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RESUMEN

Solanum lycopersicum L. es una hortaliza de gran importancia econémica y nutricional, cuya
produccion se ve amenazada por una gran variedad de fitoparasitos; entre estos los neméatodos
del género Meloidogyne, los cuales forman agallas en las raices de la planta, causando
alteraciones en el desarrollo y produccion del tomate. El objetivo del presente trabajo fue evaluar
la toxicidad del extracto etandlico de plantas de campo Yy callos in vitro de Tagetes minuta y
Tagetes erecta sobre Meloidogyne spp. en S. lycopersicum L. Se realizaron estudios previos de
los extractos etanolicos de ambas especies a partir de las hojas; se probaron 11 concentraciones:
0,3; 0,5, 0,7; 0,9; 1,0; 1,1; 1,3; 1,5; 1,7; 19 y 2,0 mg/L., de las cuales se trabajaron las
concentraciones 1,0; 1,5y 2,0 mg/L en condiciones de invernadero, siendo aplicadas en plantas
de S. lycopersicum L. El extracto etanolico de callos in vitro de T. minuta fue preparado a partir
de callos cultivados en medio MS suplementado con 2,4-D utilizando Unicamente la
concentracion 1,0 mg/L. Los extractos de T. minuta mostraron mayor toxicidad sobre
Meloidogyne spp.; sin embargo, se observd menor cantidad de agallas, en raices de plantas

tratadas con el extracto de T. erecta a 2,0 mg/L.

Palabras clave: Tagetes, Solanum lycopersicum L., Extracto etandlico, Fitoparasitos.
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ABSTRACT

Solanum lycopersicum L. is a vegetable of great economic and nutritional importance, whose
production is threatened by a great variety of phytoparasites; among these the nematodes of the
genus Meloidogyne, which form root-knot in the plant, causing alterations in the development
and production of tomato. The aim of the this estudy was to evaluate the toxicity of the ethanolic
extract of field plants and in vitro callus of Tagetes minuta and Tagetes erecta on Meloidogyne
spp. in S. lycopersicum L. Previous studies of the ethanolic extracts of both species were made
from the leaves; 11 estimates were tested: 0.3; 0.5; 0.7; 0.9; 1.0; 1.1; 1.3; 1.5; 1.7; 1.9 and 2.0
mg/L., of which 1.0 particles were worked; 1.5 and 2.0 mg/L in greenhouse conditions, being
applications in S. lycopersicum L. plants. The in vitro callus ethanolic extract from T. minuta
leaves was prepared from callus grown in MS medium supplemented with 2,4-D using the
concentration of 1.0 mg/L. Extracts of T. minuta with greater toxicity on Meloidogyne spp.;
however, it was observed a smaller amounts of galling, in roots treated with the extract of T.

erecta at 2.0 mg/L.

Keywords: Tagetes, Solanum lycopersicum L., Ethanolic extract, Phytoparasite
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.  INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.), es una hortaliza de mucha importancia econdmica y
nutricional, debido a su contenido de vitaminas y minerales, y costo accesible. Es consumido

por una gran parte de la poblacién, ya sea fresco o procesado.

En los ultimos afios la demanda de tomate ha crecido aceleradamente no solo en los paises
desarrollados sino también en los paises emergentes y en vias de desarrollo con una
produccion mundial de 130 millones de toneladas anuales (Koichi, 2011). En el Perq, dentro
del grupo de las hortalizas, el tomate se encuentra en el cuarto lugar en la Produccion
Agropecuaria con un registro de ingreso total de 50,6 millones de soles y una produccion de
220618 toneladas en el afio 2017; asimismo, se tiene que en el departamento de Lambayeque
en ese mismo afo, el productor recibié 842 soles por tonelada de tomate producido (Santa

Maria, Sifuentes, Albljar , Cajas, & Ledn, 2018) (FAO, 2019).

Por otro lado, la produccién se ve afectada por fitoparasitos como el Meloidogyne spp.,
nematodo considerado de importancia econémica a nivel mundial por los dafios que causan
tales como, la reduccion de la capacidad de absorcidn de agua y nutrientes disponibles del
suelo, y formacion de agallas radiculares. En consecuencia se generan pérdidas econémicas,
tanto por los dafios ocasionados en la produccion como los costos relativamente altos de su

control cultural y quimico (Araneda, 2008).

Es por ello que la mayoria de agricultores hacen uso excesivo de agroquimicos, los cuales
relativamente disminuyen la poblacion de Meloidogyne spp. y a la vez causan efectos
negativos en el ecosistema y la poblacion expuesta tanto directamente como por medio del
consumo de tomate; teniéndose en cuenta que un fruto con residuos agroguimicos, incluso
si se lava o hierve, las sustancias quimicas permanecen y eventualmente causan dafio por su

acumulacion en el organismo (Suarez, Palacio, & Del Puerto, 2014). Segln las normativas

9



del manejo de cultivos emitidos por el SENASA, en los afios 2012-2014, el tomate presenta

una “no conformidad” de 74, 55 y 73% respectivamente (Delgado, Alvarez, & Yéfiez, 2018).

Dentro de los plaguicidas usados por los agricultores figuran el Sincocin y Nemathor,
principalmente para tratar los cultivos infestados con especies de neméatodos sin tomar en
cuenta el dafio que ocasionan, pues al no trabajar de acuerdo a las normas de bioseguridad,
atentan contra su propia salud. Si bien la aplicacion masiva de plaguicidas es parte integral
de la agricultura moderna y de los programas de salud publica, su utilidad tiene efectos
colaterales, tanto para el hombre y los animales, incrementan costos de produccion y su
persistencia en el suelo causa contaminacion en las aguas del subsuelo. Por ello, las
investigaciones estan actualmente dirigidas a integrar agentes de control bioldgico en el

manejo integrado de nematodos.

Se considera una alternativa importante el uso de extractos vegetales, siendo la familia
Asteraceae uno de los grupos recomendados, y dentro de esta el género Tagetes. Se considera
que tendrian un efecto biocida sobre los nemétodos, teniendo como responsables a los

metabolitos secundarios por detener el ciclo de vida de Meloidogyne spp.

Las especies de Tagetes constituyen un grupo de antagonistas potenciales, por poseer
propiedades nematicidas, insecticidas, antivirales y fungicidas. Han mostrado eficacia en el
control de fitonematodos, especialmente contra Pratylenchus spp. y Meloidogyne spp.
(Wang, Hooks, & Ploeg, 2007). Tagetes minuta y Tagetes erecta, popularmente conocidas
como ‘huacatay’ y ‘flor de muerto’, respectivamente, son hierbas aromaticas anuales de la
familia Asteraceae, de distribucién cosmopolita y con una gran variedad de aplicaciones de

gran importancia econémica y ecologica.

En el caso de T. minuta al ser una planta rica en monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides,

tiofenos y compuestos aromaticos aciclicos, monociclicos y biciclicos, es utilizado como
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plaguicida (Liza, Bonzani, & Zygadlo, 2009); asimismo, en algunas comunidades de la
serrania es utilizada como condimento en la preparacion de platos a base de maiz y frejol.
También es utilizado como antimicrobiano, antifungico, antiviral, entre otras aplicaciones.
En el caso de T. erecta L. es utilizado como fuente de aceites esenciales, condimento,
colorante de alimentos, para controlar malezas, como insecticida, fungicida y como fuentes

de pigmentos para racion de gallinas (Méndez, 2009).

En el presente trabajo de investigacion se tuvo como objetivo evaluar la toxicidad del
extracto etandlico de plantas de campo y callos in vitro de T. minuta y T. erecta sobre
Meloidogyne spp. en S. lycopersicum L. en material procedente de los campos de cultivo del

distrito de Reque, Lambayeque, Peru.
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1. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

El tomate (Solanum lycopersicum) es una hortaliza consumida a nivel mundial, en una gran
variedad de menus accesibles en todas las clases sociales. Frente a esta demanda en el mundo
se cultivan aproximadamente 4’°848384 ha (FAO, 2019), de las cuales 139 786 ha son
cultivadas en América del sur, teniendo a Brasil como el mayor productor. En el Peru se
cultivaron unas 5618 ha en el 2018 y se proyecta sembrar unas 7030 ha en el 2019, de las

cuales, 240 ha seran en Lambayeque (MINAGRI, 2018).

