalidad a las 24 horas

de aplicacion.
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Elaborado por: (Chimba, 2020)
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En el grafico 33 se observa la prueba de comparacion de las medias de la interaccion entre los
tratamientos para el rendimiento obtenido sobre el control de nematodos asociados al cultivo
de tomate de rifidn, y se observa que todos los tratamientos no presentan diferencias
significativas entre los tratamientos indicando asi que todos los tratamientos expuestos al
producto Organico Comercial (Nemaquill) y Organico (Higuerilla) en diferentes rangos
poblacionales y dosis representan un rango de valor alto tipo (A) del 94,45 al 100% de

mortalidad de nematodos.

Tabla 23: TUKEY al 5% para nematicidas en el porcentaje de mortalidad a las 24 horas de

aplicacion.
Nematicidas Medias
2 100 A

97,69 B

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

En la tabla 23 se detalla 2 rangos de significacion estadistica entre los dos nematicidas, asi que
el N2 Orgéanico Comercial (Nemaquill), presenta un valor de significancia alto (A) de 100%,
seguido por la N1 Organico (Higuerilla) que presenta un valor de significancia medio B de

97,69% respecivamente.

Figura 34: Analisis de medias de los nematicidas en el porcentaje de mortalidad a las 24 horas

de aplicacion.
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Elaborado por: (Chimba, 2020)
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En el gréafico 34 se observa la prueba de comparacién de las medias entre los dos nematicidas
y el porcentaje de mortalidad a las 24 horas después de la aplicacion de los productos, y como
se puede observan, el N2 (Nemaquill) present6 un porcentaje de mortalidad del 100% en todos
sus tratamientos ya a las 18 horas, comparacion del N1(Higuerilla) que presenta el 100% de
mortalidad a las 24 horas solo en solo dos tratamientos (N1P2D3 Y N1P1D3) en cuanto a los
tratamientos (N1P2D2, N1P1D1, N1P1D2 y N1P2D1), presentan porcentaje de mortalidad de
valores entre 98,15%, 97,22, 96,31 y 94,45,lo que representa un alto (A) rango de mortalidad

de nematodos respectivamente.

Tabla 24: TUKEY al 5% para tratamientos con mejor porcentaje de mortalidad a las 5 horas
de aplicacion.

Tratamientos Medias

N2P1D3 100 A

N1P1D3 22,23 B

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

En la tabla 24 se detalla 2 rangos de significacion estadistica, entre el mejor tratamiento del
poroducto Organico Comercial (Nemaquill) y Organico (Higuerilla), a las 5 horas despues de
su exposicion a los nematiciadas, en donde el nematicida comerial (Nemaquil) presento un
valor de significancia alto (A) con el 100% de mortalidad, por otra parte el nematicida Organico

(Higuerilla) representd un valor de significancia medio-bajo B de 22,23%.

Figura 35: Analisis de medias de los tratamientos en él % de mortalidad a las 5 horas de
aplicacion.

104,00 A
©
@
e
(—3 82,00
S
=
3 60,00
(]
‘©
c
8 3800
(@]
a
16,00 -
N1P1D3 N2P1D3
Nematicidas*Poblacion*Dosis

Elaborado por: (Chimba, 2020)
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En el grafico 35 se observa el analisis de las medias de los tratamientos en el porcentaje de
mortalidad entre el mejor tratamiento del poroducto Organico Comercial (Nemaquill) y
Orgéanico (Higuerilla), a las 5 horas despues de su exposicion a los nematodos, en donde el
nematicida comerial (Nemaquil) en un rango poblacional medio y con dosis de 7 cc/litro,
presento el 100% de control de nematodos, por otra parte el nematicida Organico (Higuerilla)

en un rango poblacional medio y con dosis de 7 cc/litro reporesento una mortalidad del 22,23%.

Figura 36: Analisis de medias de los tratamientos en el porcentaje de mortalidad a las 18 horas

de aplicacion.

