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Resumen

Entre los principales problemas fitosanitarios del pimiento en casas de cultivo se
encuentran los ataques por nematodos fitopatogenos. Las plantas de la familia
Asteraceae, pueden ser una alternativa biolégica para su control. El objetivo del
trabajo fue: determinar el efecto alelopéatico de extractos acuosos de Tithonia
diversifolia, Tagetes erecta y Sphagneticola trilobata sobre nematodos
fitopatdgenos asociados al pimiento, asi como su fitotoxicidad sobre los hibridos
“Grandisimo y “LPD — 5”. Se realizé la identificacién de los nematodos asociados
segun claves taxondémicas. Se probaron, sobre los nematodos, las
concentraciones del 5%, 10%, 15%, 20%, 50, 75% y 100% de extractos acuosos
de cada una de las plantas, asi como sus efectos sobre la germinacion y
desarrollo de plantulas de hibridos comerciales. Como resultados se obtuvo que
Meloidogyne incognita fue el inico nematodo que afecto al pimiento en las casas
de cultivo estudiadas. El extracto de T. diversifolia y T. erecta alcanzaron la
concentracion letal media al 6% y 7% respectivamente, sin embargo S. trilobata lo
obtuvo al 10%. La planta que produjo mayor porcentaje de mortalidad fue T.
diversifolia. En cada concentracién sus efectos fueron superiores que el de las
otras dos plantas, hasta el punto donde estos se igualan (20%). Las plantas
estudiadas provocaron estimulaciones en la germinacion y crecimiento radicular
de los hibridos las concentraciones mas bajas (5% y 10%) e inhibiciones a partir
del 50%, con excepcion de T. erecta. El desarrollo del tallo estuvo inhibido por los

extractos de las tres plantas en todas las concentraciones probadas.
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1 Introduccion:

El cultivo del pimiento (Capsicum annum L), presenta frutos que se usan en
distintas formas, tanto frescos como procesados; son muy valiosos como fuentes
de sustancias nutritivas y vitaminas, especialmente C la cual se encuentra en un
rango de 170-400 mg/100 g. Dadas estas caracteristicas es de vital importancia en
la dieta diaria, razon por la cual se ha convertido en un producto de alta demanda
en el mercado, el turismo y siempre presente en el arte culinario, por tanto, de
interés econdmico (Huerres and Caraballo, 1996).

Es una planta de la familia de las solanaceas, oriundo de América, principalmente
de la zona tropical, se cultiva en la mayoria de los paises del mundo donde las
condiciones ambientales son favorables a su desarrollo.

En Cuba se ha establecido en todas las provincias como cultivo para consumo
interno; las principales provincias productoras son: Pinar del Rio, La Habana, Villa
Clara, Camaguley, Granma y Guantanamo (Huerres and Caraballo, 1996).

Para satisfacer las crecientes necesidades en el mercado su produccion se realiza
bajo condiciones de cultivo protegido o invernaderos. Esta tecnologia es una de
las técnicas mas modernas que se utiliza actualmente en la produccion agricola.
La ventaja del sistema de invernadero sobre el método tradicional a cielo abierto,
es que, se establece una barrera entre el medio ambiente externo y el cultivo, esta
proteccion permite al agricultor controlar la temperatura, la cantidad de luz y
realizar un manejo apropiado para protegerlo.

La modificacién de los pardmetros climéaticos dentro de las casas de cultivo
permite un metabolismo adecuado para el crecimiento y desarrollo del vegetal, por
tanto, expresan el maximo potencial genético. Ello se refleja en las altas
producciones que de obtiene en este sistema, ademas de su alta calidad
(Casanova, 2004).

Una de las limitantes que se presentan en las casas de cultivo es la aparicion de

gran cantidad de enfermedades que afectan las plantas.
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Las condiciones de alta humedad relativa debido al riego, conjugado con las
elevadas temperaturas que se generan por el efecto invernadero propician la
proliferacion de numerosos agentes patdégenos. Entre los muchos problemas de
indole sanitario que presenta este tipo de agricultura intensiva se encuentran los

dafos producidos por nematodos fitopatogenos (Sarduy et al., 2016).

En este sentido, se han estudiado y aplicado practicas de manejo de estos
nematodos con vistas a lograr disminuir sus poblaciones por debajo del umbral de
dafio con resultados satisfactorios tanto para campo abierto como en la

produccion protegida de hortalizas (Casanova et al., 2003).

Entre estas tacticas se destacan la aplicacion de materia organica (Mcguire, 2004)
la biofumigacién (Gomez et al., 2006) y solarizacion del suelo, uso de rotaciones
de cultivos donde se introducen variedades no susceptibles, tolerantes y porta
injertos resistentes (Migue, 2004) aplicacién de control biologico (Ferry, 2000) y
cultivos de ciclo corto, tales como el rabanito (Raphanus sativus L.) y lechuga

(Lactuca sativa L.) como plantas trampas (Cuadra et al., 2000) entre otras.

Sin embargo, en los sistemas de produccion protegidas de hortalizas de nuestro
pais, no se emplean de forma correcta muchas de estas practicas. En estos
prevalece el método quimico para el control de las plagas (Casanova et al., 2003).
El Basamid es uno de los productos que se emplean para el disminuir la
afectacién de plagas edaficas, formulada y producida por la firma Bayer, a pesar
de poseer una alta efectividad encarece el costo de produccion de las

instalaciones, unido a su efecto toxico (Cuadra et al., 2000).

La utilizacion de plantas como alternativa para disminuir las poblaciones de
nematodos ha sido una de las practicas que se suman en manejo integrado de
estos organismos, tanto en sistemas de produccion de campo a cielo abierto como
en cultivo protegido.

Esta posibilidad se basa en la produccién de uno o0 mas compuestos bioquimicos
que influyen en el crecimiento, supervivencia o reproduccion de otros organismos

(el fendémeno alelopatico). Ademas, estos compuestos conocidos como
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aleloguimicos y pueden inducir efectos benéficos sobre la planta (alelopatia
positiva) o perjudiciales (alelopatia negativa). Este es el fendmeno que implica la
inhibicién directa de una especie por otra ya sea vegetal o animal, usando
sustancias toxicas o disuasivas (Espinosa, 2012).

Entre las familias de plantas mas empleadas con efectos nematicidas se
encuentran las asteraceae, dentro de ellas se puede mencionar la Flor de muerto
(Tagetes erecta L), Piretro de Dalmacia (Tanacetum inerariifolium L.), Piretro del
Céucaso (T. coccineum (Willd.) Grierson), Raiz de piretro (Anacyclus pyrethrum
DC.), Artemisa (Artemisa vulgaris L.) Tithonia diversifolia (Hemsley) A. Gray,
Sphagneticola trilobata (L.) Pruski entre otras. Todas estas presentan sustancias
del tipo piretroides, tagetones, occimenos u occimenonas que son responsables
de diferentes efectos, entre los que se encuentra el nematicida (Razzaghi and Rai,
2013).

Problemética
e En las casas de cultivo de la empresa Agropecuaria “Valle del Yabu” se
encuentran afectaciones por nematodos en el cultivo del pimiento. Hasta el
momento no se emplean alternativas biolégicas o de origen natural para
disminuir estos dafios. Las producciones se encarecen por las constantes
aplicaciones y dosis cada vez mas elevadas de productos quimicos con

accién nematicida.