El cultivo de tomate es afectado por una gran cantidad de organismos que dafian a la planta
tales como los &fidos, responsables del 70% de las virosis que esta planta puede presentar;
debido a que produce un dafio directo debilitando a la planta, al alimentarse de la savia que
circula por el floema (Salas, Quiroz & Puelles, 2016); o por el nematodo agallador
(Meloidogyne spp.), principal causante de las agallas en las raices, otros nematodos como
Nacobbus aberrans también puede causar agallado en las raices. Algunos nematodos, como
Xiphinema spp., al alimentarse de las raices pueden dar lugar a hinchamientos o agallas
menos definidas que se localizan en las puntas de las raices (Coyne, Nicol, & Claudius-Cole,

2009).

El neméatodo agallador de la raiz Meloidogyne spp. es una de las plagas que se ha extendido
en la agricultura mundial. Aun cuando en promedio las pérdidas a nivel mundial causadas
por Meloidogyne spp. y otros nematodos se estima en 12,3%, en paises en desarrollo las
pérdidas pueden llegar a 14,6%. Sin embargo, algunos autores han estimado pérdidas de
hasta 25% (Méndez, 2009). En Colombia, el lulo (Solanum quitoense Lam.) un frutal andino
de gran importancia econdémica ha sufrido también una evidente reduccion debido al ataque

de patdgenos como el nematodo Meloidogyne spp., que ha ocasionado pérdidas de hasta
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50% ( Alvarez, Botina, Ortiz, & Botina, 2016). Las especies infestadas por M. incognita, la
hiperplasia celular y la hipertrofia fueron evidentes en las agallas. La hiperplasia afecto el
cilindro central y la hipertrofia generd células gigantes. Estos procesos redujeron y
desorganizaron los tejidos vasculares, alterando la posicién de las células del xilema (Suarez,

Gil, Ghersa, Tordable, & De La Fuenta, 2017).

Ante esta dificultad el uso de plaguicidas es mas recurrente debido a su facil obtencion, costo
accesible y visible accién; sin embargo, el uso indiscriminado llega a afectar la salud humana
y al medio ambiente (Delgado, et al., 2018). Entre estos tenemos al Nemathor, que es de
accion sistémica acropétala y basipétala, teniendo en su composicion quimica la quinoleina,
fenoles y aditivos inertes (S.A.C., 2005) (Farfan, 2011). Otra opcién es el Sincocin, el cual
es un plaguicida de nivel IV (ligeramente toxico) que tiene como ingredientes activos
extractos de plantas, acidos grasos y &cido salicilico (FAO, 2008) (Restrepo, 2015), de

actividad sistémica, usado para el tratamiento de nematodos fitoparéasitos.

Numerosas investigaciones estan orientadas a desarrollar alternativas de control de plagas
de manera integrada, donde confluyen el conocimiento fisico, agricola y biolégico, de
manera que los métodos sean amigables con el ambiente y se disminuya considerablemente
la contaminacidn de suelos, rios y las fuentes de agua subterranea (Ajitomi, Taba, Ajitomi ,
Kinjo, & Sekine, 2018). Especies de varias familias, entre las que figuran, Solanaceas,
Brassicaceas, Lamiaceas, Meliaceas y Asteraceaes, presentaron extractos que han sido
utilizados en el control de neméatodos, destacando las Asteraceaes y dentro de esta las
especies del género Tagetes dieron casi siempre los mejores resultados (Mokrini, et al.,

2018).

Las especies Tagetes minuta cominmente conocida como ‘“huacatay”, “epazote”, “hierba

2% <¢

sagrada”, “menta negra” y Tagetes erecta, conocida como “flor de muerto”, son miembros
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de la familia Asteraceae (Carhuapoma, 2011), caracterizadas por sintetizar metabolitos
secundarios con propiedades que son de importancia medicinal (lannacone, et al., 2017) en
el biocontrol de plagas (Salehi, et al., 2018) y de utilidad en suelos de baja fertilidad
(Ventura, Delgado, & Pires, 2006). Las especies de este género resultan ser un material de
mucha importancia en el control eficaz frente a una amplia gama de nematodos, ya que
presentan en la composicion de su aceite esencial, metabolitos de actividad biocida, los
cuales interfieren en el sistema nervioso central de los nematodos (Diaz, Serrato, Arce, &
Leon , 2012). Ademas, su rapida degradacion a la luz solar, carencia de persistencia,
selectividad a organismos no destinatarios y carencia de bioacumulacién en el ambiente
(Grdisa & Grsi¢, 2013), lo posiciona como un plaguicida botanico de importancia en la
proteccion de los cultivos, sin perjudicar demasiado al medio ambiente, a los controladores
bioldgicos (lannacone, et al., 2017), o a la poblacion; a diferencia de los plaguicidas

quimicos.

El follaje de T. minuta, ha sido experimentado sobre la nodulacién radicular producida por
el nematodo Meloidogyne incognita que parasita el ‘pimiento paprika’ Capsicum annuum.
El experimento fue conducido en condiciones de invernadero utilizando follaje de T. minuta
adicionada al sustrato como enmienda organica en 20, 35 y 50% observandose una
limitacion en la nodulacidn radicular ocasionada por M. incognita. Esto sugiere que posee
cierto potencial en el control del neméatodo (Murga, Alvarado, & Vera, 2012), debido a que
su aceite esencial esta compuesto principalmente por los terpenos: limoneno, (E) y (2)-
tagetona, (Z2)-p-ocimeno, dihidrotagetona, (E) y (Z)-ocimenona, (Massuh, 2014) importantes
en la actividad biocida de la planta; sin embargo, su efectividad puede variar de acuerdo con
la ubicacidn geografica, la etapa de crecimiento y la parte de la planta (Shahzadi, Hassan,

Khan, & Shah, 2010).
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T. erecta, como planta trampa es eficiente para disminuir las poblaciones de neméatodos
fitoparasitos, debido a que presentan en su composicion metabolitos como la tagetona,
dihidrotagetona, crisantenona, alilanisol y el canfeno (Alvarez, et al., 2016) con actividad
biocida. Las exudaciones radiculares que secretan las plantas de T. erecta o marigold, son
efectivas para atraer a los estadios juveniles de los nematodos del género Meloidogyne; una
vez dentro de las plantas, dichos estadios van a ser modificados en su desarrollo y
multiplicacion (Aballay & Insunza, 2002). Sin embargo, solo es efectiva para algunos
géneros de neméatodos como Meloidogyne (Méndez, 2009).

Extractos acuosos de plantas completas de esta especie también han sido probados. Se evalu6
la capacidad de los extractos acuosos frios (20% p/v) aplicados a plantas de tomate (S.
lycopersicum) en cantidades de 100 ml antes y después de la floracion, estimandose después
el rendimiento de frutos, obteniendo un incremento significativo en las plantas tratadas,
frente al testigo, resultando mas eficaces los extractos de T. erecta de 40 dias de edad

(Natarajan, et al., 2006).

A nivel de cultivos in vitro, existen trabajos realizados en ambas especies. T. minuta es una
de las especies que puede ser propagada por semillas, con un porcentaje de germinacion de
50-60%, segun las condiciones de cultivo y la germinacion se llega a completar entre 10 a
15 dias (Singh, Singh, & Kaul, 2003). Asimismo, tanto cotiledones como hipocétilo de T.
minuta cultivados en medio MS mostraron una clara expansion después de una semana de
ser cultivados y desarrollaron callos a los 10 dias de cultivo. El porcentaje de explantes que
desarrollaron callos vari6 de 63% a 100% para cotiledones y de 60% a 100% para
hipocotilos, dependiendo de las combinaciones de reguladores de crecimiento de plantas. El
color de los callos varié de blanco a blanco con &reas verdes 0 marrones, 0 marrones con

areas verdes (Mohamed, Harris, & Henderson, 1999).
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Por otro lado, callos de T. minuta fueron derivados de hojas en medios de cultivo MS
suplementados con ANA 0,54 uM e incubados a 24 °C bajo continua iluminacion, reportados
como condiciones 6ptimas segun Ekes-Kretovics, Ekes, Gyurjan, Hethelyi, & Danos (1993).
En el caso de entrenudos, diferentes concentraciones de ANA y BA e incubados en
oscuridad indujeron la mayor formacion de callos sin regeneracion de érganos (Croes, Arts,
Bosveld, & Wullems, 1989). No hay reportes acerca de la toxicidad de estructuras T. minuta

cultivada in vitro.