101,00y

100,50+

100,001

99,501

Porcentaje de mortalidad

99,00
N1P1D3 N2P1D3

Nematicidas*Poblacion*Dosis

Elaborado por: (Chimba, 2020)

En el grafico 36 se observa las medias de los tratamientos en el porcentaje de mortalidad de
nematodos a las 18 horas de aplicacion del producto, en donde se puede observar que el
tratamiento N1P1D3 presentan un control del 100% respectivamente. Indicando asi que el
mejor tratamiento de la evaluacion con Nemaquill es el N2P1D3 que presenta un porcentaje de
mortalidad del 100% a las 5 horas despues de su aplicacion. Por otra parte, el mejor tratamiento
de la evaluacién con el extracto de Higuerrilla es el N1P1D3 que presenta un porcentaje de
mortalidad del 100% a las 18 horas despues de su aplicacion. Indicando asi que, tanto el
nematicida organico comercial Nemaquill, como el nemaicida elaborado a base de semillas de
higuerilla presentan tener efectividad para el control de nematodos fitoparasitos asociados al

cultivo de tomate de rifién bajo condiciones de laboratorio.
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Resumen de resultados obtenidos
Caracterizacion botanica de la higuerilla

Se realizo la caracterizacion botéanica de la higuerilla, deduciendo mediante respaldo técnico y
bibliografico que la semilla de higuerilla utilizada para la elaboracion del extracto acuoso
pertenece a la variedad. Ecuatoriana blanca la misma que paso por un proceso de herborizacion
dejando dos muestras en el herbario de la institucion “flora del Ecuador” con los nimeros de

deposito Morales, Chusin y Chimba 2239, 2240 (UTCEC).

Protocolo para elaborar extractos acuosos a partir de material vegetal utilizando el

método de maceracion.

Se modifico la técnica para elaborar extractos acosos descrito por los autores (Sabillon y
Bustamnte, 1995), donde resulto ser necesario realizar unas modificaciones en los procesos,
debido a que las muestras vegetales que los autores utilizaron en su investigacion no coincidian

en nuestro estudio.

Implementacion protocolo de extraccion y conteo poblacional de nematodos fitoparasitos

utilizando el método de maceracion de las raices.

Se modifico la técnica para extraer nematodos fitoparasitos descrito por (Pérez C. P., 2017),
en donde resulto ser necesario realizar unas modificaciones debido a que la técnica no resulto
se tan efectiva para extraer nematodos vivos, a este proceso se suma el proceso de conteo de
nematodos fitoparasitos descrito por (Quimbiulco y Chimba 2019), las cuales fueron probadas

y validadas en esta investigacion.

Determinacién de la dosis del extracto que presenta mayor efectividad para controlar

nematodos fitoparasitos bajo condiciones de laboratorio.

Para determinar la dosis del extracto con mayor efectividad para el control de nematodos se
realiz6 una evaluacién del efecto nematicida de los dos productos (Nemaquill e Higuerilla) en
donde se hizo un monitoreo del porcentaje de nematodos muertos en tiempos determinados.
Obteniendo como resultado mayor rapidez de control por parte del nematicida Nemagquill, en
cuanto al control de nematodos, los dos productos evaluados (Nemaquill e Higuerilla)

resultaron tener respuestas similares.
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Costo de produccidn del extracto acuoso a base de semillas de higuerilla

COSTO BENEFICIO
INVERSION CANTIDAD /UNIDAD VALORUNIT. [TOTAL

Materia Prima

Semillas de higuerilla 2 Kg 5,00 10,00
Agua destilada 6 Lt 1,25 7,50
SUBTOTAL 17,50
Mano de obra
Jornal 2 15 30,00
SUBTOTAL 30,00
Materiales de Laboratorio
Botellas plasticas 6 0,35 2,10
Recipientes 2 1,50 3,00
Molino Manual 1 25,00 0,25
Cernidor 2 2.50 0,05
Fundas plésticas 3 0,15 0,45
Guantes 2 0,30 0,60
Mascarillas 1 0,50 0,50
SUBTOTAL 7,40
Equipos de alquiler
Gramera digital 1 5,00 5,00
SUBTOTAL 5,00
TOTAL| 58,90

Elaborado por: (Chimba, 2020)

Para adquirir en el mercado medio litro del producto Nemagquill tiene un costo de 19,00$. Por
otra parte, para elaborar 5 litros de extracto acuoso necesitamos emplear 58,90 $ equivalente a
11,78 $ por cada litro de higuerilla. Dando como resultado la diferencia el precio para adquirir
los dos productos. Es por esto que resulta mucho mas econdmico elaborar el extracto a base de

semillas para el control de nematodos.
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11. IMPACTOS

