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I. EVALUACION DEL EFECTO NEMATICIDA DE EXTRACTOS DE TRES
ESPECIES DEL GENERO Tagetes SOBRE Panagrellus redivivus EN
LABORATORIO

I1. INTRODUCCION

Una de las principales limitantes en la produccion agricola a nivel mundial es el control
de fitonematodos, ya que se encuentran entre las plagas mas dificiles de controlar, los
nematicidas de origen quimico se consideran medios de control efectivo, pero tienen las
desventajas de contaminar fuentes de agua, ser altamente costosos para la produccion
agricola, afectan la dindmica del suelo y constituyen un riesgo para la salud humana. Esto
indica la gran importancia que representa realizar investigaciones en base a nematicidas

botanicos.

En la naturaleza existe una amplia gama de plantas que producen una diversidad de
metabolitos toxicos, que les permite actuar como antagonistas sobre algunos agentes
patogenos bidticos y plagas. Una de las principales corresponde a la familia Asteracea
destacandose al género Tagetes como uno de los mas promisorios. Este género esta
compuesto por 50 especies, las cuales poseen importancia econdémica, alimenticia,
ornamental, medicinal y principalmente nematicida, a través de la aplicacion de los
extractos vegetales obtenidos de dichas plantas (Cussa & Konigheim, 2017); (Aballay &
Insunza, 2002).

En la zona de Chimborazo los Tagetes minuta, Tagetes multiflora y Tagetes zypaquirensis
normalmente representan gran cantidad de plantas silvestres consideradas plantas no
deseadas mal llamadas malezas, que crecen en medio de rastrojos, cultivos de ciclo corto
y cercos de caminos los mismos que son retiradas en el momento de las deshierbas para
evitar la propagacion de su semillas. La gran mayoria de agricultores desconocen los
beneficios que tienen estas plantas para controlar ciertas plagas y nematodos que dan
problemas en muchos de sus cultivos. Los Tagetes en su composicion fitoquimica
contienen metabolitos con propiedades nematicidas como: terpenos, alcaloides,
esteroides, taninos y aceites esenciales los mismos que contribuyen a una produccion
sustentable siendo un aporte para la soberania alimentaria por lo tanto contribuye al

equilibrio dinamico del ambiente.



La extraccion de los compuestos nematicidas presentes en las plantas se puede realizar
por diferentes metodologias, siendo una de las més viables la destilacion por arrastre de
vapor, ademas de otras alternativas como: extraccion con solventes volétiles, enfleurage,
extraccion con fluidos supercriticos, hidrodestilacion, entre otros (Cussa & Konigheim,
2017)

Para la realizacion de ensayos de mortalidad de fitonematodos con la aplicacion de
extractos botanicos es muy comun utilizar un nematodo de vida libre como es Panagrellus
redivivus, porque es un importante blanco de estudios de la accion nematicida en
condiciones in vitro, y a pesar de no ser un patégeno para las plantas su utilizacién es

recomendable por la facilidad de manejo (Pineda et al., 2012).

A. PROBLEMA

Las escasas alternativas de control organico y biolégico para el manejo de nematodos
obligan a buscar opciones viables tanto desde el punto de vista econémico y agronémico,
para garantizar la sustentabilidad de la produccion, reduciendo significativamente la

dependencia a los plaguicidas quimicos y consecuentemente el deterioro de los cultivos.

B. JUSTIFICACION

Debido a las ventajas que presenta el uso de los extractos botanicos de algunas especies
del género Tagetes para el control de nematodos, es necesario determinar la especie y
dosis mas efectiva, que contribuya de manera positiva a la produccion agricola, con la

concomitante reduccion de aplicacién de plaguicidas de origen sintético.

Panagrellus redivivus L. es un nematodo utilizado con fines investigativos, en ensayos
de pruebas de mortalidad con; hongos, bacterias y extractos botanicos; controles con el
cual se han desarrollado metodologias claras in vitro que pueden ser replicados con

facilidad y cuyos resultados tentativamente pueden ser escalados a nivel de campo.



1. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto nematicida de extractos de tres especies del género Tagetes sobre

Panagrellus redivivus en laboratorio.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el porcentaje de mortalidad de s por efecto de cuatro concentraciones de extractos

de tres especies del género Tagetes.

Determinar los metabolitos secundarios que tienen efecto nematicida en las tres especies

del género Tagetes mediante el analisis cromatogréafico.



IV. HIPOTESIS

A. HIPOTESIS NULA

Ninguno de los tres extractos de las tres especies del género Tagetes tienen efecto

nematicida sobre Panagrellus redivivus L.

B. HIPOTESIS ALTERNA

Al menos uno de los tres extractos de las tres especies del género Tagetes tienen efecto

nematicida sobre Panagrellus redivivus L.

C. OPERACIONES DE LAS VARIABLES

1. Variable dependiente

Mortalidad de Panagrellus redivivus L. expresada en porcentaje

2. Variable independiente

Especies del género Tagetes

Concentraciones de los extractos destilados obtenidos por arrastre de vapor.



V. REVISION DE LITERATURA

A. PLANTAS NEMATICIDAS

1. Generalidades

Tradicionalmente el control de los nematodos fitopatdgenos se ha basado en el uso de
nematicidas quimicos, productos actualmente muy cuestionados por sus efectos adversos
a los seres vivos y agroecosistemas, ademas de su alto costo. Por lo tanto, se investigan
otras alternativas de control que sean ecolégicamente compatibles. Se han reportado
numerosas especies de plantas, representando varias familias botanicas, que producen
compuestos nematicidas, se las denomina como plantas nematicidas o como plantas
antagonicas a los nematodos: tenemos la diversidad de Tagetes, nabo silvestre, Brassica
napus, paico (Chenopodium ambrosioides L.), chocho silvestre Lupinus chlorolepis,
entre otros (Aballay & Insunza, 2002).

Las plantas antagonicas mas estudiadas en los sistemas de cultivos son especies del
género Tagetes y otras Asteraceas. Incluye hierbas anuales o perennes, raramente arboles
y arbustos, algunas con latex. Dentro de esta familia, uno de los géneros de mayor
relevancia, productor de aceites esenciales, es el género Tagetes, el mismo que esta
compuesto por 50 especies, las especies silvestres mas conocidas en nuestro pais son:
Tagetes minuta, T. filifolia, T. terniflora, T. verticillata, T multiflora, T. zipaquirensis, T.
dianthiflora. Los aceites esenciales de este género se caracterizan por su actividad
insecticida y nematicida segun Cussa & Konigheim, (2017); (Rincon, Quifiones, Qui-
Zapata, & Serrato, (2012). En nuestro medio podemos encontrar como hierbas silvestres
en medios de cultivos a: Tagetes minuta y T multiflora y T. zipaquirensis que es un
arbusto perenne las cuales pueden ser utilizadas como antagonistas para el manejo de

nematodos fitoparasitos (Zapata, Serrato, Ibarra, & Naranjo, 2015).

2. Caracteristicas de las plantas nematicidas

Algunas plantas nematicidas presentan actividad alelopatica, lo que ha suscitado un
creciente interés en los Gltimos afios. Varias especies de plantas liberan compuestos

alelopéticos a través de la volatilizacion, o de la exudacion de las raices, o de la disolucion



y descomposicion de las plantas o residuos. Numerosos de estos compuestos son
nematdxicos 0 nematostaticos sobre distintas especies de nematodos fitoparéasitos. Estos
compuestos pueden ser biocidas, o interferir de otras formas en el ciclo vital del nematodo
menciona (Aballay & Insunza, 2002)

Entre las especies promisorias se destaca la utilizacién de plantas del género Tagetes, el
cual ha sido reconocido por producir compuestos nematicidas como E-tagetona, cis-
ocimeno, dihidrotagetona, entre otros (Alvarez, Botina, Ortiz, & Botina, 2015).

B. GENERO Tagetes

1. Tagetes minuta L.

a. Distribucion botanica

Es originaria de la region montafiosa de Sudamérica, pero actualmente posee distribucion
cosmopolita, incluidos los paises de Argentina, Chile, Bolivia, Per( y la region del Chaco
en Paraguay. En PerQ se distribuye en la costa, la sierra y la selva, en Bolivia en los
Yungas y valles altos y en Ecuador en los valles interandinos en Loja (Cussa &
Konigheim, 2017).

Hoy ha sido introducida en Norteamérica, Europa, Africa, Asia y Oceania,
considerandose una planta invasora, siendo su presencia persistente en cultivos, Incluye
hierbas anuales o perennes, raramente arboles y arbustos, algunas con latex. Se
reconocen por su estructura reproductiva, con un capitulo donde las flores se disponen

en forma sésil sobre un receptaculo ensanchado (Macédo et al., 1997).