Desde la década de los 80 se despertd el interés por las investigaciones en T. erecta, a nivel
de cultivos de tejidos in vitro, con fines de propagacion, induccion de callos, embriogénesis
somatica y cultivo de células en suspensiones (Hidalgo M., 1995). Recientemente se han
desarrollado protocolos sobre embriogénesis somatica como parte de un sistema futuro de
transformacion genética, con la finalidad de mejorar las propiedades en la produccién

avicola (Venegas, Benitez, Leyva, Paredes, & Del Villar, 2017).

En la investigacion presentada por Osman, et al., (2008), se estudio el efecto de los extractos
de plantas de T. erecta cultivadas en medio MS (ANA 0.1mg/L), siendo probados en estadios
juveniles de la segunda etapa (J2) de Meloidogyne incognita, en concentraciones de 34, 49,
74, 87 y 100%. Los extractos a partir de callos de semillas, hojas, tallos y raices resultaron
efectivos en el control significativo de la poblacién de M. incognita, tanto en las raices como
en el suelo de cultivo. De igual manera se observo una mejora en el crecimiento de las plantas

en todos los tratamientos probados.
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IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
3.1.1. Material Bioldgico

3.1.1.1.  Obtencion del material vegetal

El material vegetal estuvo constituido por plantas silvestres de Tagetes minuta y plantas
cultivadas de Tagetes erecta. En el caso de T. minuta, las plantas fueron colectadas a orillas
de la carretera Kerguer - Penachi, (S7°14°37”- 080° 37’ 23”), ubicado en el distrito de Salas;
en el caso de T. erecta las plantas fueron colectadas del Jardin Botanico del Parque Infantil

de Chiclayo — Lambayeque.

El material para inducir callos in vitro de T. minuta, fue colectado de plantas maduras con
semillas, las mismas que al ser movidas en la inflorescencia emiten un sonido caracteristico,

motivo por el cual en la caserios de la serrania se le conoce como “shil shil”.

Los plantas fueron colectadas en fase de floracion y fructificacion, las cuales en esta etapa
contienen los principios activos que se necesita para preparar los extractos (Solano, Quezada,

Agurto, Ruiz, & Del Pozo, 2012).

Las plantas de tomate con edad de 30 dias para experimentacidn con los extractos de Tagetes,
fueron adquiridas de un agricultor dedicado al cultivo de tomate, el mismo que proporciond
las plantas infectadas. Estas fueron establecidas en terrinas de 44 cm de largo y 29 cm de

ancho con una profundidad de 25 cm, con sustrato franco arenoso.

3.1.2. Obtencion de nematodos

Fueron identificadas plantas de Solanum lycopersicum L. infectadas con nematodos, en
campos de cultivo de la zona llamada “La capilla”, (S6°50°37”- O79° 49’ 33”), perteneciente
al distrito de Reque. Luego de retirar las plantas del suelo de manera cuidadosa, tratando que
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no se deterioren las raices, tales fueron colocadas en bolsas de polietileno y trasladadas al
Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Recursos Genéticos de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas.

A partir de las agallas de las raices infectadas, fueron aislados estadios juveniles 1l de
nematodos del género Meloidogyne spp. para ser sometidos a los tratamientos

experimentales.

3.1.3. Medios de cultivo para los tratamientos in vitro

Para los cultivos in vitro, el medio de cultivo estuvo constituido por las sales minerales MS
(Murashige & Skoog, 1962) (Cuadro 1), suplementado con tiamina 0.4 mg/L, m- inositol
100 mg/L, sacarosa 3% Yy agar agar al 0,8 % para la gelificacion de los medios.

En el caso del medio para induccién de callos, sobre estos componentes, se adiciond la
auxina 2,4-D en 4 concentraciones: 0,05; 0,1; 0,2 y 0,4 mg/L. Para la propagacion de apices
se incorporé al medio MS, AIA 0.02 mg/L y AG3 0,02 mg/L (Cuadro 2), el pH fue ajustado
entre 5.6 — 5.8. En cada frasco se coloc6 20 mL de medio de cultivo. La esterilizacion de los
medios de cultivo se realizé a 121°C y 15 Ib p? de presion durante 20 minutos.

Estos medios de cultivo luego de esterilizados, fueron conservados en refrigeracion hasta el

momento de su utilizacion.
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Cuadro 1. Composicion quimica del medio de cultivo MS (Murashige y Skoog) utilizado

en el cultivo in vitro de T. minuta y T. erecta.

S,(\J/Ilgglrgn Constituyentes  Concentracion Volumen de la Solucion
N° Quimicos (mg/L) Madre (ml/L)
NH4sNO3 1650
KNO3 1900
1 MgS02.7H,0 370 20,0
KH2PO4 170
3 Kl 83 1,0
ZnB0Os, 7TH,O 8,6
Na;Mo004.2H,0 0,25
MnSQOg4, 7H.0 2,230
) H3BOs 6,2 3,0
CuS0Oq4, 5H.0 0,025
CoClz, 5H20 0,025
FeSO4.7H,0 27.8 50
Na;EDTA.2H20 37,3 !
6 m- inositol 125
7 Tiamina 25

Fuente: Guia de estudio para el cultivo de meristemas de yuca (Roca & Mroginski, 1991) del centro
Internacional de Agricultura Tropical, CIAT, Cali — Colombia.

Cuadro 2 . Formulacion de medios de cultivo para germinacion de semillas, induccion de

callos y propagacion de apices in vitro de Tagetes minuta 'y T. erecta.

Reguladores de crecimiento (mg/L)

Procesos Sales
Morfogénicos Minerales 24-D AIA  AGs
Germinacion MS
0,05
0,1
Induccion de callos MS 0.2
0,4
Propgggci()n de MS 0,02 0,02
apices
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3.2. Metodologia

3.2.1. Germinacion de semillas in vitro
Con el objetivo de obtener material vegetal aséptico que permita la induccion de callos,
fueron seleccionadas semillas en las mejores condiciones de madurez de ambas especies de
Tagetes. Las semillas fueron colocadas a razon de 25 unidades por frasco de vidrio para la
desinfestacion. En camara de flujo laminar de aire esterilizado se realiz6 la desinfestacion
de semillas y para ello se utiliz alcohol etilico 70% con permanencia de un minuto y
posteriormente con hipoclorito sodio (lejia comercial) 5% con permanencia de 3 a 5 minutos;
ambos desinfectantes fueron removidos con cuatro enjuagues utilizando agua destilada
esterilizada. Luego las semillas fueron colocadas en los frascos que contenian el medio de
cultivo para germinacion, a razon de cinco semillas por frasco. Fueron tapados y sellados y

posteriormente se incubaron en oscuridad.

Transcurridos 8 a 10 dias del cultivo, los frascos con las semillas germinadas fueron
transferidos a incubacion bajo una irradiacion de 10 W.m de iluminacion, fotoperiodo de
16/8 horas de luz/oscuridad y temperatura de 22 a 24°C, para el crecimiento arménico de las

plantulas en condiciones in vitro.

3.2.2. Induccion de callos
Para la induccion de callos fueron utilizados tejidos de plantulas germinadas in vitro de T.
minuta, ya que con T. erecta no se pudo trabajar debido a la contaminacion. Los explantes
estuvieron constituidos por segmentos de hojas y entrenudos de 0,5 cm de largo, lo cuales
fueron obtenidos seccionando las plantulas utilizando pinzas y bisturi asépticos. La
desinfestacion no fue necesaria por cuento el material provenia de cultivos in vitro. Cada
uno de los fragmentos, fueron establecidos en los medios de cultivos formulados para inducir
callos. Este trabajo también se realiz6 en condiciones de asepsia en cdmara de flujo laminar

de aire esterilizado.
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3.2.3. Cultivo de apices in vitro
Con la finalidad de mantener una fuente de material vegetal aséptico, luego de obtener
fragmentos de hojas y entrenudos para la formacion de callos, los &pices de las plantulas
fueron transferidos a medio de cultivo de propagacién in vitro bajo las siguientes condiciones
de incubacion: 10 W.m* de iluminacion, fotoperiodo de 16/8 horas de luz/oscuridad y

temperatura de 22 a 24°C.