» Técnicos

El proyecto genera impactos técnicos muy importantes en el &mbito agricola ya que presenta
resultados idéneos en cuanto al control de plagas que afectan en un caracter econémico al sector
productivo del tomate. Esta investigacion presenta la evaluacion de la efectividad del extracto
acuoso a base de semillas de higuerilla como método de control de nematodos en tomate bajo
condiciones de laboratorio, siendo asi una alternativa con impactos beneficiosos en la
poblacion y en la ampliacion de la informacion. ademas de disponer de dos protocolos la
primera para la elaboracion de extractos acuosos y la segunda para la extraccion y conteo de

nematodos fitoparasitos asociados al cultivo de tomate.
» Econdémicos

Esta investigacion genera impactos economicos benéficos en control de plagas ya que hoy en
dia las alternativas de control de plagas son muy agresivas y generan en la plaga resistencia,
estas alternativas presentadas necesitan tener continuacién de investigaciones para corroborar

resultados y generar mayor informacion.
» Sociales

Los impactos sociales generados en la investigacién son muy grandes ya que en la sociedad
actual el uso de productos quimicos nocivos para el control de insectos es muy grande y al
generar alternativas econdmicas y de buen impacto ambiental se convierten en resultados

importantes en la sociedad.
» Ambientales

Las alternativas de control de nematodos y el uso de correctas dosis de aplicacién son muy
importantes para no generar residualidad en los suelos y el ambiente y resistencia en los

individuos.
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12. PRESUPUESTO

Recursos. Cantidad. Unidad. V. Unitario | V. Total
1. Materia prima.
Semilla de Higuerilla 3 kg 10,00 30,00
SUBTOTAL 30,00
2. Mano de obra.
Evaluacion del extracto 4 jornal 15,00 60,00
SUBTOTAL 60,00
3. Insumos.
Nematicida Nemaquill 1 Y litro 19,00 19,00
SUBTOTAL 19,00
4. Materiales para campo.
Tijera de jardin 1 49,00 49,00
Fundas plasticas 2 rollos 2,5 5,00
Cinta métrica. 1 1 3.25 3,25
Guantes. 12 pares 0,30 3,60
Rollo de piola 1 1 3,25 3,25
Estilete 2 2 0.35 0,70
SUBTOTAL 64,80
5. Materiales para laboratorio.
Embaces plasticos 6 0,35 2,10
Muestras de raiz 8 kilo 2,00 16,00
Molino 1 25,00 25,00
Cajas petri 140 0,40 56,00
Papel absorbente 2 5,25 10,50
Dosificador 2 0,50 1,00
Gramera digital 1 41,00 41,00
SUBTOTAL 151,60
6. Transporte y alimentacion
Transporte 20 Bus 0,60 12,00
Alimentacion 20 Almuerzos 2,5 50,00
Varios 15 Gastos varios 15,00 15,00
SUBTOTAL 77,00
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7. Materiales de oficina.

Esferos 2 0,35 0,7
Cartulina 1 l&mina 0,5 0,5
Tijera 1 --- 0,45 0,45
Libreta 1 - 3,60 3,60
Resma de papel boom 1 3,00 3,00
Copias 500 0,3 1,50
Anillados 4 5,50 22,00
SUBTOTAL 31,75
TOTAL 434,15
Gastos Directos 317,15 %
Gastos Indirectos 117,00 $
Total 434,15 $
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13. CONCLUSIONES

» Se determiné que la semilla de higuerilla recolectada pertenece a la especie (Ricinus
communis L.) de la variedad Ecuatoriana Blanca que contiene un 48% de aceite, se
cultivan por encima de los 1200msnm, el tiempo de cosecha es de 5 — 7 meses, tiene
una produccién de 2 a 5 kilos por planta y presenta frutos dehiscentes. De la misma se
estan dejando dos muestras en el herbario de la institucion “flora del Ecuador” con los
numeros de depdsito Morales, Chusin y Chimba 2239, 2240 (UTCEC) el uso potencial
de la higuerilla se encuentra en la toxicidad de su semilla de modo que sus tejidos
liberan compuestos toxicos y dos lectinas, la ricina y la Ricinus aglutinina, ambas con
capacidad de adherirse a los anfidios de los nematodos fitoparasitos en especial de
Meloidogyne y modificar asi su comportamiento quimiotactico. Ademas, contiene
compuestos hidrosolubles disponibles para la elaboracion de bioinsecticidas.