Hipotesis
e En condiciones in vitro los extractos acuosos de Tithonia diversifolia,
Tagetes erecta L y Sphagneticola trilobata (L.) Pruski pueden provocar la
mortalidad de nematodos asociados al pimiento debido a la accidon

nematicida de las sustancias que presentan.
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Objetivo General

Determinar el efecto alelopético de extractos acuosos de Tithonia diversifolia
(Hemsley) A. Gray, Tagetes erecta L y Sphagneticola trilobata (L.) Pruski sobre
nematodos fitopatdogenos en hibridos de pimiento, asi como su fitotoxicidad sobre
los hibridos “Grandisimo y “LPD — 5”.

Objetivos Especificos:

1. Determinar la especie de nematodos con mayor incidencia en el cultivo del
pimiento bajo las condiciones de casa de cultivo la empresa Agropecuaria
“Valle del Yabu”.

2. Evaluar en condiciones in vitro el efecto alelopético del extracto acuoso de
Tithonia diversifolia (Hemsley) A. Gray, Tagetes erecta L y Sphagneticola
trilobata (L.) Pruski sobre la especie de nematodo de mayor insidencia

asociados a hibridos de pimiento bajo condiciones de casa de cultivo.

3. Determinar, en condiciones in vitro, la fitotoxidad del extracto acuoso de
Tithonia diversifolia, Tagetes erecta L y Sphagneticola trilobata (L.) Pruski
sobre la germinacién y desarrollo de los hibridos de pimiento “Grandisimo y
“LPD - 5".
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Capitulo 2. Revision Bibliografica

2.1 El Pimiento (Capsicum annum L.)

El pimiento es el fruto de una planta herbacea del mismo nombre que pertenece a
la familia de las Solanaceas al igual que el jitomate (Solanum lycopersicum) y la
berenjena (Solanum melongena), solo que este pertenece al género Capsicum,
donde se ubican todo tipo de chiles, guindillas y ajies, que son los principales

nombres regionales alrededor del mundo.

Este género fue establecido por Carlos Lineo en 1753 y su nombre deriva de las
palabras latinas capsula (caja) y kapto (picar), esto para hacer alusion a que las
semillas se encuentran en una baya, que es una especie de caja que las
resguarda. En la actualidad se conocen aproximadamente 27 especies de este
género (Olmo 2012).

Durante muchos afios, para la produccion de pimientos en Cuba se utilizd
fundamentalmente variedades e hibridos, la mayoria de ellos, introducidos desde
los Estados Unidos. Al triunfo de la Revolucién se mantuvieron las mas adaptadas
a nuestras condiciones edafoclimaticas y se continuaron importando semillas

desde Bulgaria, URSS, Hungria, Francia, Espafia 'y Japén.

Con el desarrollo de las ciencias biolégicas y agrondmicas en el pais se crearon
gran cantidad de instituciones y Centros investigativos. Ellos han aportado a la
produccion nuevas variedades que, no solo alcanzan un alto nivel productivo, sino
ademas resistencia a enfermedades, virosis, altas temperaturas y salinidad entre
otros factores limitantes. Este potencial posibilita la disminuciéon de importacion de

semillas en el exterior.
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2.1.1 Origen, descripcion botanicay clasificacion taxondémica del pimiento

El pimiento es originario de las regiones tropicales y subtropicales de Centro y Sur
América. Se considera a México y Guatemala como las primeras areas de
desarrollo de la variedad. Posteriormente fue dispersado por todo el continente
americano por las migraciones pre-colombinas. De estudios botanicos realizados,
se ha establecido que el origen y domesticacion de esta importante solanicea es
el Nuevo Mundo, ya que en ninguna otra parte del planeta se encuentran
evidencias de la existencia de este género. A la llegada de los espafioles a
América, lo encontraron creciendo en tierras fértiles y ademas presenciaron como

lo consumian los habitantes del nuevo continente (Jaramillo et al., 2012).

Esta planta pertenece a la familia de las Solanaceas, dada su complejidad
botanica y amplia gama de frutos como consecuencia de una variabilidad
genética, existen diferentes denominaciones para este cultivo, pero el nombre mas
generalizado es el de Capsicum annuum L. Esta denominacion se debe a la
capsicina un alcaloide que le confiere una amargura caracteristica a su carne. A
pesar de la gran cantidad de especies en este género la mas extendida es

precisamente Capsicum annuum (Uroz, 2012).

La planta presenta un sistema radical pivotante y profundo, en dependencia de las
caracteristicas del suelo, con un nimero elevado de raices adventicias que tanto
horizontalmente como verticalmente pueden alcanzar una longitud comprendida
entre 0.5 ma 1 m (Uroz, 2012).

El tallo es de crecimiento limitado, erecto y se lignifica ligeramente, cuando la
planta adquiere cierta edad, se ramifica entre los 10 cm y 40 cm en dos o tres
ramas “cruz’, emite 2 0 3 ramificaciones (dependiendo de la variedad) que a su
vez se bifurcan en forma dicotdbmica, hasta el final de su ciclo (los tallos
secundarios se bifurcan después de brotar varias hojas y asi sucesivamente). De
las axilas de las hojas se originan tallos secundarios sobre los cuales se forman

frutos; mas tardios que los que se forman sobre el tallo principal (Flor et al., 2007).
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Las hojas son enteras, lampifias y lanceoladas, con un apice muy pronunciado
(acuminado) y un peciolo largo y poco aparente. El haz es glabro (liso y suave al
tacto) y de color verde mas o menos intenso (dependiendo de la variedad) y
brillante. El nervio principal parte de la base de la hoja, como una prolongacion del
peciolo, del mismo modo que las nerviaciones secundarias que son pronunciadas
y llegan casi al borde de la hoja. La insercion de las hojas en el tallo tiene lugar de
forma alterna y su tamafio es variable en funcion de la variedad, existiendo cierta

correlacion entre el tamafio de la hoja adulta y el peso medio del fruto.

Las flores aparecen solitarias en cada nudo del tallo con insercién en las axilas de
las hojas. Son pequefias y constan de una corola blanca. La polinizacion es
autogama, aunque puede presentarse un porcentaje de alogamia que no supera el
10%.

Su Fruto es una baya hueca, semicartilaginosa y deprimida, de color variable
(verde, rojo, amarillo, naranja, violeta o blanco); algunas variedades van pasando
del verde al naranja y luego al rojo segun el grado de maduracion. Su tamafio es
variable, pudiendo pesar desde escasos gramos hasta mas de 500 gramos (Flor et
al., 2007).

La semilla tiene una forma aplastada lenticular u oval de superficie relativamente
lisa, sin aspecto pubescente o tormentoso. En su mayoria son de color amarillento
y se sithan en la regiéon de la placenta central (corazén), en la cual estan
insertadas y que al separase presentan una cicatriz en la zona del funiculo
(Staller, 2012).

Desde el punto de vista agronémico las variedades de pimiento pueden dividirse

en dos grupos (Parcero, 2014).

1. Variedades dulces: frutos de buen tamafo, son las que se cultivan en

invernaderos y al aire libre para su consumo en fresco y la industria de
conserva. Dentro de estas variedades hay diferentes tipos de

clasificaciones en funcién de las dimensiones del fruto.

Tipo A: seccién longitudinal cuadrangular y largo aproximadamente igual

al ancho.
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Tipo B: seccion longitudinal rectangular y largo mayor ancho.
Tipo C: seccionn longitudinal triangular.