3.2.4. Obtencion de extractos
Hojas, inflorescencias y raices de plantas adultas de las dos especies de Tagetes colectadas
en campo, fueron secadas al ambiente bajo sombra por separado cada una de estas
estructuras. Momentos antes de la molienda, las estructuras secas fueron colocadas por 10
minutos en estufa calentada previamente a 45°C, para eliminar la humedad captada del
ambiente por parte del material. Luego cada una de las estructuras se sometieron a molienda
en mortero, hasta tener un polvo fino. La masa seca obtenida fue sometida a extraccion con
etanol 96° por un periodo de 24 a 48 horas. Luego fue filtrado y colocado en placas de Petri
para la evaporacion del solvente y la concentracion del extracto. En el caso de los callos

obtenidos en cultivo in vitro, también fueron sometidos al mismo procedimiento (Fig. 1).

3.2.5. Pruebas de toxicidad para determinar la DLso de los extractos
Para la prueba de toxicidad, individuos de estadios juveniles Il de neméatodos aislados de las
agallas de plantas de tomate infectadas, utilizando un estereoscopio, fueron enfrentados a
once concentraciones del extracto etanodlico proveniente de hojas de las dos especies de
Tagetes (cuadro 3). Para ello fueron colocados en placas de Petri con 3 mL de solucion
correspondientes a cada una de los tratamientos en investigacion. A partir de la placa que

contenia el total de nematodos aislados en agua corriente, utilizando una pipeta Pasteur,
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fueron retirados los individuos mediante aspiracién y colocados en otra placa a razon de 10

por tratamiento. A cada concentracion se le hicieron tres repeticiones.

Cuadro 3: Tratamientos utilizados para determinar la DLso de los extractos provenientes de
hojas de T. minuta y T. erecta de campo sobre Meloidogyne spp. en Solanum

lycopersicum.

Tratamientos (C) Concentraciones (mg/L)
C1 0,3
C2 0,5
C3 0,7
C4 0,9
C5 1,0
C6 1,1
C7 1,3
C8 1,5
C9 1,7

C10 1,9
Cl1 2,0
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Material vegetal

—
Campo (hojas) In vitro (callos)
( N\
|  Secado al ambiente <
\ J
A
( )
Molienda del material
vegetal
. J
4 )
Extraccion con Etanol
96°
L J
( N\
Concentracion del
extracto
. J
A\ 4
Prueba de toxicidad en ( ) Prueba de toxicidad en
estadio juvenil Il de Extracto crudo raices de plantas de
Meloidogyne Q

J Solanum lycopersicum

Figura 1: Procedimiento seguido en la obtencion de extractos a partir de plantas de campo e in
vitro de Tagetes minuta y de plantas de campo de T. erecta.
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3.2.6. Aplicacion de los extractos etanolicos en plantas de S. lycopersicum
Plantas sanas de tomate de un mes de edad, establecidas previamente en terrinas con un
sustrato fértil tipo franco - arenoso, constituido por tierra de cultivo y arena de rio en una
proporcion 3:1, el mismo que fue esterilizado en horno a 50°C durante 60 minutos, sirvieron
para las pruebas de toxicidad de los extractos frente a Meloidogyne spp. en plantas de S.
lycopersicum a nivel de invernadero. En cada terrina se establecieron cinco plantas

completamente Sanas.

A partir de los resultados sobre la toxicidad de los extractos segun el analisis Probit, fueron
seleccionadas tres concentraciones de ambas especies de Tagetes: 1,0; 1,5y 2,0 mg/L. Para

la aplicacion de los extractos en las plantas, dos dias antes se regaron a capacidad de campo.

Fueron pesados paquetes de 1,0 g de raices con agallas obtenidas de plantas infectadas con
Meloidogyne spp. procedente de los cultivos de tomate del Fundo La Capilla de Reque. A
excepcion del testigo, se asperjé 10 mL de solucion alrededor de sus raices, correspondiente
a cada tratamiento seleccionado de los extractos de hojas de ambas especies de Tagetes.
Posteriormente a cada planta sana, incluyendo al testigo, se le retird el sustrato para exponer
a las raices y sobre ellas fue dispersado el gramo de raices infectadas. Cada tratamiento tuvo
10 repeticiones.

Para el caso del extracto de callos in vitro de T. minuta se consideré Unicamente el

tratamiento mas alto (2,0 mg/L). T. erecta, no fue considerada en esta fase del trabajo.

3.2.7. Evaluacion del efecto de los extractos
Transcurrido 45 dias después que las plantas de S. lycopersicum recibieron el tratamiento
con los extractos etanolicos de las dos especies de Tagetes, fueron removidas de las terrinas
tratando que las plantas mantuvieran todas las raices de manera intacta.

En cada una de las plantas, fueron evaluadas las siguientes caracteristicas:
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- Tamafio total

- Tamafo del tallo

- Tamafio de laraiz

- Numero de hojas

- Numero de agallas por planta

- Promedio de agallas por raiz

3.2.8. Anélisis estadisticos de datos
Para alcanzar los objetivos, los resultados de la toxicidad de los extractos se sometieron al
andlisis Probit. Se calcularon los parametros estadisticos para obtener la dosis letal media
(DLso). Los datos obtenidos de las variables en estudio fueron sometidos a un Andlisis de
Varianza (ANOVA), utilizando el software estadistico SPSS version 22.0 asi como los
programas de Microsoft Office Excel version 2013, los cuales fueron expresados en cuadros

y figuras.
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de las especies vegetales en estudio

a. Tagetes minuta

Es una hierba anual comunmente conocida como “huacatay” o “Shil Shil”, nativa de los
pastizales templados y regiones montafiosas del sur de Sudamérica. Puede alcanzar hasta 50
cm de alto y presenta hojas de 8 a 15 cm de largo. Las inflorescencias son pequefias, de 10
a 15 mm de largo. Posee semillas relativamente pequefias, y los frutos estan representados
por aquenios (Massuh, 2014). ActGa como un nematicida potencial, gracias a sus compuestos
quimicos tales como dihidrotagetona, -ocimene y tagetenona que son los principales
(Chamorro, Ballerini, Sequeira, Velasco, & Zalazar, 2008). El tamafio de las plantas
obtenidas fue de 46,3 cm y de las semillas 0,9 cm las cuales presentaban pubescencia y de

coloracion negra (Fig. 2).

b. Tagetes erecta

Es una planta herbacea anual, cominmente conocida como ‘flor de muerto’ o ‘marigold’,
con distribucion cosmopolita cuya altura oscila entre 0,30 m y 1,0 m. Las hojas poseen
segmentos agudos, aserrados, glandulas inferiores pequefias que contienen aceites
esenciales; inflorescencias marginales desde ocho a muchas, femeninas; corola amarilla,
ligulada, de 7-11 mm de longitud (Méndez, 2009). El tamafio de las plantas colectadas fue
de 24,6 cm y las semillas de 1,8 cm, las cuales tenian una coloracidén negra con bandas

blancas a los costados (Fig. 3).

c. Meloidogyne spp.

Es un nemaétodo fitoparasito de la familia Heteroderidae. (Integrated Taxonomic

Information System, 2013). Las hembras de algunas especies pierden su forma vermiforme
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conforme maduran, se ensanchan y adoptan forma esférica al alcanzar el estadio adulto.
Tienen una estructura especializada para su alimentacion llamada estilete. Este es usado
para inyectar enzimas dentro de las células vegetales y los tejidos, para luego extraer su
contenido causando crecimiento anormal de la parte aérea de la planta, confirmandose el
problema al examinar la estructura radicular, la cual sufre deformaciones denominadas
agallas, que pueden variar considerablemente dependiendo de las especies de Meloidogyne,

el cultivo y cultivar (Fig. 4) (Coyne, Nicol, & Claudius-Cole, 2009).

4.2. Germinacion de semillas in vitro

Transcurridos de 8 a 10 dias de establecidas las semillas in vitro, se observé la germinacion
en 90 % de las semillas de T. minuta y solo el 16% de las semillas de T. erecta (Anexo 1)
(Cuadro 4). Un factor determinante para la germinacion de semillas fue la alta contaminacion
en el caso de T. erecta, aun cuando para la desinfestacion de semillas previo al cultivo se
utilizo hipoclorito de sodio al 5% por 5 minutos y no pudo superarse esta contaminacion, ya
que al aumentar la concentracion de hipoclorito se incrementd el control de la
contaminacion, pero se inhibié la germinacion al mismo tiempo. En el caso de Tagetes

minuta la contaminacién de semillas in vitro solo fue de 3 %.