> Para establecer el protocolo de elaboracion de extractos acuosos a base de material
vegetal, se probaron los procedimientos establecidos por (Lopez, 2011) titulado
“obtencion y aplicacion de extractos naturales” y (Sabillon y Bustamante, 1995)
conocida como la técnica para la obtencion de extractos a partir de material vegetal,
consiguiendo que estas dos técnicas antes mencionas no son completamente efectivas
para nuestro material botanico, por lo tanto la modificacion fue usar semillas de
higuerilla previamente trituradas con un molino, afadir agua destilada y mantener la
mezcla en constante agitacion durante 24 horas para que los componentes quimicos que
posee la semilla puedan ser liberados en la solucion acuosa y que esta presente accion
sobre los nematodos.

» Para Implementar el protocolo de extraccion y conteo poblacional de nematodos
fitoparasitos se probo el procedimiento establecido por (Pérez, 2017), titulado Método
de maceracion de las raices para extraer nematodos. El cual no demostré ser tan eficaz
por lo tanto establecimos que es necesario utilizar la escala de nodulacion del (PIM)
para extraer nematodos vivos con mayor eficacia y también establecimos que para
contar nematodos de una manera mas acertada debemos manipular oportunamente la
placa del microscopio siguiendo movimientos en forma zig zag verificando una y otra
vez por todo el contorno de la muestra.

> La dosis que presento mayor efectividad para controlar nematodos fitoparasitos bajo
condiciones de laboratorio es la dosis alta con 7 cc/ litro con el producto Nemaquill por
lo que presento el 100% de nematodos muertos a las 5 horas después de su aplicacion.

Por otra parte, el extracto de higuerilla con las mismas dosis presenta el 100% de
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mortalidad de nematodos a las 18 horas después de su aplicacién, por estas razones se
puede concluir que el nematicida Nemaquill presenta una respuesta casi inmediata en
cuanto al control de nematodos a diferencia del extracto de semillas de higuerilla que
presenta resultados después de varias horas por lo tanto concluimos que aceptamos la
hipdtesis alternativa (Ha) ya que el extracto acuoso a base de semillas de higuerilla si
presento efectividad como método de control de nematodos fitoparasitos en
condiciones de laboratorio.

Para elaborar 5 litros de extracto acuoso necesitamos emplear 59,90 $ equivalente a
11,78 $ por cada litro de higuerilla, a este valor se le puede comparar el costo de ¥z del
producto Nemaquill el cual para adquirirlo en el mercado tiene un valor 19,00$. Es por
esto que resulta mas economico y organico elaborar el extracto a base de semillas para

el control de nematodos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de los protocolos establecidos en esta investigacion de modo que
fueron probadas y validadas con efectividad.

Se recomienda el uso del extracto acuoso como método de control de nematodos
fitoparéasitos en laboratorio.

Se recomienda difundir esta informacion para que los productores de tomate conozcan
nuevas alternativas de control de plagas.

Realizar el mismo ensayo como segunda fase en condiciones de campo para evaluar el
control de nematodos en el cultivo de tomate de rifidn.

Realizar nuevas técnicas para extraer el ingrediente activo de la semilla de higuerilla
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15. ANEXOS

Anexo 1: Aval de inglés.

CENTRO DE IDIOMAS

Universidad
Técnica de
Cotopaxi

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad Técnica de
Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que: La traduccion del resumen del Proyecto de
Investigacion al Idioma Inglés presentado por el sefior estudiante: CHIMBA TAIPE
WILLIAM STALIN DE LA CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES, cuyo
titulo versa “EVALUACION DEL EXTRACTO ACUOSO A BASE DE SEMILLAS DE
HIGUERILLA (Ricinus communis L.) COMO METODO DE CONTROL DE
NEMATODOS EN TOMATE (Solanum lycopersicum L.) BAJO CONDICIONES DE
LABORATORIO”, que lo realiz6 bajo mi supervision y cumple con una correcta estructura

gramatical del Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo al peticionario hacer uso del

presente certificado de la manera ética que estime conveniente.