2. Variedades picantes: frutos largos y delgados. Se utilizan para encurtidos.

Segun Carlos Linneo su ubicacién taxonomica es:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum
Especie: Capsicum annuum

2.2 Los nematodos fitopatégenos

El estudio y conocimiento de los nematodos fitopatdgenos es de vital importancia
para la agricultura, sus efectos perjudiciales sobre los cultivos se subestiman

frecuentemente por los agricultores y técnicos agricolas.

Debido a los sintomas inespecificos que producen, suelen confundirse con
desordenes nutricionales, estrés hidrico, problemas de fertilidad del suelo, asi
como con otras infecciones causadas por hongos y bacterias. No obstante,
diversas fuentes han estimado que los nematodos reducen entre un 12% y 20% la
produccion agricola mundial lo que representa aproximadamente unos 135.000

millones de euros anuales (Hassan et al., 2013).

Entre los muchos problemas de indole fitopatolégico que presenta este tipo de

agricultura intensiva se encuentran los dafios producidos por nematodos
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fitopatdgeno (Staller, 2012). Las mayores afectaciones econdémicas encontradas
son por nematodos “formadores de agallas en raices” o especies del género
Meloidogyne. Estos son los que mas limitan la produccion horticola, las pérdidas
causadas han sido estimadas en torno al 12,0%, pero en el caso de Meloidogyne
spp. varian entre 15,0% y el 60% de la cosecha. Dentro de los invernaderos, el
promedio de la superficie infestada por los nematodos estd sobre el 20% vy las
mermas de produccién cercanas al 33% (Flor et al., 2012). Esta estimacion de
pérdidas probablemente seria aun mayor si no se usaran medidas de control

nematolégico.
2.2.1 Caracteristicas generales de los nematodos fitopatégenos

Los nematodos son los organismos pluricelulares mas numerosos en los
agroecosistemas; se conocen unas 20.000 especies y se pueden encontrar en
densidades de hasta 30 millones por metro cuadrado. Se encuentran como
organismos de vida libre y se alimentan de hongos, bacterias, protozoarios u otros
nematodos, o como parasitos de plantas y animales; ademds, forman parte

importante de las cadenas tréficas del suelo (Piedra, 2008).

También son organismos invertebrados evolutivamente exitosos, diversos y
abundantes en sistemas acuédticos y edaficos. Son quizas los animales
multicelulares més numerosos. Pueden ser encontrados en casi todos los
ambientes, desde el calido tropico hasta el helado artico y antartico, muchos son
pardsitos patégenos de las plantas y animales; incluyendo los humanos. Otros
pueden cumplir funciones benéficas muy importantes en los suelos de actividad
agricola, muchos y varios géneros de nematodos son antagonistas y ayudan al
control de organismos que causan importantes enfermedades a las plantas
(Agrios, 2005).

Estos causan enfermedades en las plantas de diversas formas. En primer lugar,
dafian directamente a las células y tejidos, se alimentan de ellos o los perforan.
Dependiendo de la planta huésped y del nematodo implicado pueden ocasionar,

abultamiento de las raices, agallas, lesiones o raices acortadas y atrofiadas.
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Estos dafios pueden alterar la extraccion de nutrientes y agua. Los sintomas en la
parte aérea son muy variados, desde marchitez a enanismo, pasando por
amarillamiento mas o menos intensos. El sistema radical de las plantas afectadas
se muestra de tamafio reducido. Las larvas tras desarrollarse parcialmente dentro
del huevo, salen del mismo y se mueven en el suelo hasta alcanzar una raiz
susceptible, sobre la cual comienza a alimentarse. Las larvas machos emigran de
las raices, mientras que las hembras permanecen en ella y fecundadas o no por

los machos, comienzan a producir huevos dentro o fuera de estas (Agrios, 1996).

Dos o tres dias después de la penetracion y establecimiento de la larva en la raiz,
algunas de las células vegetales alrededor de la cabeza comienzan a agrandarse
y dividirse. De esta forma dan lugar a células gigantes (Agrios, 1996).

2.2.2. Principales especies que afectan al pimiento en casas de cultivo

Existen numerosas familias de nematodos que afectan las plantas cultivadas, cada

una de ellas presenta un rango mas o menos amplio de plantas hospedantes.

Entre ellas podemos citar a: Hoplolaimidae, Dolichodoridae, Paratylenchidae,

Heteroderidae y Meloidogynidae (Coyne et al., 2009).

Los hoplolaimidos son nematodos generalmente grandes y los detalles
estructurales son claramente visibles. Después de la fijacion con calor (80 °C) el
cuerpo de los hoplolaimidos toma forma de espiral razén por la cual son
denominados “nematodos espirales”. La boca contiene un estilete robusto y entre
las caracteristicas distintivas estan: area labial sobresaliente, region cefalica
fuertemente esclerotizada, hembras con dos génadas y una glandula del eséfago
la cual traslapa el intestino.

Algunos géneros comunes de esta familia son: Hoplolaimus, Helicotylenchus,
Scutellonema y Pararotylenchus. Este ultimo es muy similar a Rotylenchus, sin
embargo, una de sus principales caracteristicas es que las glandulas del es6fago

no traslapan el intestino (Bongers, 2011).

Entre las caracteristicas distintivas de la familia Dolichodoridae, se pueden

mencionar las siguientes: estructura cefélica usualmente poco desarrollada,

10
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estilete corto y la cuticula es generalmente anillada. La region labial es baja, las
glandulas del eséfago raramente traslapan el intestino y la hembra usualmente
tiene dos gonadas.

Tylenchorhynchus annulatus y T. brassicae son los nematodos fitoparasitos,
dentro de esta familia, de mayor importancia en regiones tropicales y
subtropicales. Una caracteristica muy importante a nivel de género es el numero

de incisuras longitudinales en el campo lateral (Bongers, 2011).

Con relacion a la familia Paratylenchidae se ha reportado que son organismos
pequefios, su tamafio no supera los 0.5 mm de largo. Vivos presentan un
movimiento caracteristico y adquieren forma de C cuando estan relajados. Uno de
los miembros mas comunes es Paratylenchus, sus especies tienen un estilete
mayor a 36 um y se conocen también como Gracilacus. Esta familia incluye
nematodos endoparasitos, esto quiere decir que el ciclo de vida (reproduccion,

alimentacion y crecimiento) se lleva a cabo dentro de las raices de las plantas.

Una familia cercanamente relacionada es Tylenchulidae que incluye a Tylenchulus

semipenetrans, fitoparasito muy importante en los trépicos y subtrépicos.

Otro género de importancia econdémica de esta familia es Radopholus similis,
responsable de la destruccién de plantaciones de banano. Costa Rica invierte

anualmente miles de délares en nematicidas para combatir a este nematodo.

A nivel mundial adquiere gran significacion la familia Heteroderidae. Asi por
ejemplo en 1990 en los paises bajos, se utilizé un total de 22.000 toneladas de
nematicidas, de los cuéles el 60% fue para combatir el nematodo quiste de la papa
(Globodera rostochiensis) (Coyne et al., 2009).

Globodera se identifica facilmente por la forma del quiste. Para la identificacion de
especies, se realizan cortes de la regién ano-genital, los cuales se montan en un
portaobjetos y se estudian al microscopio. También es posible lograr la
identificacion de especies estudiando machos y juveniles (Nickle, 1990).

La familia Meloidogynidae esta estrechamente relacionada con la Heteroderidae.