La contaminacién fue de tipo fungica y por el tiempo que tard6 en aparecer, se considera

que se trataria de microorganismos enddgenos en semillas (Fig. 5).
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Cuadro 4: Porcentajes de germinacion de semillas in vitro de T. minuta y T. erecta.

GERMINACION (%)

ESPECIE i i i i _
Semillas geminadas Semillas no germinadas Contaminacion
Tagetes minuta 90 7 3
Tagetes erecta 16 5 79

La germinacion fue exitosa en ambas especies, excepto que en Tagetes erecta, al cabo de
dos semanas se observaba el crecimiento de un hongo color rosado, identificado como
Fusarium mediante la coloracion con azul de algoddn, poniendo en gran riesgo la viabilidad
de la planta debido al alto grado de contaminacion a nivel del endospermo, conllevando a
una necrosis celular. Por otro lado el proceso de descontaminacion de Tagetes minuta se

mostré efectivo, con un bajo grado de contaminacion.
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Figura 2. Tagetes minuta: a. Planta madura en campo, utilizada para
obtencién de extractos etandlicos y b. Semillas para la
germinacion, propagacion de apices e induccion de callos in vitro.
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Figura 3. Tagetes erecta: a. Planta madura en campo, utilizada para
obtencion de extractos etanolicos y b. Semillas para la
germinacion, propagacion de apices e induccion de callos in
vitro.
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Figura 4: Meloidogyne spp.; a. Agallas en raiz de Solanum lycopersicum, b.
Hembra en estadio piriforme, c. Huevos, d. Estadio juvenil II.
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Figura 5: Contaminacién de semillas de Tagetes erecta in vitro: a. Semilla en
proceso de germinacion, b y c. Contaminacién fangica de las plantulas
y d. Contaminacién por Fusarium sp., estadio maduro con presencia de
clamidosporas.
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4.3. Induccién de callos

Transcurridos 30 dias, luego de haberse establecido el cultivo in vitro de fragmentos de hojas
y entrenudos de T. minuta para la induccion de callos, se observé hinchamiento de los
tejidos. 15 dias mas tarde se inicio la proliferacion de células que en el caso de los entrenudos
empezo6 en los extremos y estos tenian un aspecto blanquecino y de consistencia compacta
(Fig. 6). Por otro lado, los fragmentos de hoja desarrollaron callos en la base y en la zona de
la nervadura central, presentando un aspecto amarillo — verdoso y de consistencia compacta
también (Fig. 7). Al cabo de 60 dias habrian alcanzado su maximo desarrollo, iniciandose

necrosis de las células y aparentemente muerte del tejido.
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Figura 6: Induccion de callos in vitro en Tagetes minuta a partir de segmentos
de entrenudos: a. Segmentos de entrenudos, b. Crecimiento a los 30
dias, ¢. Formacion a los 45 dias.
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Figura 7: Induccion de callos in vitro en Tagetes erecta a partir de segmentos
de hojas: a. Segmentos de hojas, b. Crecimiento a los 30 dias, c.
Formacion a los 45 dias.

35



En el cuadro 5 se muestra el porcentaje de induccion de los callos in vitro de T. minuta luego
de 45 dias de establecido el cultivo. Aqui se observo que en los cuatro tratamientos se
indujeron callos en tejidos de hoja, y esta formacion fue de 70 a 100%, sobresaliendo el T2.
En el caso de los entrenudos, también se formaron callos con éxito superior a 50%, siendo
el mejor el T1 que incluy6 la concentracion mas baja de 2,4-D (0,05mg/L) y lleg6 a 90% de
formacion de callos. Cabe indicar que una ligera contaminacion de 10% se presentd en los

tejidos establecidos en el tratamiento T2 y T3 en entrenudos.

Cuadro 5: Porcentaje (%) de la formacion de callos en segmentos de entrenudos y hojas de

Tagetes minuta.

TRATAMIENTOS (2,4-D mg/L)

m;:f;;eesnciios T1 (0,05) T2 (0.1) T3(0.2) T4 (0.4)
H E H E H E H E
FC 80 90 100 60 80 60 70 50
SFC 20 10 0 30 20 30 30 50
Contaminados 0 0 0 10 0 10 0 0
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100 100
H = hoja FC= formacion de callo

E = entrenudos SFC= sin formacién de callo

En el cuadro 6, se observan los promedios de didmetro y altura de los callos in vitro inducidos
en segmentos de hojas de T. minuta a 45 dias de establecido el cultivo in vitro, donde el T2
muestra mejores caracteristicas y un mayor desarrollo respecto a los demas tratamientos, ya

que se observo en algunos tubos raicillas delgadas.

En el cuadro 7, sin embargo, se observan que los mejores promedios de diametro y altura de
los callos in vitro de entrenudo de T. minuta, se alcanz6 en el tratamiento T1, seguido del

T2.
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Cuadro 6: Promedios de diametro y altura de los callos provenientes de hojas de Tagetes
minuta de acuerdo a cada tratamiento.

Hoi TRATAMIENTOS (2,4 - D mg/L)
ojas

T1 (0,05) T2 (0,1) T3(0,2) T4 (0,4)
Diametro 8,6 mm 10,3 mm 5,6 mm 9,3 mm
Altura 6,4 mm 6,1 mm 3,6 mm 6,0 mm

Cuadro 7: Promedios de diametro y altura de los callos provenientes de entrenudos de
Tagetes minuta de acuerdo a cada tratamiento.

Callos de TRATAMIENTOS (2,4 - D mg/L)
Entrenudos T1 (0,05) T2 (0,1) T3(0,2) T4 (0,4)
Diametro 10,1 mm 8,5 mm 6,7 mm 6,6 mm
Altura 6,7 mm 5,5 mm 3,8 mm 4,4 mm

4.4. Extractos etandlicos

Luego de la extraccion y concentracion de los extractos en el caso de T. minuta, se aprecié
que el mayor rendimiento de extracto se obtuvo en los tejidos de hojas, seguido de
inflorescencias y finalmente de raices y aun cuando la cantidad de masa seca de estas dos
ultimas fue mayor que el de hojas, el rendimiento fue mucho menor (Cuadro 8). En el caso
de callos in vitro de T. minuta, el mayor rendimiento se obtuvo de los fragmentos de hojas,

seguido de entrenudos (Cuadro 10).

En el caso de T. erecta, el mayor rendimiento se obtuvo en los tejidos de hojas, seguido de
raiz y finalmente de inflorescencias; en este caso se observo que a pesar de no tener mucha

masa seca en hojas, se obtuvo mayor cantidad de extracto (Cuadro 9).
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Cuadro 8: Extractos etandlicos y rendimiento obtenidos de plantas completas de T. minuta.

Parte de la Peso de masa seca Extracto Rendimiento
planta (9) Etandlico (g) (%)
Hojas 4,89 0,24 49

Raiz 6,44 0,03 0,5
Inflorescencias 20,68 0,75 3,6

Cuadro 9 : Extractos etandlicos y rendimiento obtenidos de plantas completas de T. erecta.

Parte de la Peso de masa seca Extracto Rendimiento
planta (9) Etanolico (Q) (%)
Hojas 3,78 0,42 11,1

Raiz 2,15 0,15 6,9
Inflorescencias 7,71 0,21 2,7

Cuadro 10 : Extractos y rendimiento obtenidos de callos in vitro provenientes de T. minuta.

Callos Peso Fresco Peso Seco Extrgcto Rendimiento
(9) (9) Etandlico (g) (%)
Hojas 5,37 0,36 0,02 55
Entrenudos 3,66 0,29 0,01 34

4.5. Toxicidad de los extractos etandlicos sobre nematodos

Para determinar las dosis utilizadas en pruebas de toxicidad se realizaron ensayos
preliminares tomando en consideracion el extracto de hojas, inflorescencias y raices de T.
minuta y solo de hojas de T. erecta, por disponerse de mayor cantidad de extracto respecto

a las demas estructuras. Las dosis consideradas correspondieron a 1,0; 1,5y 2,0 mg/L.