Latacunga, febrero de 2020
Atentamente,

- o /s ’ ' /’:T
7~ P Zol /7 :

Lic.MS. Edison Marcelo Pacheco Pruna K i )10\'
C.C. 0502617350 ) /7 eI MAS
DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS
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de datos evaluados.
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Anexo 2
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: (Chimba, 2019)
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Anexo 3: Promedio de mortalidad a las 5 horas después de la aplicacion de nematicidas.

Porcetaje de nematodos vivos
Tratamientos I I 11
N1P1D1 83,33 83,33 91,67
N1P1D2 88,88 77,79 77,79
N1P1D3 80,00 73,32 80,00
N1P2D1 91,68 91,68 91,68
N1P2D2 83,33 88,88 83,33
N1P2D3 80,00 53,33 66,68
N2P1D1 58,33 58,33 58,33
N2P1D2 27,79 27,79 16,67
N2P1D3 0,00 0,00 0,00
N2P2D1 58,33 58,33 50,00
N2P2D2 61,12 55,55 55,55
N2P2D3 13,33 13,33 6,68
Testigo 100,00 100,00 100,00

Forcetanje de nematodos muertos

TRATAMIENTOS | 1 11

N1P1D1 16,67 16,67 B33 Promedio

N1P1D2 11,13 22,21 22,21 48,29

N1P1D3 20,00 26,68 20,00

N1P2D1 8,33 8,33 8,33

N1P2D2 16,67 11,12 16,67

N1P2D3 20,00 46,68 33,33

N2P1D1 41,67 41,67 41,67

N2P1D2 72,21 72,21 83,33

N2P1D3 100,00 100,00 100,00

N2P2D1 41,68 41,68 50,00

N2P2D2 38,88 44 45 44 45

N2P2D3 86,68 86,68 93,33

Testigo 100,00 100,00 100,00
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Anexo 4: Promedio de mortalidad a las 18 horas después de la aplicacidén de nematicidas.

Porcetaje de nematodos vivos
Tratamientos | 1 ]|
N1P1D1 16,67 16,67 0,00
N1F1D2 5,54 5,54 0,00
N1F1D3 0,00 0,00 0,00
N1FZD1 25,00 8,33 8,33
N1PZ2D2 11,12 11,12 11,12
N1FZ2D3 0,00 0,00 0,00
NZF1D1 0,00 0,00 0,00
N2P1D2 0,00 0,00 0,00
NZ2P1D3 0,00 0,00 0,00
NZPZ2D1 0,00 0,00 0,00
N2P2D2 0,00 0,00 0,00
N2P2D3 0,00 0,00 0,00
Testigo 100,00 100,00 100,00

Porcetanje de nematodos muertos

TRATAMIENTOS | 1 11

N1P1D1 58,33 66,67 75,00 Promedio

N1P1D2 61,13 50,00 77,79 79,95

N1P1D3 73,32 73,32 80,00

N1P2D1 25,00 41,68 41,68

N1P2D2 44 45 50,00 50,00

N1P2D3 100,00 100,00 93,33

N2P1D1 91,67 91,67 91,67

N2P1D2 100,00 100,00 100,00

N2P1D3 100,00 100,00 100,00

N2P2D1 75,00 83,33 91,68

N2P2D2 883 A28 883 A28 883 A28

N2P2D3 100,00 100,00 100,00

Testigo 100,00 100,00 100,00

Elaborado por: (Chimba, 2019)
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Anexo 5: Promedio de mortalidad a las 18 horas después de la aplicacidén de nematicidas.