Uno de los géneros mas importantes es Meloidogyne el cual contiene alrededor de

11



Revision Bibliografica

80 especies, la mayoria restringidas a regiones calidas. Las hembras se identifican
también por el patron de marcas cuticulares alrededor de la abertura vulvar. Este
patron de marcas se denomina disefio perineal y a diferencia de Globodera que
tiene una proyeccion en forma de cono, en el caso de Meloidogyne la abertura

vulvar es plana (Cantufia, 2013).

El nombre de nematodos noduladores de la raiz se refiere a los nédulos
caracteristicos asociados con este tipo de nematodos. Este género es
especialmente importante en la agricultura tropical (Da Mata Dos Santos, 2016). El
primer estadio ocurre dentro del huevo (J1), posteriormente los juveniles del
segundo estadio (J2), eclosionan. Estos pueden vivir durante un mes libre en el
suelo, tienen energia suficiente para moverse hasta localizar y penetrar la raiz,
donde establecen su sitio de alimentacion, usualmente dentro del periciclo y el
tejido vascular (Cruz, 2013). Se reproducen y se alimentan de células vivas dentro
de las raices de las plantas en los que inducen agallas pequefias y grandes, o
nudos en la raiz (Cantufia, 2013).

Los nematodos pueden producir pérdidas en los cultivos mediante tres vias
diferentes: i) como patdégenos por si mismos (Meloidogyne, Globodera,
Pratylenchus y otros), ii) como vectores de otros patdogenos (Xiphinema) vy iii)
mediante interacciones con otros patdégenos, (Mesocriconema y Pseudomonas),
como es el caso de nematodo Nodulador (Meloidogyne spp.) es favorecida por la
siembra continuada de cultivos altamente susceptibles como las solanaceas
(pimenton, aji, papa, tomate) y la ausencia de rotacion con cereales. Existen también
innumerables malezas que son hospedantes de nematodos conservando las
poblaciones de estos organismos en raices y suelo (Jaramillo et al., 2007).

Actualmente se recomienda la implementacién de procesos de un manejo integrado
basados en los principios de prevencion, reduccion del indculo del patdogeno o de las
densidades de sus poblaciones y aumentar el uso de plantas tolerantes o
resistentes. Ello trae como consecuencias mejoras productivas favorables, lo cual se
traduce en un incremento positivo en el aspecto econémico y amigable desde el

punto de vista medioambiental.
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2.3 La alelopatia. Conceptos basicos y generalidades

El fendmeno de la alelopatia ha sido plasmado en documentos que datan unos
cuantos siglos A.C. Un documento tan antiguo como del afio 300 A.C. relata que
muchas plantas cosechadas (chicharo, cebada, frijol forrajero) destruyeron malas
hierbas e inhibieron el crecimiento de otras cosechas (Silva, 2008).

Alelopatia se refiere a cualquier proceso donde haya metabolitos secundarios
producidos por plantas, microorganismos, virus y hongos que influyen en el
desarrollo de la agricultura y los sistemas bioloégicos (Narwal, 2001). Las
estrategias alelopaticas apuntan a la reduccion de la contaminacion ambiental y a
mantener un balance ecoldgico en la flora y la fauna, con la disminucion en el uso
de pesticidas (insecticidas, fungicidas, nematicidas y herbicidas) sustituyendo
estos por compuestos naturales (plantas y microorganismos); los aleloquimicos y
fitoquimicos estan libres de todos estos problemas asociados con la presencia de

pesticidas.

Es un fendmeno biol6gico por el cual un organismo produce uno o0 mas
compuestos que influyen en el crecimiento, supervivencia o reproduccion de otros
organismos. Estos compuestos son conocidos como aleloquimico y pueden
conllevar a efectos benéficos (alelopatia positiva) o efectos perjudiciales

(alelopatia negativa) a los organismos receptores (Sampietro, 2003).

El empleo de plantas alelopéaticas resulta ser unas de las alternativas
agroecoldgicas para combatir las plagas, enfermedades y elevar el rendimiento de
cultivos. Esta se define como el efecto perjudicial o estimulatorio que pueden
ejercer microorganismo y plantas sobre otras, mediante la liberacién al medio de
sustancias quimicas, llamadas alelo quimicos (Sampietro, 2001, Bruneton, 2001,
Razzaghi and Rai, 2013).

Los aleloquimicos no son mas que compuestos derivados del metabolismo
secundario sintetizados por las plantas que cumplen funciones no esenciales en
ellas, de forma que su ausencia no es letal para el organismo, al contrario que los

metabolitos primarios. Los metabolitos secundarios intervienen en las
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interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente (Tharayil, 2009). Ademas
participan en la defensa contra predadores y patdégenos, para atraer a los
polinizadores o a los dispersores de las semillas (Lorenzo and Gonzéalez, 2010).
Poseen una distribucion restringida en el reino de las plantas, y algunos solo se
encuentran en una especie o0 grupo, por lo que a menudo son utiles en la Botanica

Sistematica.

Las Asteraceae son muy ricas en productos metabolicos, la mayoria de estos son
producidos y almacenados en sistemas secretorios especiales. Entre estos se
encuentran, terpenos, diterpenos, triterpenos, sesquiterpenos, &cidos grasos,
aminoacidos, alcaloides, flavonoides, cumarinas, y otros (Danos, 1988).

Los metabolitos secundarios de las plantas pueden ser divididos en 3 grandes

grupos, con base en sus origenes biosintéticos:

1. Terpenoides. Todos los terpenoides, tanto los que participan del
metabolismo primario como los mas de 25.000 metabolitos secundarios,
son derivados del Isopentenildifosfato o 5-carbono isopentenildifosfato (IPP)
gue se forman en la via del acido mevalonico. Es un grupo grande de

metabolitos con actividad biol6gica importante (Choling, 2006).

Estan distribuidos ampliamente en las plantas y muchos de ellos tienen
funciones fisiolégicas primarias. Unos pocos, como los que forman los

aceites esenciales, estan restringidos a solo algunas.

2. Compuestos fendlicos y sus derivados. Los mas de 8.000 compuestos
fenolicos que se conocen estan formados o por la via del acido shikimico o
por la via del malonato/acetato. Entre ellos se encuentran gran cantidad de
compuestos alelopaticos. Los fenoles simples con el cumarico, caféico y
feldrico presentan diferentes acciones desde la inhibicion de la germinacion
de semillas (Hernandez, 2015) hasta la mortalidad de nematodos (El-
Rokiek and El-Nagdi, 2011). Otros de mayor complejidad como los taninos

y flavonoides se encuentran en gran cantidad de plantas su efectos
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alelopaticos son muy variables, dependen de la concentracion y tolerancia

del organismo receptor(Hassan and Mathesius, 2011, Reiner et al., 2016).

3. Alcaloides y compuestos nitrogenados. Los alrededores de 12.000
alcaloides que se conocen, que contienen uno o mas atomos de nitrégeno,
son biosintetizados principalmente a partir de aminoacidos. Los alcaloides
poseen una gran diversidad de estructuras quimicas (Espinosa, 2012). Son
fisiologicamente activos en los animales, alun en bajas concentraciones, por
lo que son muy usados en medicina. Ejemplos conocidos son la cocaina, la

morfina, la atropina, la colchicina, la quinina, y la estricnina.