Como se aprecia en el cuadro 11, en el T2 (1,0 mg/L) del extracto de hojas de T. minuta,
murieron el 100% a 53 minutos y el tiempo disminuy6 paulatinamente, a medida que
aumentd la concentracion, llegando a morir el 100% de individuos a 10 minutos en el T4
(2,0 mg/L). En el extracto de raices, la toxicidad fue menor, observandose que el 100% de
individuos mueren a partir del T3 (1,5 mg/L) pero en mayor tiempo de exposicién (Cuadro
12). En el caso del extracto de inflorescencias de T. minuta, Gnicamente se observé lentitud

en el movimiento de los individuos (Cuadro 13).
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Respecto a los resultados de T. erecta observéd que a partir del T1 (0,5 mg/L) el efecto
toxico en el 100% de los individuos a 21 minutos, y a medida que aumentaron las
concentraciones los individuos tardaron menos tiempo en morir (Cuadro 14).

Cuadro 11 : Toxicidad de las cuatro concentraciones del extracto etandlico de hojas de

plantas de campo de T. minuta aplicadas a Meloidogyne spp.

TRATAMIENTOS (mg/L)

Respuesta (100%) T1 T2 T3 T4
/ Tiempo (min) (0,5) (1,0) (1,5) (2,0)
Movimientos

lentos 120 20 6 4
Muerte 53 14 10

Cuadro 12: Toxicidad al extracto etandlico proveniente de la raiz de plantas de campo de

T. minuta.
TRATAMIENTOS (mg/L)

Respuesta (100%) T1 T2 T3 T4
/ Tiempo (min) (0,5 (1,0 (1,5 (2,0)
Movimientos 141 97 57 70

lentos
Muerte 88 138

Cuadro 13: Toxicidad al extracto etandlico proveniente de inflorescencias de plantas de

campo de T. minuta.

TRATAMIENTOS (mg/L)

Respuesta (100%) T1 T2 T3 T4
/ Tiempo (min) (0,5) (1,0) (1,5) (2,0)
Movimientos

lentos 83 78 70 63
Muerte
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Cuadro 14: Toxicidad de las cuatro concentraciones del extracto etandlico de hojas de

plantas de campo de T. erecta aplicadas a Meloidogyne spp.

TRATAMIENTOS (mg/L)

Respuesta (100%) T1 T2 T3 T4
/ Tiempo (min) (0,5 (1,0 (1,5 (2,0)
Movimientos 16 7 5 3

lentos
Muerte 21 12 11 7
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Cuadro 15: Toxicidad de los once tratamientos del extracto etandlico proveniente de hojas de plantas de campo de Tagetes minuta aplicadas a
Meloidogyne spp.

TRATAMIENTOS (mg/L)*

Respuesta CL C2 C3 c4 C5 C6 C7 c8 C9 C10 c11
100%)/ —©3) (0,5) 0,7) 0,9) (1,0) (1,1) (1,3) (15) (1,7) (1,9) (2,0)
T('rf]r?nr;‘) 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60

Muertos 03 0,7 13 17 17 27 23 23 27 33 17 3 27 43 43 5 4 53 6 73 7,7 10

Vivos 9,3 8,3 7,3 7,7 6.7 7 5,7 5 4,7 2,7 0

Total 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

* Tres repeticiones por tratamiento
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Cuadro 16: Toxicidad de los once tratamientos del extracto etandlico de las hojas de plantas de campo de Tagetes erecta aplicadas a Meloidogyne

spp.
TRATAMIENTOS (mg/L)*

Respuesta Cl Cc2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 Cl1

ooy, — @3 05 ©7) (09 (1.0) (L.1) (1.3) (L,5) (L7) (L9) (2,0)

T(Ir(;rinnr;o 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60

Muertos 0 03 0 13 o0 17 13 2 17 23 23 27 27 33 37 6 37 57 53 77 67 10

Vivos 9,7 8,7 8,3 8 7,7 7,3 6,7 4 4,3 2,3 0

Total 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

* Tres repeticiones por tratamiento.
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Basados en estos resultados, y contando con nuevas camparias de siembra de tomate, se
montaron los experimentos para determinar con mayor exactitud la dosis letal media (DL5so).
En ambos casos tanto el extracto de Tagetes minuta como de Tagetes erecta, la muerte al
cincuenta por ciento, se alcanza desde el tratamiento C8 (1,5 mg/L) a partir de 60 minutos
de exposicién, aumentando progresivamente la muerte hacia los mayores tratamientos vy
aplicando C11 (2,0 mg/L) mueren el 100% de los individuos a los 60 minutos de exposicién
(Cuadro 15 y 16), cabe remarcar que estas Ultimas pruebas se realizaron después de tres

meses.

Cuadro 17: Dosis letales 50 (DLso) con sus respectivos limites fiduciales con el 95% de
confianza del extracto etandlico de hojas de T. minuta y T. erecta sobre

Meloidogyne spp.

Especie DL50 Limites
Tagetes minuta 1770 (21511%
Tagetes erecta 1,738 (% fgg)

Al comparar ambas dosis letales presentadas en el cuadro 17, se constatd que los estadios
juveniles de los nematodos de Meloidogyne spp. fueron susceptibles en los tratamientos de
1,770 mg/L para Tagetes minuta y de 1,738 mg/L para Tagetes erecta. Lo que significa que
para lograr un cincuenta por ciento de mortalidad se necesitan esas cantidades de extracto y

mientras estas aumenten, mejores seran los resultados (Fig. 8 y 9).
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Respuestas transformadas por Probit
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Figura 8: Curva de crecimiento de la toxicidad del extracto etanolico de hojas de Tagetes

minuta sobre Meloidogyne spp.
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Figura 9: Curva de crecimiento de la toxicidad del extracto etandlico de hojas de Tagetes

erecta sobre Meloidogyne spp.
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Cuadro 18: Tiempo de exposicion del nematodo Meloidogyne spp. al extracto etandlico de

callos provenientes de fragmentos de hojas in vitro de Tagetes minuta.

TRATAMIENTOS (mg/L)

Respuesta (100%) / T1 T2 T3
Tiempo (min) (1,0) (1,5) (2,0)

Movimientos lentos 25 17 9

Muerte 34 31

Cuadro 19: Tiempo de exposicion del nematodo al extracto etandlico de callos provenientes

de entrenudos in vitro de Tagetes minuta.

TRATAMIENTOS (mg/L)

Respuesta (100%) / T1 T2 T3
Tiempo (min) (1,0 (1,5) (2,0)

Movimientos lentos 15 13 11

Muerte

En el caso del extracto de callos in vitro provenientes de Tagetes minuta, por la escasa
cantidad de extracto no fue consideradas para las dosis letales medias, ya que tendria que
guardarse para una Unica dosis de aplicacion en plantas en condicidn de invernadero. En este
caso también solo correspondié al extracto de callos de hoja que fue el Gnico que presentd

cierta toxicidad (Cuadro 18 y 19).

4.6. Efecto de los extractos etanolicos en plantas cultivadas en
condiciones de invernadero

4.6.1. Desarrollo de las plantas

El desarrollo de las plantas cultivadas después del tratamiento con las tres concentraciones
de los extractos de las dos especies de Tagetes y la infeccidn con las raices conteniendo las

agallas de Meloidogyne spp. se observé muy arménico (Anexo 2). Respecto a la expresion
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floral, Gnicamente en plantas sometidas al tratamiento T3 con extracto de T. minuta
observada a los 75 dias, obedeciendo al comportamiento floral normal de esta especie,

contemplada entre los 50 y 80 dias luego de la germinacion.

a. Longitud de las plantas de Solanum lycopersicum

En cuanto a la longitud de la planta, la presencia de los extractos, aparentemente habrian
estimulado una ligera mejora del crecimiento respecto al testigo, teniendo que ver de alguna
manera la concentracion y el genotipo de origen; en el caso del extracto de callos in vitro, la
respuesta fue negativa, ya que el crecimiento fue muy por debajo del testigo y solo se usd el
extracto T3. Los extractos T1y T2 no fueron considerados por su baja disponibilidad (cuadro

20y 21).

La longitud de raices, son casi similares en ambos extractos, siendo los tratamientos T1 y

T2 donde se observa una mayor longitud (Cuadro 22).

Cuadro 20: Promedios de Longitud total de las plantas de Solanum lycopersicum expuestas

a los extractos de Tagetes.

Longitud total (cm)

Tratamientos T minuta T erecta T._ mlputa
in vitro
TO 69,08
T1 84,48 79,28 -
T2 69,38 80,66 -
T3 66,54 70,12 33,2

0 = Testigo; 1, 2 y 3 = Tratamientos de menor a mayor.
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Cuadro 21: Promedios de longitud de los tallos de las plantas de Solanum lycopersicum

expuestas a los extractos de Tagetes.