Tagetes minuta L., en latin significa “pequefia” y se refiere al pequefio tamafio de sus
capitulos, es conocida vulgarmente como “suico” o “chinchilla”. Es una hierba anual
erecta que llega a medir 200 cm de altura, con ramificacion de su tallo principalmente en
la parte superior; Las hojas pinnaticompuestas de color verde brillante, los margenes de
la hoja son finamente dentadas. El envés de las hojas tiene varias glandulas multicelulares
oleiferas de color anaranjado, punteadas y pequefas, de color anaranjado que contienen

el aceite esencial que se caracteriza por su fuerte aroma. Por lo general, hay de 3 a 5



flores tubular de rayo amarillo anaranjado y de 10 a 15 flores de disco amarillo
anaranjado por capitulo. Las cabezas son pequefias, de 10 a 15 mm de largo y nacen en
una panicula agrupada de 20 a 80 capitulos (Soule, 1993); (Cussa & Konigheim, 2017).

Gréfico 1. Planta de Tagetes minuta L.
Fuente: Quizhpe (2018).

b. Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Tagetes

Especie: T. minuta L. (Missouri Botanical Garden, 2018)

c. Usos agricolas

Tagetes minuta, nativa de regiones temperadas de América del Sur, es una planta
nematicida potencial, rica en monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides, tiofenos y
compuestos aromaticos aciclicos, monociclicos y biciclicos que podria utilizarse para
controlar eficazmente a Meloidogyne, y evitar el uso de agroquimicos y la alteracion de

los agroecosistemas (Murga, Alvarado, & Vera, 2012).
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Cuadro 1. Actividad biologica de Tagetes minuta sobre plagas agricolas.

Bioactividad Blanco de accion
Antimicrobiano Bacillus. Pseudomonas
Antiflngico Ascosphaera apis, Cryptococcus neoformans,

Aspergillus niger, especies del Género Penicillium

Nematicida Meloidogyne incognita
Repelente, insecticida, | Premnotrypes vorax, Drosophila melanogaster,
larvicida, ovicida, ninficida. especies de Aphididae

Inhibidor del crecimiento de Zea mays L.; Chenopodium murale L., Phalaris
raices de plantulas, de | minor Retz; Amaranthus viridis L.; Echinochloa

germinacion y herbicida crus-galli, Cyperus rotundus

Fuente: (Cussa & Konigheim, 2017)

La especie de Tagetes minuta L., independientemente de su historia de exposicion,
responde ante la presencia de Pb (plomo) en suelo modificando los exudados radicales,
de manera tal que aumenta la solubilidad de otros elementos, los cuales son incorporados
en los 6rganos de la planta en mayor medida que cuando el suelo esta libre de Pb (plomo).
La respuesta general observada para los exudados radicales y la incorporacion de otros
elementos a la planta estaria asociada a una estrategia para la reduccion de los efectos
toxicos del Pb (plomo) (Miranda & Salazar, 2017).

Al evaluar el efecto de extractos acuosos (infusion) al 10% (10 g de materia vegetal en
100 ml de agua destilada) de T. minuta L., en la supervivencia de los afidos Acyrthosiphon
pisum, Myzus persicae y Aulacorthum solani, obtuvieron un control de 100% para la
primera especie y una reduccion significativa de la supervivencia de las demas. También
observaron que el extracto de la planta aplicado en el suelo redujo el nimero de
nematodos penetrados en las raices de los tomates, como también que tiene un efecto
acaricida la infusion acuosa, del tinte concentrado y el aceite esencial de T. minuta sobre
las larvas de Boophilus microplus (Acari: Ixodidae) (Braga, Schiedeck, & Mauch, 2013).

d. Importancia nematicida.

Al evaluar la penetracién de Meloidogyne incdgnita (Tylenchida: Heteroderidae) en las
raices de los tomates cultivados en suelo pretratado con extracto acuoso y aceite esencial

de T. minuta L., verificaron que el extracto de la planta aplicado en el suelo redujo el



nimero de nematodos penetrados en las raices de los tomates (Braga, Schiedeck, &
Mauch, 2013).

En condiciones de invernadero el follaje de T.minuta L., adicionado como enmienda
organica al 20, 35y 50% al suelo de cultivo de plantas de Capsicum annuum limita la
nodulacion radicular ocasionada por M. incognita, lo cual sugiere su uso potencial en el

control de este nematodo (Murga, Alvarado, & Vera, 2012).

Existe evidencia de que los compuestos secundarios en Tagetes son elementos disuasorios
efectivos de numerosos organismos, entre ellos: hongos, bacterias, trematodos,
nematodos y numerosas plagas de insectos a través de varios mecanismos diferentes.
(Soule, 1993).

e. Componentes fitoquimicos

En Tagetes minuta L., se determind la actividad antimicrobiana de cinco compuestos
secundarios beta-ocimeno, dihidrotagetona, tagetona, (Z) -ocimenona y (E) -ocimenona
Soule, (1993). Los principales compuestos de T. minuta L., de aceites esenciales del area
foliar son: 61,1% dihidrotagetona, 9% (E)-Tagetona, 8,8% limoneno (Cofre, 2011).

2. Tagetes multiflora Kunth

a. Distribucion botanica

Es nativa de la region andina, crece a altitudes desde los 1500 — 4500 msnm, en el Ecuador
se encuentra en las provincias de Azuay, Cafar, Chimborazo, Pichincha, Tungurahua,
Cotopaxi e Imbabura se da en ambientes primarios Altiplano, Desierto costero,

Precordillera, Valles agricolas de precordillera (Missouri Botanical Garden., 2018).

Es una hierba o arbusto anual de 4-20 cm de alto, aungue pueden tener diferentes tamafios
de acuerdo al clima, con tallos ramificados poco ramificada en la parte superior. Presenta
hojas opuestas o alternas, pinatisectas, de 1 a 4 cm de largo, las flores interiores
infundibuliformes, hermafroditas, las flores exteriores tubulosas, femeninas de color

purpura amarillas con inflorescencia y con 9 foliolos sectados en el borde del apice
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agudo, sus capitulos con bracteas soldadas en un tubo de color morado oscuro. Frutos
secos, negros, con una semilla en su interior que involucra 5 bracteas externas unidos

brindando aroma muy fuerte pero aromético (Solorzano, 2014).

g Nl %

Graéfico 2. Planta de Tagetes multiflora Kunth.
Fuente: Quizhpe (2018).

b. Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Tagetes

Especie: T. multiflora Kunth (Missouri Botanical Garden., 2018).

c. Usos Agricolas

Aun no se han obtenidos usos agricolas de Tagetes multiflora Kunth., sin embargo sus
usos se destacan por sus propiedades digestivas se emplean en malestares de la vesicula
y la bilis, dolores estomacales, como purgante, parar la hinchazon, ayuda al tracto urinario
sobre todo en el mal de orina, uso comestible como condimento en la elaboracion de
comidas por su sabor picante (Solorzano, 2014).

d. Importancia nematicida
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Generalmente las plantas del género Tagetes se caracterizan por su actividad insecticida
y nematicida, ademas de sus aplicaciones farmacéuticas; pero no aparecen datos de usos

agricolas ni nematicidas de esta especie en particular (Cussa & Konigheim, 2017).

e. Componentes fitoquimicos

Los principales compuestos de T. multiflora Kunth., de aceites esenciales del area foliar
poseen: 17,2% (E)-tagetenona, 12,8% de (Z)-B-ocimeno y 47,3% Z-tagetona Cofre,
(2011). La presencia de metabolitos en la misma especie contiene; Tagetenona, (Z)-p-

Ocimeno y la Tagetona. (Solorzano, 2014).

3. Tagetes zypaquirensis Bonpl.

a. Distribucion botéanica

La especie T. zypaquirensis Bonpl., es un arbusto perenne que se encuentra en la zona
andina del Ecuador en Imbabura, Bolivar, Cafar, Carchi, Cotopaxi, Pichincha y

Chimborazo; conocida por los multiples beneficios etnobotanicos (Missouri Botanical
Garden., 2018)

Gréfico 3. Planta de Tagetes zypaquirensis Bonpl.
Fuente: Quizhpe (2018).

b. Taxonomia

Reino: Plantae
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Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Tagetes L.

Especie: T. zypaquirensis Bonpl. (Missouri Botanical Garden., 2018)

c. Usos agricolas

Tagetes zypaquirensis, es considerada como una planta con caracteristicas plaguicidas
por sus compuestos alelopaticos, los cuales pueden ser liberados por volatilizacidn,
exudados radiculares, lixiviacion desde las plantas y por descomposicion de residuos. Los
compuestos que emana son generalmente metabolitos secundarios que actdan como

defensa quimica ante enfermedades y parasitos (Alvarez, Botina, Ortiz, & Botina, 2015).

Los aceites esenciales de Tagetes zypaquirensis, tienen efecto insecticida dado que los
pulgones adultos de col Brevicoryne brassicae mueren a partir de 12 horas luego de ser
aplicadas en pedazos de coles previamente preparadas e impregnadas con dichos aceites
(Yumi, 2011).

d. Importancia nematicida

El aceite esencial de T. zypaquirensis, presenta actividad biocida sobre las poblaciones
del nematodo Meloidogyne spp., afectando el nimero de huevos del nematodo y nimeros
juveniles. La composicion quimica que posee la especie de este género se encuentran los
grupos monoterpenos, sesquiterpenos, esteres de etilo y &cidos grasos, compuestos

toxicos para algunos nematodos. (Alvarez, Botina, Ortiz, & Botina, 2015)

e. Componentes fitoquimicos

Como compuestos secundarios, tenemos aciclicos y biciclicos monoterpenos
monociclicos, sesquiterpenos, flavonoides, tiofenos, y los compuestos aromaticos. Los
principales compuestos identificados en ésta especie son: dihidrotagetona, cis-tagetona,
acidos grasos y esteres de etileno entre otros compuestos. El aceite esencial de T.

zypaquirensis Bonpl., contiene dihidrotagetona, 3 - ocimeno y tagenona. La composicion
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quimica del aceite varia segln las diferentes partes de la planta y de su estado de
crecimiento. (Baldeon, 2011); (Solorzano, 2014).