En un sin nimero de plantas se han identificado muchos de estos metabolitos.
Sus propiedades insecticidas, acaricidas y nematicidas, las convierten en
herramientas Utiles para el manejo de plagas agricolas (Taiz et al., 2006). La mejor
forma de aprovechar estos compuestos es mediante su extraccion con el uso de
diferentes solventes como agua, alcohol, éter etilico, aceites, cetonas y benceno.
La maceracion y decoccion de los tejido vegetales son una de los mejores
métodos para preparar los extractos (Arboleda et al., 2012).

El reconocimiento de propiedades biolégicas de muchos metabolitos secundarios
ha alentado el desarrollo de este campo, por ejemplo, en la busqueda de nuevas
drogas, antibiéticos, insecticidas y herbicidas. Ademas, la creciente apreciaciéon de
los altamente diversos efectos bioldgicos de los metabolitos secundarios ha
llevado a reevaluar los diferentes roles que poseen en las plantas, especialmente

en el contexto de las interacciones ecoldgicas (Lorenzo and Gonzélez, 2010).

Las investigaciones en alelopatia en algunos casos permiten plantear estrategias
orientadas a una mayor sustentabilidad de los sistemas de producciéon agricola,
con un menor consumo en insumos contaminantes. Para lograr un mejor
aprovechamiento de los agentes alelopaticos es necesario ampliar el conocimiento
de los mismos en relacion a la rotacion de cultivos, manejo de residuos, practicas
de labranza y la implementacién de control biolégico de malezas (Hernandez,
2015).
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2.3.2 Plantas alelopéaticas con efectos nematicidas

Los efectos alelopaticos de las plantas han sido reportados por varios autores, sus
estudios demuestran que pueden ser una via de disminucién de las poblaciones

de nematodos en el suelo.

Algunas investigaciones realizadas en Venezuela con extractos acuosos y abono
verde de: Cyperus rotundus L. (cyperaceae), Calotropis procera (Ait.) R. Br.
(apocinaceae) y Leucaena leucocephala L. (fabaceae) sefalan el efectivo control
sobre M. incognita. Para el caso de C. procera su efecto fue comparable con el

control logrado con el nematicida carbofuran (Gonzalez et al., 2001).

El caracter nematicida del extracto acuoso de las hojas de esta planta produjo una
mortalidad de 97,5% en los juveniles de segundo estadio (J2) de M. incognita y M.
exigua; 87,5% en los J2 de Tylenchulus semipenetrans Cobb y 57,5% en hembras

jovenes de Rotylenchulus reniformis (Reina et al., 2002).

Algunas plantas aromaticas y medicinales se han probado sobre diferentes
géneros de nematodos fitopatdbgenos. Sus aceites esenciales mostraron la
disminucién significativa de poblaciones de estos organismos en el suelo. Entre
ellas Ruta graveolens L. (rutceae), Datura stramonium L. (solanaceae), Leucaena
leucocephala L. (fabaceae) y Tridax procumbes L. (asteraceae) causaron altos

porcentajes de mortalidad sobre M. incognita (Steling et al., 2004).

Otros aceites esenciales como el geraniol (en Pelargonium graveolens L'Hér.,
geraniaceae) y Timol presentes resultaron ser de alta efectividad sobre M.
arenaria, Heterodera glycines Ichinohe y Paratrichodorus minor Colbran (Siddiqi)
(Leela et al., 1992, Soler-Serratosa et al., 1995).

El método de tratamiento a las plantas susceptibles varia segun las caracteristicas
de los compuestos alelopaticos. Al tratar las raices del pimentén (Capsicum
annum L.) con el aceite esencial de tartago (Ricinus communis L.) se reduce la
incidencia de M. incognita (Akhtar and Mahmood, 1996). De igual forma, las raices
de este cultivo, previo al trasplante, sumergidas en la solucion acuosa al 0,5% de

las plantas Ocimun sanctus L., O. basilicum L., Cymbopogon winterianus Jowitt.,
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Eucaliptus sp., y Vitex negundon son capaces de causar 100% de mortalidad en
M. incognita (Gill et al., 2001).

Plantas antagolnicas o alelopaticas a nematodos, también producen o secretan
sustancias como politienilos, glucosinolatos, glucésidos, alcaloides, lipidos,
terpenoides, esteroides, fenoles, triterpenoides a los cuales se les atribuyen
propiedades nematicidas, (Bohm et al., 2009, Akhtar et al., 2015). Asi, especies
como Sesamun indicum L (ajonjoli), Origanum vulgare L (orégano),
Chrysanthemum morifolium (crisantemo), Raphanus sativus (rdbano), Brassica
oleracea var. capitata (repollo), Tagetes sp. (tagete), Brassica napus (canola), y
Brassica nigra (mostaza) secretan durante su desarrollo o0 en su desintegracién en
el suelo algunas de estas sustancias. En este sentido, la presencia de
glucosinolatos, en algunas brasicaceaes, durante su descomposicion produce
compuestos conocidos como iso-tiocianatos y nitrilos, los cuales suprimen las

poblaciones de nematodos (Avila et al., 2008).
2.4 Descripcion botanica y taxondémica de las pantas en estudio

2.4.1. Tithonia diversifolia

Es una especie de plantas con
flores de la familia de Asteraceae
gque comunmente es conocida
como arbol maravilla, falso girasol,
quil amargo, tornasol mexicano,
girasol mexicano, margaritona,
arnica de la tierra, girasol japonés
o crisantemo de Nitobe.

Son hierbas perennes, erectas, 1—

4 m de alto; tallos evidentemente
acostillados y canaliculados, casi
glabros. Hojas superiores reducidas y sin lobos, las restantes 3-lobadas, 15 (-20)
cm de largo y hasta 12 cm de ancho; peciolos inferiores auriculado-abrazadores
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en la base, los superiores cortos y poco definidos. Pedunculos 10-15 cm de largo;
filarias en 4 series, todas o la mayoria ampliamente redondeadas, estriadas, casi
completamente glabras; péleas 10-13 mm de largo, pice terminando en una
punta fuerte, no conspicuamente exertas; flosculos del radio 7-14, las ligulas
lineares, 40 (69) mm de largo, amarillas; flosculos del disco 80-120. Aquenios 5-6
mm de largo, puberulentos; vilano de escamitas fimbriadas fusionadas y 2

escamas aristadas en los &ngulos marginales.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Eudicotyledoneae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Heliantheae
Subtribu: Helianthinae
Género: Tithonia

Especie: T. diversifolia

2.4.2. Tagetes erecta L

Son hierbas anuales o perennes o
arbustos, glabros o] pubescentes,
generalmente con olor fuerte; tallos
delgados o] robustos, frondosos,
frecuentemente muy ramificados. Hojas
opuestas en la parte inferior, opuestas o
alternas en la superior, simples y enteras a
pinnatidivididas o compuestas, margenes

enteros a serrados, variadamente

punteado-glandulares.
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Capitulescencias cimosas o solitarias, pedunculos cortos a alargados, delgados a
marcadamente fistulosos; capitulos radiados o raramente discoides, pequefios a
grandes; involucros cilindricos, fusiformes o campanulados; filarias en 1 serie,
connadas casi hasta los apices, variadamente punteadas; receptaculos planos a
convexos, desnudos; flosculos del radio pocos a muchos, fértiles, las ligulas
pequefias a grandes, blancas, amarillas, a veces con manchas cafés, el tubo
delgado; flésculos del disco perfectos, fértiles, pocos a muchos, las corolas
amarillas o anaranjadas, igual o desigualmente 4-5-lobadas; ramas del estilo
largas, delgadas. Aquenios alargados, delgados, con varios angulos, cortamente

pubescentes o glabros; vilano de cerdas y/o escamas (Martinez et al., 2001).