Tallo (cm)
Tratamientos T minuta T erecta T._ mmuta
in vitro
TO 54,36
T1 70,22 62,8 -
T2 56,9 63,84 -
T3 54,1 56,7 22

0 = Testigo; 1, 2 y 3 = Tratamientos de menor a mayor.

Cuadro 22: Promedios de longitud de las raices de las plantas de Solanum lycopersicum

expuestas a los extractos de Tagetes.

Raiz (cm)
Tratamientos T minuta T erecta T._ mlputa
in vitro
TO 14,72
T1 14,26 16,48 -
T2 12,48 16,82 -
T3 12,44 13,42 11,2

0 =Testigo; 1, 2 y 3 = Tratamientos de menor a mayor.
b. Numero de hojas

Cuantificando el nimero de hojas, se observé un mayor nimero en los tratamientos T1y T2,

y ligeramente mayor el de Tagetes minuta (Cuadro 23).

Cuadro 23: Promedios del niamero de hojas de Solanum lycopersicum segun el extracto y

tratamiento utilizado

Hojas
Tratamientos T. minuta T. erecta T'. ml_nuta
in vitro
TO 8
T1 10,6 9,2 -
T2 9 9 )
T3 8,4 8,8 6,5

0 =Testigo; 1, 2 y 3 = Tratamientos de menor a mayor.
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c. Toxicidad de extracto de T. minuta y T. erecta en plantas de Solanum
lycopersicum

Se considera que una forma de observar y cuantificar el efecto de los extractos de manera

directa en los neméatodos, es la formacidn de agallas en las raices atacadas.

La cantidad de agallas desarrolladas en las raices de Solanum lycopersicum, se observaron
que las plantas sometidas al extracto de Tagetes minuta, de manera general, los tres
tratamientos, indujeron una respuesta favorable en la limitacion de la proliferacion del
nematodo (Anexo 3). El tratamiento T3 en especial obtuvo mejores resultados, ya que solo

se contabilizaron en promedio 5 agallas por raiz secundaria (Cuadro 25).

Por otro lado, las plantas sometidas a los extractos de Tagetes erecta, también mostraron
resultados favorables y mejores en el tratamiento T2 y T3, limitando el desarrollo de agallas
casi similar a Tagetes minuta; obteniendo por raiz secundaria un promedio de 5 a 6 agallas

(Anexo 4y 6).

Cuadro 24: Promedios del efecto toxico de los extractos de Tagetes minuta de plantas de

campo y callos in vitro, y de plantas de campo de T. erecta.

Tratamientos . Agallas . .
T. minuta T. erecta T. minuta in vitro
TO 85
T1 148,4 215,6 -
T2 103,6 57,4 -
T3 70,2 52,7 387,5

0 = Testigo; 1, 2 y 3 = Tratamientos de menor a mayor.

En el caso del extracto de Tagetes minuta in vitro, no se obtuvieron buenos resultados, ya
que estas plantas no presentaron un buen desarrollo en comparacion a las demas (Anexo 5b

y cuadro 24 y 25).
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Cuadro 25: Promedio del nimero de agallas por raiz secundaria de Solanum lycopersicum

expuestas a los extractos etanolicos de Tagetes.

. Agallas en raices secundarias
Tratamientos

T. minuta T. erecta T. minuta in vitro
TO 8,2
T1 9,2 17,9 -
T2 8,4 5,6 -
T3 5 6 25

0 = Testigo; 1, 2 y 3 = Tratamientos de menor a mayor.

Cuadro 26: Andlisis de varianza (ANOVA) de los cuatro grupos en estudio.

Suma de Grados de Media

cuadrados libertad cuadrética i 510
Ndmero de Agallas por Entre grupos 641348,600 2 320674,300 263,663 ,000
Planta Dentro de grupos 32838,100 27 1216,226
Total 674186,700 29
Longitud de la Planta (cm)  Entre grupos 8977,304 2 4488,652 19,871 ,000
Dentro de grupos 6099,056 27 225,891
Total 15076,360 29
Namero de Hojas Entre grupos 20,067 2 10,033 6,033 ,007
Dentro de grupos 44,900 27 1,663
Total 64,967 29

Los grupos que se analizaron fueron: el testigo, extracto de Tagetes minuta y Tagetes erecta
de campo y el extracto de callos in vitro de T. minuta. En este analisis se encontré una
diferencia significativa en el niamero de agallas, nimero de hojas; en las cuales T. minuta se
obtienen mejores resultados, y en la longitud total de la planta, sobresaliendo T. erecta

(Cuadro 26).

49



Cuadro 27: Anélisis de varianza (ANOVA) entre los extractos etandlicos de Tagetes
minuta y T. erecta de campo

Tipo Il de suma Grados de Cuadrético

Origen de cuadrados libertad promedio F Sig.

Interceptacion Hipotesis 836159,618 1 836159,618 17,766 ,059
Error 87536,936 1,860 47065,7512

Extracto Hipotesis 15,138 1 15,138 ,001 973
Error 34771,014 3 11590,338°

Tratamientos Hipotesis 175922,854 3 58640,951 5,059 ,108
Error 34771,014 3 11590,338°

Extracto * Tratamientos Hipotesis 34771,014 3 11590,338 6,335 ,001
Error 131720,696 72 1829,454¢

Entre los grupos de los extractos etanolicos de Tagetes minuta y Tagetes erecta de campo,
no se encontrd una diferencia significativa. No obstante, entre tratamientos si, sobresaliendo

el T3 (2,0 mg/L) de ambas especies.

Entre los grupos de extractos de T. minuta provenientes de plantas de campo e in vitro, si se
observé una diferencia significativa, en la cual el T3 de T. minuta de campo inhibio la
proliferacion del neméatodo, en comparacién al extracto etandlico proveniente de callos de

T. minuta in vitro (Cuadro 27).
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V. DISCUSION

Actualmente, una alternativa para tratar plagas y enfermedades en los vegetales y en el
hombre, sin causar impactos negativos, indudablemente es utilizando extractos naturales de
las plantas (Sharifi-Rad, Salehi, Shafiri-Rad, Setzer, & Iriti, 2018). Las numerosas
investigaciones realizadas en especies del género Tagetes, muestran el potencial quimico
que poseen y gracias a ello se deberia la actividad bioldgica que presentan. Quedando
evidenciado en las respuestas donde segun el analisis Probit DLso, del estadio larval Il de
Meloidogyne spp. enfrentado con los extractos de Tagetes minuta y T. recta se alcanzé con

1.7 mg/L.

Todos los tejidos evaluados de Tagetes minuta contienen componentes biocidas que pueden
ser de utilidad en el control de Meloidogyne. La calidad y cantidad de estos componentes
varian segun el estado fenologicos de las plantas y los genotipos, no influyendo el lugar de

procedencia (Salehi et al., 2018).

El T3, que incluyo6 2,0 mg/L de extracto etandlico de T. minuta, ejercié una mayor toxicidad
sobre Meloidogyne spp. en comparacion conel T1(1,0 mg/L) y T2 (1,5 mg/L) del tratamiento
en plantas, al presentar menor nimero de agallas respecto al testigo. Resultados similares
fueron reportados por Murga, Alvarado, & Vera (2012) quienes investigaron el efecto del
follaje del ‘huacatay’ T. minuta sobre la nodulacion radicular producida por el nematodo
Meloidogyne incognita en ‘pimiento paprika’ (Capsicum annuum); adicionandole el follaje
de T. minuta 20, 35 y 50% (v/v), concluyendo que el follaje de T. minuta, adicionado al suelo
de cultivo de plantas de C. annuum, limitaba mas no eliminaba en su totalidad la nodulacion

radicular ocasionada por M. incognita.
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Los estudios realizados en lulo (Solanum quitoense Lam.) indicion también que el aceite
esencial de Tagetes zypaquirensis, aplicado a las plantas y suelo present6 actividad
nematicida al reducir las poblaciones de Meloidogyne ( Alvarez et al., 2016). T. minuta es
usado a su vez como “planta trampa” puesto que al ser infestada por Meloidogyne incognita,
algunos de estos son capturados, y en su mayoria nunca alcanzan la madurez sexual; en
consecuencia, se observa una reduccion en la densidad de la segunda generacion de M.

incognita (Suarez et al., 2017).