C. NEMATODOS

1. Generalidades

La palabra nematodo, proviene de los vocablos griegos nema que significa “hilo” y eidés
u oidos, que significan “con aspecto de”, siendo definidos como animales filiformes con
cuerpo sin segmentos y mas 0 menos transparentes, cubiertos de una cuticula hialina, la
cual esta marcada por estrias u otras marcas; son redondeados en seccion transversal, con
boca, sin extremidades u otros apéndices, muchos son parecidos a lombrices o con forma
de anguila (Aguilar et al., 2015).

Los nematodos son tanto de vida libre como parasitos. Se conocen 26.646 especies de
nematodos, distribuidas entre especies de vida libre (10.681); parasitos de invertebrados
(3.501), de vertebrados (8.359) y de plantas (4.105) (Guzman, Castafo, & Villegas,
2011).

2. Panagrellus redivivus L. como nematodo indicador

a. Morfologia

Panagrellus redivivus L. es un nematodo de vida libre, de color blanco a transparente; de
tamafo microscopico y miden entre 300 y 1000 um de largo y entre 15y 35 um de ancho;
su tamafio los hace invisibles a simple vista, pero pueden ser facilmente observados con
la ayuda de un microscopio o estereoscopio. Su cuerpo es cilindrico y no segmentado,
presenta un sistema muscular longitudinal que le permite desplazarse con movimientos
de adelante hacia atras. El extremo de la cola es puntiagudo y el de la boca redondeado.
Los machos tienen la cola curveada, son mas pequefios, mas esbeltos y menos numerosos

que las hembras. (Luna, 2009).
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Gréfico 4. Esquema de un nematodo
Fuente: (Castillo, 2015).

b. Taxonomia

Reino: Animalia

Phyllis: Nematodo

Clase: Chromadorea

Orden: Rhabditida

Familia: Panagrolaimidae

Género: Panagrellus

Especie: P. redivivus L. (Arctos, 2017).
c. Habitat

Panagrellus redivivus L. sobrevive en casi todos los habitats, son esencialmente
acuaticos. menciona que habita tanto en medio terrestre como acuatico, se alimenta de
bacterias, levaduras y hongos. A causa de su forma y tamafo, pueden ser parte de la dieta

de peces muy pequefios (Luna, 2009); (Figueroa, Soriano, & Luna, 2014).

Subsiste en la levadura, se cultivan facilmente en hojuelas de avena previamente
humedecidas, las cuales se colocan en el fondo de un recipiente de plastico (Figueroa,
Soriano, & Luna, 2014).
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d. Ciclo de vida

Son ovoviviparos, liberan de 10 a 40 crias en un periodo de 24 a 36 h durante los 20 a 25
dias que dura su ciclo de vida. Tiene una tasa de reproduccién sexual alta, por lo tanto, se
considera que cada hembra produce aproximadamente 300 crias durante su etapa
reproductiva. Las crias alcanzan la madurez sexual a los tres dias de vida y producen crias

vivas en lugar de huevos (Figueroa, Soriano, & Luna, 2014).

e. Importancia agricola.

Panagrellus redivivus L. se han utilizado con fines investigativos en entomologia para
realizar pruebas de control biolégico y organico in vitro; tal es el caso del acaro
Caloglyphus mycophagus que tiene una accion depredadora sobre P. redivivus L. debido
a que se reduce la poblacion de este en un 100%. Tambien se emplea para el biomonitoreo
de aguas y sedimentos, utilizandolo en la deteccion de toxicidad de muestras ambientales
complejas como son aguas residuales, suelos, sedimentos y lodos contaminados (Pica,
2008); (Aguilar et al., 2015).

3. Nematodos fitoparasitos

Los s fitoparasitos son plagas de los agroecosistemas que se asocian a afectaciones en el
desarrollo y produccion de los cultivos agricolas, reconociéndose como uno de los
factores limitantes en los rendimientos. El ataque de los nematodos fitoparéasitos provoca
sintomas en raices, asi como en los drganos aereos de las plantas. En las raices es muy
comun ver nudos, agallas, ramificaciones excesivas y pudriciones, cuando el ataque va
acompafiado de ataque bacteriano. Los trastornos radiculares van acompafiados con
sintomas no caracteristicos como la falta de crecimiento de las plantas. A veces se
confunden con carencias nutricionales, ya que los nematodos afectan a las plantas
mediante la privacién de nutrientes y la alteracion de las funciones fisiologicas
(Armendariz, Quifia, Rios, & Landazuri, 2015)

Se ha estimado que cerca del 10% de la produccién mundial de cultivos se pierde como

resultado de los dafios causados por los nematodos especialmente en las Solanaceas
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(tomate, pimiento, berenjena y papa) y en menos afeccion para cruciferas referidos a 1994
(Whitehead, 1998).

D. DESTILACION

1. Tipos de destilacion

Destilacion simple
Destilacion fraccionada
Destilacion de arrastre de vapor (Lamarque et al., 2008).

2. Destilacion por arrastre de vapor

Es el més sencillo y antiguo método para obtener aceites esenciales a partir de material
vegetal fresco, permite la separacion de sustancias insolubles en agua y ligeramente
volatiles de otros productos no volatiles. A la mezcla que contiene el producto que se
pretende separar, se le adiciona un exceso de agua, y el conjunto se somete a destilacion.
En el matraz de destilacion se recuperan los compuestos no volatiles y/o solubles en agua
caliente, y en el matraz colector se obtienen los compuestos volatiles e insolubles en agua.
Finalmente, el aislamiento de los compuestos organicos recogidos en el matraz colector

se realiza mediante una extraccion. (Lamarque, et al., 2008)

Condensador
Material
i organico
desmenuzado W
Ch— .
Generador :lll fuente de :". _ ~|—|' .-'dlj
de vapor | ||| aceites iRy Acen_e [
" ' esenciales | J esencial
. liquido |
l': “"\-uh,_\_\_\‘ ! \
| |
| .

Gréfico 5. Esquema del equipo de destilacion
Fuente: (Monroy & Blanco, 2013).
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Los vapores saturados de los liquidos inmiscibles siguen la Ley de Dalton sobre las
presiones parciales, que dice que: cuando dos 0 mas gases 0 vapores, que no reaccionan
entre si, se mezclan a temperatura constante, cada gas ejerce la misma presion que si
estuviera solo y la suma de las presiones de cada uno, es igual a la presion total del
sistema. Su expresion matemadtica es la siguiente: PT = P1 + P2 + --- Pn (Monroy &
Blanco, 2013).

E. CROMAGRAFIA

La cromatografia es la separacion de una mezcla de compuestos en sus componentes
individuales. Se requieren tres pasos principales en la separacion y la identificacion de
los componentes de una mezcla mediante un cromatografo de gases (GC). Ellos son:
inyectar una muestra en el GC. Luego separar la muestra en componentes individuales y

finalmente detectar el compuesto de la muestra (Agilent Technologies, 2018).

1. Tipos de cromatografia

La cromatografia de gases se emplea cuando los componentes de una muestra son
volatiles o semivolatiles y térmicamente estables a temperaturas de hasta 350-400°C. En
cambio, cuando los compuestos a analizar son poco volatiles y/o termolabiles, la técnica

separativa adecuada suele ser la cromatografia liquida de alta resolucién

b. Acoplamiento cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad de conseguir la
separacion de mezclas muy complejas, una vez separados, detectados, e incluso
cuantificados todos los componentes individuales de una muestra problema, el Gnico dato
de que disponemos para la identificacién de cada uno de ellos es el tiempo de retencion
de los correspondientes picos cromatograficos Este dato no es suficiente para una
identificacion exacta, sobre todo cuando analizamos muestras con un nimero elevado de
componentes. La espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca
cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los componentes

individuales de una mezcla sin separar previamente sus componentes. Por lo tanto, la
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asociacion de las dos técnicas, GC (“Gas Chromatography”) y MS (“Mass
Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada GC-MS que permite la separacion e
identificacion de mezclas complejas (Gutiérrez & Droguet, 2002).

Gréfico 6. Equipo de Cromatografia de Gas y Espectrometria de masas (GC-MS)
Fuente: (Thermo Scientific, 2018).



VI. MATERIALES Y METODOS

A. CARACTERISTICAS DEL LUGAR

1. Localizacién

La investigacién se realizard en el Laboratorio de Biologia del departamento de
microbiologia, de la Facultad de Recursos Naturales de la ESPOCH, ubicado en la

parroquia Lizarzaburu, canton Riobamba, provincia de Chimborazo.