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Tribu Tageteae
Género Tagetes
Especie T. erecta

2.4.3 Sphagneticola trilobata (L.) Pruski

Es una planta herbacea perenne que alcanza 30-70 cm de altura. Raiz gruesa que
anualmente emite varios tallos erectos vy
redondos. Las hojas son palmeadas y con
fuertes divisiones, en su mayoria brotan
directamente de la raiz. Las flores de color
amarillo brillante tienen cinco pétalos y gran
cantidad de estambres. Estas plantas contienen
anemonina, una sustancia muy toxica para los

animales y los seres humanos. De hecho, los

19


zim://A/Planta.html
zim://A/Hierba.html
zim://A/Planta_perenne.html
zim://A/Raíz_(botánica).html
zim://A/Tallo.html
zim://A/Hoja.html
zim://A/Flor.html
zim://A/Pétalo.html
zim://A/Estambre.html
zim://A/Anemonina.html
zim://A/Tóxica.html

Revision Bibliografica

herbivoros pastan las hojas de estas plantas con gran dificultad, y sélo después de
un buen secado que evapora las sustancias mas peligrosas. Incluso las abejas
evitan libar su néctar. En la piel humana estas plantas pueden crear ampollas
(dermatitis), mientras que en la boca pueden causar dolor intenso y ardiente de las

membranas mucosas.

2.7.1 Clasificacion taxondmica de Sphagneticola trilobata (L.)Pruski

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Tribu Heliantheae
Género Sphagneticola
Especie S. trilobata
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Capitulo 3. Materiales y Métodos

El estudio se realiz6 en la Unidad de Casas de Cultivos Protegido perteneciente a
la empresa agropecuaria Valle del Yabu, ubicada en direccién noroeste a 7 km del

municipio de Santa Clara en la provincia Villa Clara.

3.1 Identificacion de nematodos en el cultivo de pimiento en

casas de cultivo

» Colecta del material (suelo y planta-raiz)
Para identificar y determinar la cantidad de nematodos en el suelo se tomaron diez
muestras de 100 g (aproximadamente) en cada uno de los cinco puntos de las
casas de cultivo.
Estas se colectaron en un sistema de circulos concéntricos 5 cm y 15 cm del
tronco de la planta. Se tomaron 5 muestras equidistantes en el circulo interior y
cinco en el exterior a una profundidad de 10 — 20 cm. Posteriormente se unificaron
y colocaron en bolsas de papel para su traslado al laboratorio. Su almacenamiento
se hizo a 4°C hasta su uso (Martinez et al., 2014).
Para el caso de las muestras vegetales se identificaron plantas con sintomas de
infecciébn por nematodos (Anexo 1) y se tomaron las raices hasta 30 cm de
profundidad. Se trasladaron hasta el laboratorio de forma similar a las de suelo.

» Extraccion de nematodos en muestras de suelo.

De la muestra de suelo unificada se tomaron tres sub-muestra de 300 ml. Por
separado a cada una se le agregaron dos litros de agua corriente, se agitd
fuertemente durante 1 min para lograr su hidratacion completa y ruptura de
agregados en componentes mas finos. Posteriormente se deja sedimentar en
reposo por 10 minutos. Esta suspension se pasa a través de tamices de luz de

malla de 40 y 60 (250 y 350 um, respectivamente).
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El material colectado en estos tamices se desecha. La solucion de suelo se

vuelve a pasar por un tamiz de 400 mallas (37 ym) (Castilla, 2015).

Los nematodos se colectaron mediante el método de flotacion en sacarosa
(Jenkins, 1964). Para ello se centrifugd, en tubos de 50 ml, la totalidad de la
suspension acuosa a 3500 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se descarta.
Posteriormente, los sedimentos dentro de los tubos se re suspendieron en una
solucién de sacarosa (456g L) y se centrifugd nuevamente a 1000 rpm durante

un minuto. Los nematodos se colectaron a partir del sobrenadante.

» Extraccion de nematodos de muestras vegetales

Primeramente, se realizO un examen directo en el estereoscopio a baja
magnificacion. Para ello se tomaron diferentes muestras de las raices colectadas,
se lavaron con agua para eliminar restos de suelo. Esta agua se conservé para su

observacion a fin de encontrar nematodos en las zonas peri-radicales.

Las raices, una vez limpias, se colocaron en una capsula de petri con 5 ml de
agua, con ayuda de pinzas y agujas de diseccidn bajo estereoscopio se separo la
corteza de las zonas dafiadas. Los nematodos se colectaron en el agua con ayuda

de una micropipeta para su observacién al microscopio.

Por otro lado, se empled el método de Castilla (2015) para extraer los nematodos
del tejido vegetal. Para ello cinco muestras de 10g de las raices se cortaron en
pequefias porciones (2 cm), se llevaron a una licuadora con 50 ml de agua

corriente y se batieron por un minuto.

La extraccidon de los nematodos del jugo resultante de cada muestra se tamizd por
cribas de luz de maya 40, 60 y 400 para eliminar los restos vegetales.
Posteriormente la solucion se proceso de igual forma a la extraccion en suelo

mediante centrifugacion con solucion de sacarosa.
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» Identificacion y conteo de nematodos

Para la identificacion de nematodos se tomaron diez muestras de cada una de las
extracciones del area vegetal y de suelo. Estas se seleccionaron bajo estéreo con
ayuda de una micropipeta y luego se colocaron en portaobjeto debidamente
identificadas. Para esta seleccion se tomaron zonas de alta concentracion de

nematodos a fin de encontrar una posible elevada diversidad del parasito.
Posteriormente se hicieron las observaciones en microscopio optico a 40X y 100X.

De forma similar se examiné el tejido vegetal bajo estéreoscopio en zonas con
evidentes dafios de nematodos (agallas y otros) en busca del posible organismo

causal.

La identificacién se realiz6 con ayuda de claves taxéndémicas y manuales de

identificacion de nematologia vegetal (Bongers, 2011).

3.2 Efecto alelopético de Tithonia diversifolia, Tagetes erecta L y
Sphagneticola trilobata (L.) Pruski sobre nematodos

fitopatdgenos

» Colectay secado del material vegetal

Se realiz6 una colecta de material vegetal en diferentes zonas urbanas en el
municipio de Santa Clara de la Provincia de Villa Clara. Se colectaron las partes
aéreas (hojas, tallos e inflorescencias); de cinco plantas expuestas al sol, en
horario entre las 12:00 pm y 4:00 pm, previendo que tuvieran el menor contenido
de agua posible, en los meses de noviembre y diciembre de 2016. Las muestras
de los diferentes sitios se unificaron para formar el lote del material vegetal en
estudio.

El material vegetal fue secado a la sombra, en condiciones controladas a 25 °C,
escasa iluminacion y humedad relativa del 40 %, en un periodo de 6 dias. Luego

se molinaron en un molino de cuchillas (Nossen-8255, RDA) con un tamafio de
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tamiz de 0,5 mm. Su almacenamiento hasta el momento de uso fue en frascos

plasticos herméticos con tapas, bajo condiciones de oscuridad y baja humedad.

» Obtencion de extractos

Para el estudio se empled extraccion por maceracion en reposo durante 48 h.
Segun estudios anteriores (Martinez, 2016) este método es eficaz para obtener

elevada concentracion de metabolitos secundarios.