Porcetaje de nematodos vivos
Tratamientos | 1 1]
MN1PF1D1 8,33 0,00 0,00
N1P1D2 5,54 5,04 0,00
N1P1D3 0,00 0,00 0,00
N1P2D1 8,33 8,33 0,00
N1P2D2 0,00 0,00 5,25
N1P2D3 0,00 0,00 0,00
N2P1D1 0,00 0,00 0,00
N2P1D2 0,00 0,00 0,00
N2P1D3 0,00 0,00 0,00
N2P2D1 0,00 0,00 0,00
N2P2D2 0,00 0,00 0,00
N2P2D3 0,00 0,00 0,00
Testigo 100,00 100,00 100,00

Porcetanje de nematodos muertos

TRATAMIENTOS | 1 11

N1P1D1 58,33 66,67 75,00 Promedio

N1P1D2 61,13 50,00 77,79 79,95

N1P1D3 73,32 73,32 80,00

N1P2D1 25,00 41,68 41,68

N1P2D2 44 45 50,00 50,00

N1P2ZD3 100,00 100,00 93,33

NZ2P1D1 91,67 91,67 91,67

NZ2P1D2 100,00 100,00 100,00

N2P1D3 100,00 100,00 100,00

N2P2D1 75,00 83,33 91,68

N2P2D2 83,88 83,88 83,28

N2P2D3 100,00 100,00 100,00

Testigo 100,00 100,00 100,00
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Anexo 6: Informe de andlisis cromatografico de la semilla de higuerilla.

o:’. Ty

ye Bge B4

CIs

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL

CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOTECNOI.OGICAS DEL ECUADOR

INFORME FINAL

Guayaquil, 27 de Marzo de 2015

1. Condiciones de analisis
En I3 Tabla 1 se detallan las condiciones existentes en el laboratorio durante el desarrollo
del analisis.

| Tabla 1, Condiciones del andlisis
- Temperatura (°C) 218
~ Humedad (%) 529

2. Discusién de resultados

2.1 Screening Cromatografico
En la tabla 2 se presentan los compuestos detectados en |a muestra analizada mediante
Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas (CG-EM),

Tabla 2. Compuestos quimicos detectados en el extracto de higuerilla por CG-EM

1 etil, 2 metil benceno

1

2 11.053  Acido propanoico, 2-oxy 0010
T3 18480 Glcerol | 0010 |
—_}: 39542 Acido hexadecanoico 0010 |
.5 #3219 Acidolinoleico B
' trans-2,8- dimetil-1,1- |

B 43.340  bis(metiitio}-2-phenil-1,2- 0.020

... i S

7 43913 Acido estedrico 0010
8 47571 Acddoricinoleico 0210

Fuente: (Ramos, 2015)
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Anexo 7: Ficha técnica de Nemaquill orgénico

COMPOSISION Y RIQUEZA ]
Materia Orgénica Total 30,5% p/p (35% p/v)
Densidad 1,15 g/cc
pH 42
™~ rees Py - v ' IWCF) n2

8892008 JUE) USDA/NOP-Final rule (EE UU.) 205.203/c)(3] ¥

ceme fertizante,

DOSIS Y MODO DE APLICACION

NEMAQUILL es un producto de aplicacion vla suelo, siendo la dosis
general de 5i/ha. Se aplicard una vez durante el ciclo de cultivo para
cultivos con ciclos inferiores a 6 meses y dos veces en cultivos con ciclos
superiores a los 6 meses, como por ejemplo tomate, bana no, etc.

Cultivos con
cidos<6 Una aplicacion. En rosas aplicar después del pinch,
meses 5\/ha
Cu!twos con Dos aplicaciones. En banano aplicar a la entrada y
ciclos<6 ; :
2% salida de lluvias

En suelos arenosos realizar 3 aplicaciones (cada 45 dias).
Aplicar siempre que |a planta esté afectada por ataques de nematodos

Se debe aplicar, al menos, un mes después de haber aplicado nematicidas
quimicos.

Se puede aplicar en cualquier estadio en que la planta pueda estar
afectada por enfermedades del suelo.

* No tiene plazo de sequridad.

* No deja residuo.

* Se puede aplicar por goteo

* Se debe aplicar al inicio de la aparicion de los danos, para evitar
una merma inicial en el sistema radicular de la planta, que
luego pueda ser dificil de recuperar.

87



Anexo 8: Recoleccion de muestras de raiz.

Anexo 10: Seleccién de nédulos de raiz.
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Anexo 11: Recoleccidon de semillas de Higuerilla.
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Anexo 14: Proceso de formulacion de emulsiones.

Anexo 15: Obtencion del extracto.
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Anexo 17: Almacenamiento de muestras a evaluar.

Anexo 19 Elaboracién de extractos.