2. Ubicacion geografica

Latitud: 1°39°05.10°S
Longitud: 78°40°59,86°0O
Altitud: 2820 msnm (Google Maps, 2018)

3. Condiciones climaticas de laboratorio

Temperatura promedio: 23 °C

Humedad relativa: 43%

B. MATERIALES Y EQUIPOS

1. Materiales de campo

Fundas ziploc

o &

Caja freezer

o

Tijera

o

Guantes

2. Materiales oficina

a. Libreta de apuntes

b. Lapiz



c. Marcador permanente
3. Materiales de laboratorio
a. Cajas tripetri

b. Pipetas

c. Vasos de precipitacion
d. Tubos de ensayo

e. Cinta masking

f. Papel aluminio

g. Goteros

h. Brocha fina

i. Mascarilla

J. Perade succion

k. Piceta

I.  Guantes desechables
m. Envases esterilizados

n. Termdmetro

4. Equipos de oficina

Camara fotogréafica

o &

Computadora
Memoria USB

o o

Calculadora

@

Impresora

=h

Autoclave

g. Temporizador

o1

. Equipos de laboratorio

o

Equipo de destilacién por arrastre de vapor

=

Equipo de cromatografia
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o

Microscopio

e

Estereoscopio

@

Refrigeradora

6. Reactivos

i

Agua destilada

o

Alcohol industrial

\I

. Organismos de prueba

Nematodos Panagrellus redivivus L.

S

Tagetes minuta

o

Tagetes multiflora

o

Tagetes zypaquirensis

C. METODOS

1. Metodologia

a. Fase de Campo

Se recolectaron muestras de hojas frescas de los tres géneros; Tagetes minuta, Tagetes
multiflora y Tagetes zypaquirensis en la comunidad de Cunduana a 13,5°C, humedad
relativa 72% y altitud de 3100 msnm. Se colocaron en bolsas ziploc dentro de una nevera
transportable hasta llevar al laboratorio para su debido procesamiento. Datos (GPS).

b. Fase de Laboratorio

1) Obtencidn de los extractos en el equipo de destilacion por arrastre con vapor en el

laboratorio de quimica Facultad de Recursos Naturales

Mediante el método de destilacién por arrastre con vapor y dando cumplimiento a las

leyes de Dalton se realizo la extraccion del aceite esencial y la parte acuosa (agua floral)
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de los tejidos vegetales (hojas) de los tres géneros: Tagetes minuta, Tagetes multiflora y
Tagetes zypaquirensis. Los extractos fueron almacenados en un congelador a -20°C,
envasados herméticamente en un recipiente estéril y sellados con papel aluminio para

evitar la volatilizacion de los extractos.

2) Ensayo de mortalidad en laboratorio de microbiologia Facultad de Recursos
Naturales

Para evaluar el porcentaje de mortalidad de los nematodos con los extractos de cada
especie en cuatro concentraciones se realizaron tres tratamientos por triplicado con treinta
individuos por repeticion, Se evaluaron cada cuatro horas a diferentes concentraciones:
10%, 25%, 50% y 75%.

3) Analisis cromatogréafico en laboratorio de anélisis instrumental de la UTPL.

El analisis GC-MS de la composicion de aceite esencial se realizd utilizando un
cromatografo Agilent (serie 6890N), acoplado a un detector de espectrometro de masas
(serie Agilent 5973). Las muestras se disolvieron en diclorometano y se inyectd 1 puL de
la solucion. El andlisis cuantitativo del aceite esencial se realizo utilizando un detector de
ionizacién de llama (FID). El porcentaje de composicion del aceite se determind mediante
la correlacion de las areas de los picos de GC con el cromatograma total, aplicando

cualquier factor de correccion, pero normalizando con nonano como un estandar interno.

D. ESTABLECIMIENTO DEL ENSAYO

1. Crianza de Panagrellus redivivus

Se realiz6 la crianza de nematodos juveniles J2 de Panagrellus redivivus L. en un medio

artificial.

2. Establecimiento del ensayo

Para el respectivo ensayo se utilizaron cajas tripetri, cada seccion de la caja tripetri

constituyo una repeticidn, se establecié un volumen fijo del extracto con las respectivas
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concentraciones a evaluarse (4 mL por seccion). Cada concentracion establecida se

formuld en funcion de los 4 mL que aforan cada seccion de la caja tripetri.

Primeramente, se prepard una suspension de nematodos para lo cual con una pipeta
graduada se colocd 9 mL de agua destilada en un tubo de ensayo, seguidamente en la
misma se coloco una pincelada de nematodos extraidos de la pared del recipiente donde

se criaron lo nematodos.

De esta suspension con un gotero se tomaron 30 nematodos y se colocaron en una seccién
de la caja tripetri, en la misma se colocé agua destilada més el extracto de los tejidos
vegetales de acuerdo a las concentraciones establecidas. Las repeticiones se elaboraron

en las tres secciones de la caja tripetri para cada tratamiento

3. Toma de datos

Los datos se tomaron cada tiempo establecido (4 horas).

4. Analisis cromatoqgrafico

El analisis cromatografico de los tres extractos se realizo en el Laboratorio de Analisis
Instrumental de la UTPL.

E. ESPECIFICACIONES DEL EXPERIMENTO

1. Esquema del disefio experimental

Numero de tratamientos 13
Numero de repeticiones 3

Numero de unidades experimentales 39



2. Tratamientos (T)

Cuadro 2. Tratamientos a evaluar

Cadigo Descripcion

T1 Control

T2 Extracto de T.
T3 Extracto de T.
T4 Extracto de T.
T5 Extracto de T.
T6 Extracto de T.
T7 Extracto de T.
T8 Extracto de T.
T9 Extracto de T.

T10 Extracto de T.
T11 Extracto de T.
T12 Extracto de T.
T13 Extracto de T.

minuta al 10 %
minuta al 25 %
minuta al 50 %
minuta al 75 %
multiflora al 10 %
multiflora al 25 %
multiflora al 50 %
multiflora al 75 %
zypaquirensis al 10 %
zypaquirensis al 25 %
zypaquirensis al 50 %
zypaquirensis al 75 %

Fuente: Quizhpe (2018)

E. TIPO DE DISENO

1. Caracteristicas del disefo

24

Se utilizd un Disefio Completamente al Azar (DCA), con trece tratamientos y tres

repeticiones.

2. Esquema de andlisis de varianza

Cuadro 3. Analisis de Varianza (ADEVA)

Fuente de Variacion Formula Gl
Tratamientos (t-1) 12
Error t(n-1) 26
Total (tn)-1 38

Fuente: Quizhpe (2018)
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3. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza ADEVA

3. Analisis funcional

a. Prueba de TUKEY al 5% cuando existi6 diferencia significativa entre los tratamientos.
b. Coeficiente de variacion fue expresado en porcentaje.



VII. RESULTADOS Y DISCUSION

A. PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE Panagrellus redivivus

El anélisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 4
horas determiné que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

con un coeficiente de variacion de 28,46% (Cuadro 4).

Cuadro 4. Andlisis de la Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus

redivivus a las 4 horas

F.V. SC Gl CM F p- Significancia
Repeticion 96,58 2 48,29 4,09 0,0297 ns
Tratamiento  24600,56 12 2050,05 173,50 <0,0001 il
Error 283,59 24 11,82
Total 24980,73 38
CV. 28,46%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 4 horas
(Cuadro 5, Grafico 7) se determin6 que existen 4 rangos: en el rango “A” con el mayor
porcentaje de mortalidad se ubicé el tratamiento T5 correspondiente a Tagetes multiflora
al 75 % de concentracion de extracto con una media de 93,74%, seguido del rango “B”
correspondiente a T4 de la misma especie al 50% de concentracion con una media de
25,16%; el resto de tratamientos no presentaron porcentajes de mortalidad elevados en

este intervalo de tiempo

Cuadro 5. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus

redivivus a las 4 horas

TRATAMIENTO MEDIAS RANGO

T5 93,74 A

T4 25,16 B

T13 21,62 B C

T3 14,40 C
T12 1,08 D
T2 1,04 D
T7 0,00 D
T6 0,00 D




27

T11 0,00 D
T10 0,00 D
T8 0,00 D
T1 0,00 D
T9 0,00 D

Fuente: Quizhpe, (2019)

Porcentaje de mortalidad a las 4 horas
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Grafico 7. Porcentaje de mortalidad a las 4 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).

El analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 8
horas determin6 que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

con un coeficiente de variacion de 16 % (Cuadro 6).