Los extractos se obtuvieron en disolvente de agua destilada. Por lo que se
obtuvieron extractos acuosos (alta polaridad). Para ello se tomaron 50g de cada
material vegetal, se le afiadi6 1000 ml del disolvente y se sometié al proceso de
extraccion por maceracion.

Después de este proceso el extracto acuoso solo se redujo el volumen hasta 50
ml. De esta forma se obtuvo un extracto inicial con una concentraciéon de 1 g mi?,

a partir de este se conformaran las concentraciones de trabajo.

» Determinacion del Total de Sélidos Disueltos

Para conocer la concentracion real de las sustancias extraidas de cada uno de los
extractos se determind el Total de Solidos Disueltos. Para ello se tomaron 5
alicuotas de un mililitro del extracto inicial y se diluyeron, cada una, en 19 ml de
agua destilada. La medicion se realiz6 con un electrodo acoplado a un pHmetro

(InoLab, Alemania) por triplicado para cada una de las muestras.

» Ensayo bioldgico

Los nematodos empleados en el ensayo se extrajeron de muestras vegetales. Las
zonas afectadas, cortadas a razon de 3 cm, se colocaron en capsulas de petri
(@=10 cm) estériles con 5 ml de agua destilada, fueron selladas con papel de
parafina y encubadas en oscuridad a 27 +1 °C.

Pasadas 48 h se tomaron muestras de 1ml y se diluyeron en 10 ml de agua
destilada. Esto fue necesario dada la elevada densidad poblacional que

imposibilita el conteo de los nematodos.
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Posteriormente de estas diluciones se tomé 1 ml y colocaron en capsulas de petri
estériles de 3 cm de didmetro y se realizd el conteo de nematodos de cada una
bajo estéreo. Se tomaron datos de estos a fin de realizar célculos en base al

namero individual de cada una de las placas. El estudio se realiz6 por triplicado.

A estas placas se agrego la cantidad correspondiente de extracto para obtener las
concentraciones del 5%, 10%, 15%, 20%, 50%, 75% y 100% (Tabla 1).

Tabla 1 Composicion de los extractos

0 15 1,85 1,00 3,00
10 0,30 1,70 1,00 3,00
15 0,45 1,55 1,00 3,00
20 0,60 1,40 1,00 3,00
50 1,50 0,50 1,00 3,00
75 2,25 0,75 - 3,00
100 3,00 0,00 = 3,00

Para el caso de las concentraciones del 75% y 100% no se agregaron los
nematodos contenidos en un mililitro del agua de extraccion sino se tomaron
directamente y se colocaron en la capsula de petri correspondiente. Su nimero
estaba acorde con el promedio de nematodos contados anteriormente para cada
placa. Esta variacion experimental se debe a la posibilidad de mantener la

concentracion deseada para estos tratamientos.

El disefio experimental fue completamente al azar con tres réplicas por
tratamiento. Para definir estos tratamientos se tuvieron en cuanta los factores:
1- Diferentes especies de la familia Asteraceae (Tithonia diversifolia, Tagetes
erecta L y Sphagneticola trilobata (L.) Pruski)
2- Concentracion de cada extracto (5%, 10%, 15%, 20%, 50%, 75%, 100%)
3- Hibridos de pimiento (LPD- 5 y Grandisimo)
Los testigos solamente contenian los nematodos.
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Las placas se mantuvieron en oscuridad a 27 1 °C por 72h. Cada 24h se
realizaron observaciones en el estereoscopio para contar la cantidad de
nematodos muertos. Se tom6 como evidencia de muerte aquellos nematodos que
se mantenian inmoviles cuando se les estimuld la region cefalica (Gamboa et al.,
2016). Para el conteo se dividié la capsula de Petri en cuatro secciones y se
realiz6 en recuento de cada una por separado. Posteriormente se sumo el nimero
de nematodos vivos y muertos por cada uno de los tratamientos en los dias de

evaluacion.

A partir de los resultados obtenidos se determind la CLso y CLos.por interpolacion
en una curva de mortalidad con la concentracion y la prueba PROBIT del paquete
estadistico Stat Graphics v 5 para Windows. Ademas, se determiné el porcentaje
de mortalidad producida en cada uno de los tratamientos. Para detectar las
diferencias significativas entre las concentraciones y de los extractos en las
diferentes zonas geogréaficas se realiz6 un analisis multifactorial en el paquete

estadistico Stat Graphics v 5 para Windows.

3.3. Fitotoxicidad de extractos de T. diversifolia, T. erecta y S.
trilobata sobre la germinacién y desarrollo de plantulas de

pimiento

Para el estudio del efecto alelopatico de los extractos acousos de T. diversifolia, T.
erecta y S. trilobata sobre la germinacion y desarrollo de las plantulas de pimiento
se empled el mismo lote del material vegetal usado para determinar su efecto
nematicida.

Para el montaje del experimento se esterilizaron en autoclave por 30 minutos
(121°Cy 1,2 atm de presion) capsulas de petri (3=10 cm) con un papel de filtro en
su interior que cubria la placa. Las semillas de los hibridos LPD-5 y Grandisimo
fueron esterilizadas con hipoclorito de sodio 1% durante 2 min posteriormente se
lavaron cinco veces con suficiente agua estéril para eliminas el desinfectante.
(Hernandez, 2015).
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En cada una de las placas se colocaron 10 semillas del hibrido, posteriormente se
adicion el extracto segun en tratamiento correspondiente. (Anexo 2)

Las concentraciones en este ensayo fueron las mismas que en el experimento
anterior y se prepararon segun indica la tabla 2.

Las placas se encubaron en camara de germinacion con un periodo de 12 h de luz
y 27 = 1°C. Cada 24 horas se centraron las semillas germinadas en cada
tratamiento.

Pasados 15 dias de inicio del tratamiento se determinaron las longitudes de los
tallos y raices de cada una de las plantas germinadas (Hernandez, 2015). Se

empled una regla graduada para cuantificar las dimensiones.

Tabla 2 Concentraciones de los extractos para ensayo de fitotoxicidad

Conc VExt. Vaguadest

0,25 4,75
0,50 4,50
0,75 4,25
1,00 4,00
2,50 2,50
3,75 1,25
100 5,00 0,00

[ERN
o

N
o

5

~
o1

Con los datos obtenidos se determiné el indice de Respuesta Alelopatica para la
germinacion (IRA-G), crecimiento del tallo (IRA-T) y raiz principal (IRA-R) (Hu and
Zhang, 2013).

M
ST >M IRAz(F)—l
SiT=0RA=0
T
Si:T < MIRA=1 _C\f_)

Donde T= Testigo; M=Muestra
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Capitulo 4. Resultados y Discusién

4.1 lIdentificacion de nematodos en el cultivo de pimiento en

casas de cultivo

Las muestras de raices colectadas en cada uno de los puntos de la casa de cultivo
fueron seleccionadas a partir de la observacion de los sintomas de posibles

afectaciones por nematodos (Figura 1-A).

Figura 1 plantas afectadas por nematodos. A-Sintomas foliares, B-Sintoma

radicales.
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Los nematodos son parasitos que, en su etapa larvaria, localizan las raices de las
plantas hospedantes y la penetran, en ella clavan su estilete y perforan el tejido, a
continuacion, ocurre la absorcién del contenido celular. La actividad alimenticia
produce dafios en el sistema radical a nivel de los vasos conductores, estos
pueden llegar a deformarse o hipertrofiarse dando paso a la formacion de agallas.
Esta accion mecanica sobre la raiz se traduce en su ineficiencia funcional debido a
la interrupcion del flujo y asimilacion de agua y nutrientes (Da Mata Dos Santos,
2016).