El extracto etandlico de hojas de T. minuta fue el mas toxico, seguido de raices y las
inflorescencias; resultados similares obtuvo Weaver, et al., (1994), por lo que se presume
que los extractos de raices y inflorescencias contienen una cantidad de compuestos que
actlan mas lentamente con un tiempo de mortalidad mas extendido; ademas, de considerar
que la caracteristica volatil de los metabolitos presentes en los capitulos, jugarian un papel
en contra de la actividad biocida sobre los neméatodos. En el caso de T. minuta se ha
determinado alrededor de 67 sustancias quimicas, las mismas que en su mayoria estarian

presentes en bajas cantidades y en algunos casos en trazas (Salehi et al., 2018).

Si bien la toxicidad de T. minuta no muestra efectos de forma instantdnea como se ha
observado en los plaguicidas quimicos; su rapida degradacion a la luz solar, carencia de
persistencia, selectividad a organismos no destinatarios y carencia de bioacumulacion en el
ambiente (Grdisa & Grsi¢,, 2013), lo posiciona como un plaguicida botanico de importancia
en la proteccién de los cultivos y en la disminucion de riesgos sobre el medio ambiente y la
poblacion.

Tanto el extracto de hojas de T. minuta como T. erecta mostraron un control satisfactorio
sobre Meloidogyne spp. debido a la presencia de terpenos como limoneno, tagetona y

dihidrotagetona (Massuh, 2014), cuyas concentraciones de tagetona llegarian a 7% e
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hdihidrotagetona a 37%. En hojas hay menor nimero de compuestos, pero en mayor cantidad
y en raices de T. erecta se encuentran presentes los tiofenos (Salehi et al., 2018), los mismos

que ya no serian tan efectivos actualmente sobre los neméatodos.

En general T. minuta, mostrd ligeramente una mayor toxicidad sobre Meloidogyne spp. en
comparacion con T. erecta. Infiérese, sin embargo, que la actividad tendria relacion con la
variacion y volatilizacion de sus componentes, puesto que la ubicacion geografica no
influenciaria marcadamente en la produccién de los compuestos activos (Salehi et al., 2018.
Makang’A Omache, 2012). Los resultados obtenidos, después de evaluar la formacion
agallas en las raices de Solanum lycopersicum, indicaron que 100% de las plantas en cada
tratamiento presentaron formacion de agallas, puesto que el tomate es una planta susceptible

al neméatodo (FAO, 2013).

El T3 (2,0 mg/L) del extracto etandlico de hojas de T. erecta presenté mayor efecto tdxico
al observarse una mayor disminucién en la cantidad de agallas en la raices de S.
lycopersicum; sin embargo, las plantas tratadas con T1 (1,0 mg/L) y T2 (1,5 mg/L) mostraron
un mejor desarrollo en comparacion con la planta testigo, como lo manifestaron Natarajan,
et al., (2006) al reportar que la altura y numero de hojas y rendimiento de los frutos del
tomate (Lycopersicon esculentum) fueron significativamente mayores en las 51 plantas
tratadas con T. erecta, respecto a las no tratadas; ademas, de presentar un indice de agallas

radiculares significativamente mas bajo en plantas tratadas que en las plantas testigo.

El 90% de la germinacion de T. minuta y solo 16% de T. erecta, se debid principalmente a
la calidad de las semillas. Particularmente, en el caso de T. erecta, la escasa tasa de
germinacién se debi6 a la presencia de Fusarium spp., de comportamiento endogeno, el cual
se desarrolla en semillas que se formaron en campo (Amrutha, Rajeswari, & Ramesh, 2014).

Los callos inducidos a partir de hojas y entrenudos de plantulas de T. minuta mostraron un
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porcentaje de desarrollo entre 70-100% y 50-90%, indicando que los tejidos de las hojas son
maés sensibles que los tejidos de entrenudos a la presencia o actividad de la auxina 2,4- D.
La toxicidad del extracto de callos de T. minuta fue nula, indicando que los metabolitos
secundarios responsables de la actividad bioldgica no estuvieron en la cantidad o calidad
suficiente. Los compuestos responsables de la toxicidad de las especies de Tagetes, ya sean
los triterpenoides y esteroides, son altamente volatiles, (Castillo & Barrantes, 2019) lo que

habria provocado que no se encontraran resultados favorables con estos extractos.

Posiblemente en la sintesis y almacenamiento de metabolitos secundarios sea necesario un
6rgano, mas no Unicamente las células, dependiendo asi de la diferenciacion morfoldgica y
bioquimica. En este caso el extracto etandlico de callos T3 (1,5 mg/L), provenientes de hojas
in vitro de T. minuta, no disminuyd el desarrollo de agallas en las raices en comparacion con
la planta testigo, contabilizdndose 387,5 agallas. Por lo que se presume que los factores a los
que se expusieron los cultivos no fueron los indicados para la sintesis de metabolitos

secundarios de actividad contra Meloidogyne spp.
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VI. CONCLUSIONES

En base a la investigacion realizada en el presente trabajo se llegd a las siguientes

conclusiones:

1. Latoxicidad de los extractos etanolicos de hojas de Tagetes minuta y Tagetes erecta
de campo no presentaron una diferencia significativa estadisticamente en su
actividad biocida sobre Meloidogyne spp., segun el analisis de varianza. Ademas
segun la prueba Probit la DLsg se alcanzd con una concentracion de 1,7 mg/L en
ambas especies de Tagetes.

2. El extracto etandlico de hojas de T. minuta de campo que mostré mayor tasa de
mortalidad sobre Meloidogyne spp. en Solanum lycopersicum L., fue el T3 (2,0
mg/L), en el cual se formaron 70,2 agallas radiculares en promedio.

3. El extracto etandlico de hojas de T. erecta de campo que mostr6 mayor tasa de
mortalidad sobre Meloidogyne spp. en Solanum lycopersicum L., fue el T3 (2,0
mg/L), en el cual se formaron 52,7 agallas radiculares en promedio.

4. En el Unico tratamiento, que incluyé 2,0 mg/L de extracto etanélico de callos in
vitro a partir de explantes de hojas de T. minuta, mostré una baja tasa de mortalidad
sobre Meloidogyne spp., puesto que se formaron 387,5 agallas radiculares en
promedio. Sin embargo, mostr6é efectividad en las pruebas de toxicidad sobre

Meloidogyne en condiciones in vitro.
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VIlI. RECOMENDACIONES

Basados en los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, se recomienda
lo siguiente:

1. Utilizar mayores dosis de extracto etandlico de hojas, inflorescencias y raices de T.
minuta y T. erecta, para encontrar la DLso y DLgo, con la finalidad de mejorar el
control sobre Meloidogyne spp. en plantas en condiciones de invernadero y campo.

2. Obtener extractos de plantas de campo en diferentes estadios de desarrollo, para
encontrar el momento ideal de la produccion de los metabolitos secundarios
responsables de la toxicidad sobre neméatodos.

3. Aplicar de manera inmediata los extractos etandlicos, para evitar la pérdida de
actividad biocida, debido a la volatilizacion de los metabolitos secundarios.

4. Explorar otros reguladores de crecimiento en la induccién de callos in vitro a partir
de explantes de hojas y entrenudos, que permitan un mejor desarrollo de los callos,

que el observado en el presente estudio.
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5. ANEXOS

Anexo 1: Tagetes minuta in vitro: a. Frascos con semillas en germinacion, b.
Crecimiento de las plantulas a los 8 dias, c. Formacion de la planta
a los 30 dias.
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Anexo 2: Solanum lycopersicum: a. Plantas instaladas en terrinas, b. Plantas
aptas para infestacion con edad de 37 dias, c. Plantas sometidas a
los tratamientos con los extractos etandlicos.
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Anexo 3: Solanum lycopersicum: a. Planta tratada con T1 de Tagetes minuta,
b. Planta tratada con T2 de T. minuta, c. Planta tratada con T3 de T.
minuta.
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Anexo 4 : Solanum lycopersicum: a. Planta tratada con T1 de Tagetes erecta,
b. Planta tratada con T2 de T. erecta, c. Planta tratada con T3 de T.
erecta.

67



Anexo 5: Solanum lycopersicum: a. Planta testigo, b. Planta tratada con
extracto al 2,0 mg/L de callos in vitro provenientes de hojas de
Tagetes minuta.
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Anexo 6: Raices de Solanum lycopersicum: a. Testigo, b. T1, T2 y T3 de Tagetes minuta de campo, c.
T1, T2y T3 de T. erecta de campo.