Cuadro 6. Andlisis de la Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 8 horas

F.V. SC gl CM F p- Significancia
Repeticidn 18,09 2 9,04 0,59 0,5621 ns
Tratamiento  46779,45 12 3898,29 254,40 <0,0001 @ **
Error 367,77 24 15,32
Total 47165,30 38
CV. 16%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 8 horas (Cuadro

7, Gréfico 8) se determind que existen 6 rangos: en el rango “A” con el mayor porcentaje
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de mortalidad se ubicé el tratamiento T5 y T4 correspondiente a Tagetes multiflora al
75% y 50% con una media de 100% y 95,59% respectivamente; seguido del rango “B”
con menores porcentajes el tratamiento T13 correspondiente a Tagetes zypaquirensis al
75% de concentracion con una media de 56,36%; el resto de tratamientos no presentaron
porcentajes de mortalidad elevados en este intervalo de tiempo

Cuadro 7. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 8 horas

TRATAMIENTO MEDIAS RANGO

T5 100,00 A

T4 95,59 A

T13 56,36 B

T3 24,69 C

T12 16,00 C D

T2 9,72 D E
T11 8,44 D E
T8 521 D E
T9 2,08 E
T7 0,00 E
T6 0,00 E
T1 0,00 E
T10 0,00 E

Fuente: Quizhpe, (2019).
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Gréfico 8. Porcentaje de mortalidad a las 8 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).
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El anélisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 12
horas determind que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,
con un coeficiente de variacion de 13,11% (Cuadro 8).

Cuadro 8. Andlisis de la Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 12 horas

F.V. SC gl CM F p- Significancia
Repeticion 4,80 2 2,40 0,14 0,8688 ns
Tratamiento  49987,71 12 4165,64 245,70  <0,0001 el
Error 406,90 24 16,95
Total 50399,41 38
CV. 13,11%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 12 horas
(Cuadro 9, Grafico 9) se determinG que existen 6 rangos: en el rango “A” con el mayor
porcentaje de mortalidad, se ubico el tratamiento T4 y T5 correspondiente a Tagetes
multiflora al 75% y 50% con una media de 100% y 95,59% respectivamente; seguido del
rango “B” en el que se ubico el tratamiento T13 correspondiente a Tagetes zypaquirensis
con una media de 67,35%. En el rango “C” se ubico el tratamiento T3 correspondiente a
Tagetes multiflora al 25% con una media de 49,53%; en el resto de tratamientos no se

obtuvieron datos elevados en este intervalo de tiempo

Cuadro 9. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 12 horas

TRATAMIENTO MEDIAS RANGO

T4 100,00 A

T5 100,00 A

T13 67,35 B

T3 49,53 C

T2 37,92 C D
T12 29,42 D
T11 10,59 E
T8 8,37 E
T9 4,23 E
T6 1,01 E
T7 0,00 E
T10 0,00 E
T1 0,00 E
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Fuente: Quizhpe, (2019).
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Graéfico 9. Porcentaje de mortalidad a las 12 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).

El analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 16
horas determin6 que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

con un coeficiente de variacion de 16,49% (Cuadro 10).

Cuadro 10. Analisis de la Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 16 horas

F.V. SC gl CM F p- Significancia
Repeticion 1,72 2 0,86 0,02 0,9762 Ns
Tratamiento  54215,14 12 451793 126,87 <0,0001  **
Error 854,67 24 35,61
Total 55071,53 38
CV. 16,49%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 16 horas
(Cuadro 11, Grafico 10) se determino que existen 5 rangos: en el rango “A” con el mayor
porcentaje de mortalidad se ubico el tratamiento T4 y T5 correspondiente a Tagetes
multiflora al 50% y 75% de concentracién respectivamente, con una media de 100% para
ambos; mientras que en el rango “B” con menores porcentajes de mortalidad se ubicaron

los tratamientos T13 y T3 correspondientes a Tagetes zypaquirensis y Tagetes multiflora
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al 75% y 25% de concentracién con una media de 73,42% y 65% de mortalidad
respectivamente. El T2 correspondiente a Tagetes multiflora al 10% de concentracion, se

ubico en el rango “BC” con una media de 57,50% de mortalidad.

Cuadro 11. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 16 horas

TRATAMIENTO MEDIAS  RANGO

T4 100,00 A

T5 100,00 A

T13 73,42 B

T3 65,00 B

T2 57,50 B C

T12 42,84 C

T11 14,78 D
T8 9,41 D
T9 4,23 D
T6 2,02 D
T10 1,11 D
T7 0,00 D
T1 0,00 D

Fuente: Quizhpe, (2019).
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Gréfico 10. Porcentaje de mortalidad a las 16 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).

El analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 20
horas determind que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

con un coeficiente de variacion de 18,09% (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Andlisis de Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 20 hora

F.V. SC gl CM F p- Significancia
Repeticion 22,24 2 11,12 0,21 0,8109 Ns
Tratamiento  59283,47 12 4940,29 9397 <0,0001  **
Error 1261,76 24 52,57
Total 60567,47 38
CV. 18,09%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 20 horas
(Cuadro 13, Grafico 11) se determind que existen 7 rangos: en el rango “A” con el mayor
porcentaje de mortalidad se ubicaron los tratamientos T4 y T5 correspondientes a Tagetes
multiflora en concentraciones de 50 y 75% respectivamente con un 100% de mortalidad;
mientras que en el rango “AB” se ubico el tratamiento T13 correspondiente a Tagetes
zypaquirensis al 75% de concentracion, con una media de 89,85%. El tratamiento T3
Tagetes multiflora al 25% de concentracion con una media de 71,18% se ubicd en el

rango “BC”. El resto tratamientos presentaron porcentajes de mortalidad inferiores

Cuadro 13. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus

redivivus a las 20 horas

TRATAMIENTO MEDIAS  RANGO

T4 100,00 A

T5 100,00 A

T13 89,85 A B

T3 71,18 B C

T2 62,92 C

T12 53,04 C

T11 24,23 D
T8 10,45 D E
T9 6,35 D E
T6 2,02 E
T10 1,11 E
T7 0,00 E
T1 0,00 E

Fuente: Quizhpe, (2019).
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Graéfico 11. Porcentaje de mortalidad a las 20 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).

El analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 24
horas determin6 que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

con un coeficiente de variacion de 11,01% (Cuadro 14).

Cuadro 14. Analisis de la Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus

redivivus a las 24 horas

F.V. SC gl CM F p- Significancia
Repeticion 156,49 2 78,24 3,16 0,0606 Ns
Tratamiento  63929,31 12 5327,44 21495 <0,0001 @ **
Error 594,82 24 24,78
Total 64680,61 38
CV. 11,01%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 24 horas
(Cuadro 15, Grafico 12) se determino que existen 6 rangos: en el rango “A” con el mayor
porcentaje de mortalidad se ubicaron los tratamientos T4 y T5 correspondientes a Tagetes
multiflora en concentraciones de 50 y 75% respectivamente con un 100% de mortalidad;
mientras que en el rango “AB” se ubico el tratamiento T13 correspondiente a Tagetes
zypaquirensis al 75% de concentracion, con una media de 90,86%. Los tratamientos T3

y T2 correspondiente a Tagetes multiflora al 25 y 10% con una media de 83,56% Yy
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79,24% respectivamente se ubicaron en el rango “BC”. Finalmente, en el rango “C” se
ubicé el tratamiento T12 correspondiente al Tagetes zypaquirensis al 50% de
concentracion con una media de 71,01% de mortalidad. El resto tratamientos presentaron
porcentajes de mortalidad inferiores.

Cuadro 15. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 24 horas

TRATAMIENTO MEDIAS RANGO

T4 100,00 A

T5 100,00 A

T13 90,86 A B

T3 83,56 B C

T2 79,24 B C

T12 71,01 C

T11 33,67 D

T8 10,45 E
T9 6,35 E
T1 5,40 E
T7 3,16 E
T6 3,03 E
T10 1,11 E

Fuente: Quizhpe, (2019)
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Gréfico 12. Porcentaje de mortalidad a las 24 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).
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El anélisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 28
horas determind que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

con un coeficiente de variacion de 11,78% (Cuadro 16)

Cuadro 16. Analisis de Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus

redivivus a las 28 horas

F.V. SC gl CM F p- Significancia
Repeticion 125,07 2 62,53 2,02 0,1547 Ns
Tratamiento  65897,50 12 5491,46 177,34 <0,0001  **
Error 743,16 24 30,96
Total 66765,73 38
CVv. 11,78%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 28 horas
(Cuadro 17, Grafico 13) se determind que existen 5 rangos: en el rango “A” con el mayor
porcentaje de mortalidad se ubicaron los tratamientos T4, T5y T3 correspondientes a
Tagetes multiflora al 50, 75 Y 25% de concentracion respectivamente con una media de
100% para los dos primeros y 91,79% para el T3; el T13 correspondiente a Tagetes

zypaquirensis al 75% de concentracion, presento una media de 90,86% de mortalidad.

En el rango “AB” se ubico el tratamiento T2 correspondiente a Tagetes multiflora al 10%
de concentraciéon con una media de 84,66% de mortalidad. Finalmente, en el rango “B”
se ubico el tratamiento T12 correspondiente al Tagetes zypaquirensis al 50% de
concentracion con una media de 72,02% de mortalidad. El resto tratamientos presentaron

porcentajes de mortalidad inferiores.

Cuadro 17. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus

redivivus a las 28 horas

TRATAMIENTO MEDIAS RANGO
T4 100,00 A

T5 100,00 A

T3 91,79 A

T13 90,86 A

T2 84,66 A B
T12 72,02 B

T11 41,10 C
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T8 11,53 D
T9 8,44 D
T1 5,40 D
T7 3,16 D
T6 3,03 D
T10 2,19 D

Fuente: Quizhpe, (2019)
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Grafico 13. Porcentaje de mortalidad a las 28 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).

El analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 32
horas determin6 que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

con un coeficiente de variacion de 9,03 % (Cuadro 18).

Cuadro 18. Analisis de Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 32 horas

F.V. SC gl CM F p- Significancia
Repeticidn 11,44 2 5,72 0,28 0,7550 ns
Tratamiento  69466,77 12 5788,90 287,78 <0,0001 « **
Error 482,78 24 20,12
Total 69961,00 38
CV. 9,03%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 32 horas
(Cuadro 19, Gréafico 14) se determin0 que existen 4 rangos: en el rango “A” con el mayor

porcentaje de mortalidad se ubicaron los tratamientos T3, T4 y T5 correspondientes a
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Tagetes multiflora al 25, 50, 75% con una media de 100% respectivamente; el tratamiento
T2 correspondiente a Tagetes multiflora al 10% de concentracion presentd una media de
90,86% de mortalidad; el tratamiento T13 correspondiente a Tagetes zypaquirensis al
75% de concentracion presentd una media de 90,86% de mortalidad. En el rango “B” se
ubicé el tratamiento T12 correspondiente a Tagetes zypaquirensis al 50% de
concentracion con una media de 73,96% de mortalidad. El resto tratamientos presentaron
porcentajes de mortalidad inferiores.

Cuadro 19. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 32 horas

TRATAMIENTO MEDIAS RANGO

T3 100,00 A

T4 100,00 A

T5 100,00 A

T2 94,65 A

T13 90,86 A

T12 73,96 B

T11 47,35 C

T8 11,53 D
T9 9,48 D
T1 7,46 D
T7 4,27 D
T6 4,14 D
T10 2,19 D

Fuente: Quizhpe, (2019)

Porcentaje de mortalidad a las 32 horas
100 100 100

94,654 g6
73,96
47,35
11,53 g 48
' o 746427 414 519
B>

T3 T4 T5 T2 T13 T12 T11 T8 T9 T1 T7 T6 TI0
Tratamientos

=
D N 0O O O
O O O O o

Porcentaje de mortalidad (%)
3888

o

Gréfico 14. Porcentaje de mortalidad a las 32 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).
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El anélisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 36
horas determind que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

con un coeficiente de variacién de 10,64 % (Cuadro 20).

Cuadro 20. Andlisis de Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 36 horas

F.V. SC gl CM F p- Significancia
Repeticion 38,10 2 19,05 0,66 0,5277 ns
Tratamiento  69418,81 12 5784,90 199,38 <0,0001  **
Error 696,36 24 29,02
Total 70153,27 38
CVv. 10,64%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 36 horas
(Cuadro 21, Grafico 15) se determind que existen 5 rangos: en el rango “A” con el mayor
porcentaje de mortalidad se ubicaron los tratamientos T3, T4 y T5 correspondientes a
Tagetes multiflora al 25, 50 y 75% de concentracion respectivamente con una media de
100% para todos; el tratamiento T2 correspondientes a Tagetes multiflora al 10% de

concentracion present6 una media de 97,85% de mortalidad.

El tratamiento T13 correspondiente a Tagetes zypaquirensis al 75% de concentracion, se
ubico en el rango “AB” y presentd una media de 90,86%; mientras que el tratamiento T12
correspondiente al Tagetes zypaquirensis al 50% de concentracion se ubico en el rango
“B” con una media de 74,88% de mortalidad. El resto tratamientos presentaron

porcentajes de mortalidad inferiores.

Cuadro 21. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus

redivivus a las 36 horas

TRATAMIENTO MEDIAS RANGO
T3 100,00 A

T4 100,00 A

T5 100,00 A

T2 97,85 A

T13 90,86 A B
T12 74,88 B

T11 51,55 C




39

T8 11,59 D
T9 11,53 D
T1 7,46 D
T7 6,16 D
T6 4,27 D
T10 2,19 D

Fuente: Quizhpe, (2019)
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Grafico 15. Porcentaje de mortalidad a las 36 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).

El analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 40

horas determin6 que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

con un coeficiente de variacion de 10,29 % (Cuadro 22).

Cuadro 22. Analisis de la Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus

redivivus a las 40 horas

F.V. SC gl CM F p- Significancia
Repeticion 54,07 2 27,03 0,94 0,4031 ns
Tratamiento  70358,76 12 5863,23 204,70 <0,0001  **
Error 687,44 24 28,64
Total 71100,26 38
CV. 10,29%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo
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Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 40 horas
(Cuadro 23, Gréafico 16) se determind que existen 4 rangos: en el rango “A” con el mayor
porcentaje de mortalidad se ubicaron los tratamientos T3, T4 y T5 correspondientes a
Tagetes multiflora al 25, 50 y 75% de concentracién respectivamente con una media de
100% para todos; el tratamiento T2 correspondientes a Tagetes multiflora al 10% de
concentracion presenté una media de 97,85% de mortalidad y el tratamiento T13
correspondiente a Tagetes zypaquirensis al 75% de concentracidn present6 una media de
98,04% de mortalidad.

El tratamiento T12 correspondiente al Tagetes zypaquirensis al 50% de concentracién se
ubico en el rango “B” con una media de 74,88% de mortalidad. Mientras que el
tratamiento T11 correspondiente a Tagetes zypaquirensis al 25% de concentracion se
ubico en el rango “C” con una media de 57,80% de mortalidad. El resto tratamientos

presentaron porcentajes de mortalidad inferiores.

Cuadro 23. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus

redivivus a las 40 horas

TRATAMIENTO MEDIAS RANGO

T3 100,00 A

T4 100,00 A

T5 100,00 A

T13 98,04 A

T2 97,85 A

T12 74,88 B

T11 57,80 C

T9 13,61 D
T8 11,53 D
T1 7,46 D
T7 6,35 D
T6 6,16 D
T10 2,19 D

Fuente: Quizhpe, (2019)
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Graéfico 16. Porcentaje de mortalidad a las 40 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).

El analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 44
horas determin6 que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

con un coeficiente de variacion de 10,05% (Cuadro 24).

Cuadro 24. Analisis de la Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 44 horas

F.V. SC gl CM F p- Significancia
Repeticion 67,95 2 33,97 1,20 0,3186 ns
Tratamiento  71280,77 12 5940,06 209,83 <0,0001  **
Error 679,43 24 28,31
Total 72028,14 38
CV. 10,05%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 44 horas
(Cuadro 25, Grafico 17) se determino que existen 3 rangos: en el rango “A” con el mayor
porcentaje de mortalidad se ubicaron los tratamientos T4, T3 y T5 correspondientes a
Tagetes multiflora al 50, 25 y 75% de concentracion respectivamente con una media de
100% para todos; el tratamiento T2 correspondientes a Tagetes multiflora al 10% de

concentracion presentd una media de 98,96% de mortalidad y el tratamiento T13
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correspondiente a Tagetes zypaquirensis al 75% de concentracion presenté una media de
98,04% de mortalidad.

El tratamiento T12 y T11 correspondiente al Tagetes zypaquirensis al 50 y 25% de
concentracion se ubico en el rango “B” con una media de 78,97 y 64,12% de mortalidad

respectivamente. El resto tratamientos presentaron porcentajes de mortalidad inferiores.

Cuadro 25. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus
redivivus a las 44 horas

TRATAMIENTO MEDIAS RANGO

T4 100,00 A

T3 100,00 A

T5 100,00 A

T2 98,96 A

T13 98,04 A

T12 78,97 B

T11 64,12 B

T9 13,61 C
T8 11,53 C
T7 7,47 C
T1 7,46 C
T6 6,16 C
T10 2,19 C

Fuente: Quizhpe, (2019)
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Gréfico 17. Porcentaje de mortalidad a las 44 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).
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El anélisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 48
horas determind que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

con un coeficiente de variacion de 9,57% (Cuadro 26).

Cuadro 26. Anélisis de la Varianza para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus

redivivus a las 48 horas

F.V. SC Gl CM F p- Significancia
Repeticion 48,06 2 24,03 0,93 0,4101 ns
Tratamiento  72053,20 12 6004,43 231,24 <0,0001  **
Error 623,18 24 25,95
Total 72724,44 38
CVv. 9,57%

Fuente: Quizhpe, (2019)
ns: no significativo
**: Altamente significativo

Mediante la prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de mortalidad a las 48 horas
(Cuadro 27, Grafico 18) se determind que existen 4 rangos: en el rango “A” con el mayor
porcentaje de mortalidad se ubicaron los tratamientos T4, T2, T3y T5 correspondientes
a Tagetes multiflora al 50, 10, 25y 75% de concentracion respectivamente con una media
de 100% para todos; el tratamiento T13 correspondiente a Tagetes zypaquirensis al 75%

de concentracion present6 una media de 98,04% de mortalidad.

El tratamiento T12 correspondiente al Tagetes zypaquirensis al 50% de concentracion se
ubico en el rango “B” con una media de 81,91% de mortalidad; mientras que el
tratamiento T11 correspondiente a Tagetes zypaquirensis al 25% de concentracion se
ubico en el rango “C” con una media de 64,12% de mortalidad; El resto tratamientos

presentaron porcentajes de mortalidad inferiores.

Cuadro 27. Prueba de Tukey al 5% para el porcentaje de mortalidad de Panagrellus

redivivus a las 48 horas

TRATAMIENTO MEDIAS RANGO
T4 100,00 A

T2 100,00 A

T3 100,00 A

T5 100,00 A

T13 98,04 A

T12 81,91 B

T11 64,12 C
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T9 13,61 D
T8 11,53 D
T7 7,47 D
T1 7,46 D
T6 6,16 D
T10 2,19 D

Fuente: Quizhpe, (2019)
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Grafico 18. Porcentaje de mortalidad a las 48 horas
Fuente: Quizhpe, (2019).

En investigaciones realizadas con Tagetes minuta, se han obtenido buenos resultados en
el control de nematodos fitoparasitos, tal es el caso de Adekunle, Acharya, & Singh,
(2007), quienes obtuvieron el 79 % de mortalidad de Meloydogine incognita en 72 horas
con aceites esenciales al 1% de concentracion. Ademas, Braga, Schiedeck & Mauch
(2013), mencionan que los extractos aplicados en suelo reducen el nimero de nematodos
y también limitan la nodulacién radicular a través de enmiendas (Murga, Alvarado &
Vera, 2012). No obstante, en la presente investigacion para el caso de Panagrellus
redivivus no se obtuvieron resultados similares, ya que los porcentajes de mortalidad
fueron bajos; lo que probablemente puede estar relacionado con lo mencionado por
Alvarez, Botina, Ortiz, & Botina (2015), quienes sefialan que una especie puede tener
diferentes concentraciones en sus compuestos quimicos en funcion de las condiciones
climaticas de la regidn geografica de procedencia, el estados fenoldgicos al momento de

la recoleccion y los métodos de extraccidn de aceites esenciales.
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Segun Solorzano (2014) menciona que aun no se han obtenidos usos agricolas de Tagetes
multiflora, no obstante, la presente investigacion demostrd que esta especie causd el
mayor porcentaje de mortalidad de nematodos Panagrellus redivivus en laboratorio a
partir de la cuarta hora de haber iniciado el ensayo, por lo que se debe considerar a esta

especie como promisoria para el control de fitoparasitos.

Alvarez, Botina, Ortiz & Botina (2015) demostraron que el aceite esencial de T.
zypaquirensis tiene una actividad nematicida sobre Meloidogyne spp. en cultivos de
naranjilla. En la presente investigacion se corrobora dicho efecto nematicida pues se
obtuvo un porcentaje elevado de mortalidad de Panagrellus redivivus a las 48 horas.
Aungue los nematodos mueren mas lentamente en los extractos de esta especie, al final

se registran valores de mortalidad cercanos que a los obtenidos con Tagetes multiflora;

B. ANALISIS DE LOS METABOLITOS QUE TIENEN EFECTO NEMATICIDA

Cuadro 28. Andlisis cuantitativo y cualitativo de la composicion de los metabolitos con

efecto nematicidas.

Metabolitos con Porcentaje de composicion (%)

efecto nematicida  Tagetes minuta Tagetes multiflora Tagetes zypaquirensis

Dihidrotagetona 23,1 25,8 37,9
Z-tagetona 36,7 20,8 15,4
E-tagetona 6,8 51 4,9
E-ocimenona - 18,5 3,5
Z-ocimenona - 11,0 12,1

Fuente: Calva, (2018).

Adekunle, Acharya & Singh (2007) en su estudio sobre toxicidad de compuestos puros
aislados del aceite de Tagetes minuta, determind que tanto la dihidrotagetona como la Z-
ocimenona mostraron una fuerte actividad nematicida contra M. incognita, de los cuales
el mas efectivo fue el primer compuesto. En la presente investigacion para Tagetes
minuta, también se encontrd dihidrotagetona en un 23,1%, pero no fue posible encontrar
Z-ocimenona, por lo que se cree que la baja tasa de mortalidad obtenida con esta especie

de Tagetes, podria estar relacionada con la ausencia de este compuesto. No obstante, el
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analisis cromotografico (Cuadro 30) reflejo la presencia de E-tagetona (6,8%) y Z-
tagetona (36,7%).

Alvarez, Botina, Ortiz & Botina (2015) en su estudio sobre evaluacion nematicida del
aceite esencial de Tagetes zypaquirensis; determinaron que la presencia de
dihidrotagetona y E-tagetona en un 42,2 y 22,9%, respectivamente; en la presente
investigacion mediante un andlisis cromatografico (Cuadro 30), para T. zypaquirensis se
determind la presencia de: 37,9 % de dihidrotagetona, 15,4% Z-tagetona; 12,7% Z-
ocimenonay 4,9% de E-tagetona, por lo que relacionando con lo expuesto por Adekunle,
Acharya & Singh (2007), sustentaria los resultados de mortalidad de P. redivivus

obtenidos con esta especie.

Segun Zapata, Serrato, Ibarra & Naranjo (2015) en su estudio sobre compuestos quimicos
de aceite esencial de las especies de Tagetes del Ecuador, Tagetes multiflora contiene en
su composicion 43,43% de &cido valérico y 30,91 % de E-tagetona. En la presente
investigacion en los andlisis obtenidos por cromatografia (Cuadro 30) para Tagetes
multiflora se reporto: 25,8% de dihidrotagetona; 20,8% de Z-tagetona; 5,1% E-tagetona;
18,5% de E-ocimenona y 11% de Z-ocimenona. Al considerar lo expuesto tanto por
Adekunle, Acharya & Singh (2007) y Alvarez, Botina, Ortiz, & Botina (2015), se
explicaria porque esta especie fue la mas efectiva, ya que al poseer los principales
compuestos con efecto nematicida en concentraciones equilibradas, permitieron un mayor

porcentaje de mortalidad en menos tiempo.

Como menciona Alvarez, Botina, Ortiz, & Botina (2015) la composicion y concentracion
de cada especie, pueden depender de las condiciones geograficas, estados fenoldgicos en
el momento de la recoleccion, asi como también del método y las condiciones de
extraccion del aceite esencial. Por esta razdn se cree que los compuestos de cada especie
evaluadas en la presente investigacion son diferentes a los de otros estudios anteriormente

realizados.



VII. CONCLUSIONES

Todos los tratamientos correspondientes a Tagetes minuta, multiflora y zypaquirensis en
concentraciones de 10, 25, 50 y 75% tuvieron efecto nematicida sobre Panagrellus

redivivus en diferentes intervalos de tiempo.

El tratamiento T5, correspondiente a Tagetes multiflora con una concentracién de 75%
demostrd el mejor efecto nematicida con una media de 93,74% en las primeras 4 horas.

Se determiné la presencia de los siguientes compuestos: dihidrotagetona, E-tagetona, Z-

tagetona en similares concentraciones en las tres especies del género Tagetes.

Tagetes multiflora posee dos compuestos ausentes en T. minuta; E-ocimenona y Z-
ocimenona con 18,5 y 11% respectivamente. Por esta razon se cree que estos metabolitos
secundarios son los principales causantes de la mortalidad del nematodo Panagrellus

redivivus.



IX. RECOMENDACIONES

Probar extractos acuosos de Tagetes multiflora a diferentes concentraciones en juveniles

y huevos de nematodos fitoparéasitos, especialmente Meloidogyne spp y Nacobus spp.

Evaluar la eficiencia del extracto acuoso de Tagetes multiflora en campos infestados con

fitonematodos.

Desarrollar formulados con estos extractos para aplicacion en el campo



X. RESUMEN

La presente investigacion propone: evaluar el efecto nematicida de extractos de tres
especies del género Tagetes sobre Panagrellus redivivus en el laboratorio de Biologia de la
Facultad de Recursos Naturales de la ESPOCH; se recolecté muestras de hojas frescas de
los 3 géneros; Tagetes minuta, multiflora y zypaquirensis en la comunidad de Cunduana
perteneciente a parroquia de Lican del cantéon Riobamba; los extractos fueron obtenidos
mediante destilacion por arrastre con vapor. Para las respectivas pruebas de mortalidad se
utiliz6 un disefio completamente al azar con los extractos de cada especie en 4
concentraciones (10, 25, 50 y 75 %), se realizaron 3 tratamientos por triplicado en cajas
tripetri con 30 individuos por repeticion, se evalué el porcentaje de mortalidad cada 4 horas
durante 48 horas, en la que se obtuvieron los siguientes resultados: en todos los
tratamientos correspondientes a las 3 especies de Tagetes en las 4 concentraciones tuvieron
efecto nematicida en diferentes intervalos de tiempo. El tratamiento T5, correspondiente a
Tagetes multiflora con una concentracion del 75% demostré el mejor efecto nematicida con
una media de 93,74% en las primeras 4 horas. La composicién quimica de los extractos de
las 3 especies de Tagetes se realiz6 mediante cromatografia de gases y se determiné la
presencia de los siguientes compuestos: dihidrotagetona, E-tagetona, Z-tagetona en
similares concentraciones. Tagetes multiflora posee dos compuestos ausentes en 7agefes
minuta; E-ocimenona 18,5% y Z-ocimenona 11%. Por esta razén se cree que estos
metabolitos secundarios son los principales causantes de la mortalidad del nematodo

Panagrellus redivivus.

Palabra clave: NEMATICIDAS — CONTROL BIOLOGICO - ESPECIES DEL GENERO
TAGETES.

Por: Alba Quizhpe




XI. SUMMARY

The present investigation proposes: to evaluate the nematicidal effect of extracts of three
species of the genus Tagetes on Panagrellus redivivus in the Biology laboratory of the
Natural Resources Departament of ESPOCH; samples of fresh leaves of the 3 genera were
collected; Tagetes minuta, multiflora and zypaquirensis in the Cunduana community
belonging to the Parroquia of Lican of the canton Riobamba; The extracts were obtained by
steam distillation. For the respective mortality tests, a completely randomized design was
used with the extracts of each species in 4 concentrations (10, 25, 50 and 75%), 3 treatments
were carried out in triplicate in tripetri boxes with 30 individuals per repetition, the
percentage of mortality every 4 hours during 48 hours, in which the following results were
obtained: in all the treatments corresponding to the 3 species of Tagetes in the 4
concentrations, they had a nematicidal effect in different time intervals. The treatment TS5,
corresponding to Tagetes multiflora with a concentration of 75% showed the best nematicidal
effect with an average of 93.74% in the first 4 hours. The chemical composition of the
extracts of the 3 species of Tagetes was carried out by means of gas chromatography, the
presence of the following compounds was determined: dihydrotagetone, E-tagetone, Z-
tagetone in similar concentrations. 7agetes multiflora has two compounds absent in 7Tagetes
minuta; E-ocimenone 18.5% and Z-ocimenone 11%. For this reason it is believed that these
secondary metabolites are the main cause of mortality of the nematode Panagrellus

redivivus.

Key words: NEMATICIDES - BIOLOGIC CONTROL - GENDER SPECIES TAGETES
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XI1. ANEXOS

Anexo 1. Recoleccidn de las muestras Tagetes zypaquirensis en campo en la comunidad
de Cunduana parroquia Lican

Fuente: Quizhpe, (2019)

Anexo 2. Extraccion por arrastre de vapor de los Tagetes en el laboratorio de Quimica de
la Facultad de Recursos Naturales.




Anexo 3. Extracto obtenido de la extraccion por arrastre de vapor de Tagetes multiflora

Anexo 4. Ensayo de pruebas de mortalidad para Panagrellus redivivus de los tratamientos
T1, T2, T3, T4 y T5 correspondiente a Tagetes multiflora a concentraciones del 10%,
25%, 50% y 75% respectivamente.

Fuente: Quizhpe, (2019)



Anexo 5. Crianza de nematodos (Panagrellus redivivus) en laboratorio

Fuente: Quizhpe, (2019)

Anexo 6. Colocacion de nematodos Panagrellus redivivus en las cajas tripetri

Fuente: Quizhpe, (2019)

Anexo 7. Observaciones realizadas en el estereoscopio para determinar el porcentaje de
mortalidad de Panagrellus redivivus



Fuente: Quizhpe, (2019)

Anexo 8. Panagrellus redivivus vistas al estereoscopio en agua destilada en el laboratorio
de ciencias biolégicas en el area de microbiologia agricola de la Facultad de Recursos
Naturales

Anexo 9. Observacidn directa de Panagrellus redivivus muertos con extractos de Tagetes
multiflora al 75% correspondientes al tratamiento T5 en el laboratorio de ciencias
biologicas en el area de microbiologia agricola de la Facultad de Recursos Naturales



Anexo 10. Analisis de cromatografia de Tagetes minuta en el laboratorio de analisis
instrumental de la UTPL en el equipo de GC-MS

CONDICIONES DE RECEPCION DE LAMUESTRA:  Las muestras son fransportadas bajo cadena de frio, llegan al laboratorio a temperatura de 3 - 7°C

FECHA DE RECEPCION: 131212018

F. RESULTADOS DE ANALISIS DE MUESTRAS EN LABORATORIO

MUESTRA 1: Tagetes minuta

Numero de Componente  |Tiempo de Retencion |% Composicion Componente
1 13.6 231 dihydrotagetone
2 174 1.5 1,2-Dimethyl-4-tert-butylimidazole
3 18.0 6.8 Tagetone<(E)>
4 18.4 36.7 Tagetone<(Z)>
5 18.9 13 Menthone
6 19.0 1.6 2-Pentene, 2,3-dimethyl- (CAS)
7 19.3 0.6 BORNEOL L
8 213 0.6 1,2-Dihydro-4-propylamino-1-methylpyrimidin-2-one
9 225 19 1-Propene, 3-methoxy-
10 229 1.7 2-Hexanone, 3-methyl-
11 23.3 5.1 2-FLUORO-4,7,7-TRIMETHYLTRICYCLO[2.2.1.0{2,6)|HEPTAN-3-ONE
12 23.8 3.0 2,6-DIMETHYL-4-OXA-ENDO-TRICYCLO(5.2.1.0**2,6)DECANE
13 24.1 23 2,4-Dimethylfuran $5 Furan, 2,4-dimethyl-
14 27.0 0.7 4-Butyl-5-methylpyrazalone
15 276 0.8 6,6,7-Trimethyl-octane-2,5-dione
16 28.0 5.0 Thiophene-2-carboxamide
17 29.4 25 Decane, 3-ethyl-3-methyl-
18 317 0.8 2-Acetamide-2-deoxygalactono-1,4-lactone
19 34.8 0.6 Ethanethioamide, N-phenyl- (CAS)
20 0.9 1.2 Allional
21 444 14 8,13-epoxylabda-2,14-diene and 8,13-epoxylabda-1,14-diene
22 49.8 0.4 (1RS,1'RS)-4,4"-di(t-butyl) [ bicyclohex-3-en-1-yl]-2,2'-dione
23 50.0 0.4 2-Methyl-6-phenyl-3,5-dithioxo-2,3,4,5-tetrahydro-1,2,4-triazine

Fuente: Calva, (2019)



Anexo 11. Picos del analisis cromatografico de Tagetes minuta
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Fuente: Calva, (2019)

Anexo 12. Analisis de cromatografia de Tagetes multiflora en el laboratorio de analisis
instrumental de la UTPL en el equipo de GC-MS

MUESTRA 2: Tagetes multiflora

Numero de Componente | Tiempo de Retencion | % Composicién Componente
1 54 16 cis-3-Hexene-1-ol
2 125 40 Eucalyptol
B 135 258 dihydrotagetone
4 164 13 Artemisia ketone
5 180 51 Tagetone<(E)>
6 183 208 Tagetone<(Z)>
7 219 58 beta.-Citronellol
8 220 110 Z-ocimenone
9 224 185 E-ocimenone
10 269 12 2-Butenenitrile, 2-amino-3-methyl-
1 291 17 8-Methoxychroman
12 497 11 1-Isopropenyl-3,3-dimethyl-5-(3-methyl-1-oxo-2-butenyl)cyclopentane
13 505 08 (Cyanomethyl)cyclohexane
14 506 12 1,5-Heptadien-4-one, 3,3,6-trimethyl-

Fuente: (Calva, 2019).

Anexo 13. Picos del analisis cromatogréafico de Tagetes multiflora
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Fuente: (Calva, 2019)

Anexo 14. Analisis de cromatografia de Tagetes zypaquirensis en el laboratorio de

analisis instrumental de la UTPL en el equipo de GC-MS
MUESTRA 2: Tagetes zipaquirensis

Numero de Componente | Tiempo de Retencion | % Composicion Componente
1 125 10 1,8-Cineole
138 379 dihydrotagetone
3 15.4 09 6,7-Epoxymyrcene
4 16.4 05 2EAE-Octadienol
5 18.1 49 E-Tagetone
6 18.4 15.4 Z-Tagetone
7 19.0 06 Ethyltrimethylethylena
8 19.3 0.6 BORNEOL L
9 197 07 Terpinene-4-ol
10 204 30 .ALPHA. TERPINEOL
11 222 121 Z-ocimenone
12 225 35 E-ocimenone
13 226 14 3-Methyl-2-hexanone
14 230 36 Methyl allyl ether
15 233 06 2-FLUORO-4,7,7-TRIMETHYLTRICYCLO[2.2.1.0(2,6)JHEPTAN-3-ONE
16 235 09 Perilla ketone
17 238 31 5-Cycloheptene-1,4-dione, 2,2,5-trimethyl-
18 240 1.5 LINALOOL OXIDE (2)
19 292 05 E-lazmone

Fuente: Calva, (2019)



Anexo 15. Picos del andlisis cromatogréafico de Tagetes zypaquirensis
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Fuente: Calva, (2019)

Anexo 16. Presupuesto para el trabajo de investigacion

Rubro Precio Total

13 cajas tripetri 13,00
Alcohol 8,00
Papel absorbente de limpieza 4,00
Envases para los aceites esenciales 2,50
Materiales de oficina 10,00
Analisis cromatografico 240,00
Materiales y reactivos 20,00
Total 297,50

Fuente: Quizhpe (2018).