Como consecuencia de lo anterior aparece una sintomatologia no muy
caracteristica, sino mas bien un reflejo de la carencia de agua y nutrientes. A
pesar de ello, en las condiciones de las casas del cultivo, donde se garantizan los
niveles adecuados de desarrollo mediante fertiriego es muy facil distinguir las

pantas afectadas por nematodos.

Los sintomas observados coinciden con los descritos por Urbina (2009),
inicialmente ocurre la formacion de protuberancias pequefias, nédulos o agallas en
las raices secundarias, las cuales restringen el movimiento de agua y nutrientes a

la planta, y como consecuencia se reduce la capacidad productiva de esta.

Los sintomas secundarios son: retraso en el desarrollo de la planta, debilitamiento
generalizado, amarillamiento en las hojas mas viejas y una reduccion severa de la
produccion, tanto en cantidad como en calidad. Ocasionalmente, las plantas
afectadas por el nematodo pueden presentar marchitamiento foliar temporal en
dias calurosos o temporadas secas y cuando el ataque del nematodo es muy
severo la planta muere (Urbina, 2009).

La simple observacién de estas raices reveld gran cantidad de nodulaciones,
consistentes con los producidos por Meloidogyne spp (Figura 1-B). Bajo
estereoscopio, una vez diseccionadas, se observo la presencia de este nematodo
dada sus caracteristicas morfologicas, nematodos de forma globosa, insertados en
las raices formando nodulaciones con la zona bucal méas estrecha (Bongers,
2011).
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En las muestras de suelo obtenidas de la rizofera de estas plantas se observaron
gran cantidad de nematodos en estados larvario, su identificacion a nivel de
género resulté de dificil definicion, particularmente debido al escaso desarrollo de
estructuras que permitieran su caracterizacion. La mas importante de estas es el
sistema genital. EI nematodo juvenil alcanza el estado adulto después de cuatro
mudas, Unicamente asi tiene un sistema genital totalmente desarrollado (Cardona-
Piedrahita, 2014).

A pesar de ello se realizdé una prueba exploratoria para inferir una aproximacion al
género de estos organismos. La fijacion de nematodos con calor puede provocar
una deformacidén en sus cuerpos con rasgos identificativos (Coyne et al., 2009),
especificamente para los géneros Rotylenchus y Helicotylenchus los cuales
adquieren una estructura forma de espiral (Bongers, 2011). En las muestras

analizadas bajo este supuesto no se observo dicha caracteristica (Figura 2).

!“‘: v 4

Figura 2 Nematodos fijados en laminas por calor. A. Meloidogyne sp B

Helicotylenchus sp (Coyne et al., 2009).

Una observacion minuciosa, a nivel microscépico (100x), de la zona vulvar de las
hembras adultas de Melodigyne permiti6 discernir entre cudl de las cuatro
especies (M. arenaria, M. hapla, M. incognita y M. javanica) de mayor incidencia

en la zona tropical se encontraban en las muestras colectadas (Sasser, 1979).

En el estudio se determin6 que, de los 20 patrones perineales evaluados, el 82%
presenté forma elongada con arco dorsal elevado y cuadrado, campo lateral
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ausente, sefialado por estrias lisas a onduladas con algunas bifurcaciones en las
lineas laterales, estrias en la cola mas onduladas que en la region de la vulva 'y a
veces en forma de zig-zag, y con estrias gruesas. Estas caracteristicas coinciden
con las descripciones de Meloidogyne incognita. Estas corresponden con las

claves taxondémicas de (Bongers, 2011, Nickle, 1990).

Aunque se ha reportado la coexistencia de M. incognita con otros nematodos en el
suelo como Pratylenchus y Rotylenchus en las muestras analizadas solamente se
encontro Meloidogyne.

Figura 3. A-Observacion de zona vulvar de Meloidogyne obtenida de raices de
pimientos en estudio. B — Modelos perineales de M. incognita segin Coyne et al.
(2007)

La reproduccién de M. incognita es de forma logaritmica durante la época de
crecimiento, cada hembra puede depositar hasta 500 huevecillos, de los cuales se
estima que el 5% vive para reproducirse. La cifra a esperar después de una cuarta
generacion puede estar cercana a 15 625 individuos. La poblacion se puede
multiplicar por 100 o més cada mes. Este hecho es indicativo de una alta tasa de

reproduccion y por ende crecimiento poblacional (Frapolli, 2000).

Ademas, si se suma como factores decisivos: la competencia interespecifica por el
espacio vital dentro de las raices de la plata hospedante (Jaramillo et al., 2007), la

susceptibilidad del cultivar ante el parasito (Cardona-Piedrahita et al., 2016) y la
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forma intensiva bajo régimen de monocultivo que se emplean en estas casas de
cultivo protegido, la severidad del nematodo nodulador se ve favorecida y por
tanto, se eleva la probabilidad de que M. incognita sea el Unico nematodo
fitopatdgeno que afecta el cultivo del tomate en las casa de cultivo de la Empresa

Agropecuaria “Valle del Yabu".

Esta especie es de elevada importancia, puede causar hasta un 90% pérdidas en
el cultivo del tomate (Agrios, 2005). Adicionalmente, se ha reportado que es el
principal nematodo fitoparasito asociado a este cultivo durante sus diferentes
etapas fenologicas. Su importancia se basa en la alta capacidad para dafiar las
raices secundarias, reduce asi su capacidad de alimentacion y desarrollo
(Tzortzakakis et al., 2005).

M. incognita habita en climas tropicales y es posiblemente el parasito mas dafiino
de los cultivos en el mundo (Gamboa et al., 2016). Se presenta en la actualidad
como principal plaga del tomate bajo sistemas de cultivos protegidos,
hidroponicos, huertos intensivos, invernaderos y organopénicos (Cuadra et al.,
2008).

4.2 Efecto alelopatico de Tithonia diversifolia, Tagetes erecta L y
Sphagneticola trilobata (L.) Pruski sobre nematodos

fitopatdgenos

El Total de Solidos Disueltos (TDS) es el contenido combinado de todas las
sustancias inorganicas y organicas contenidas en los extractos. Las mediciones en

cada una de las muestras (figura 4) revelaron diferencias significativas entre ellas.
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Figura 4. Total, de Sdlidos Disueltos de las plantas después de 48 h de

maceracion

El extracto acuoso de S. trilobata no present6 diferencias significativas con el de T.
diversifolia pero ambos si difirieron con el de T. erecta. Este ultimo, con niveles de

TDS superiores a los dos primeros.

Cada planta posee un metabolismo secundario especifico que permite su
desarrollo y mantenimiento, por tanto, mejor adaptacion a un habitad determinado
(Akhtar et al., 2015). En estudios sobre “ecologia quimica” (Takken and Dicke,
2006) la concentracion de estos metabolitos estd intimamente relacionada con
factores bidticos y abidticos que circundan la planta, pues el metabolismo

secundario puede ser mas o menos activo en funcién de estos.

Bajo esta afirmacion, las diferencias entre los TDS de cada planta pueden estar
relacionada con las caracteristicas ecoldgicas del lugar de crecimiento, asi como

el aspecto genético involucrado en este metabolismo.

Por otro lado, teniendo en cuenta la variacion de los factores bidticos que afectan
a estas plantas, las incidencias de plagas definen los grupos quimicos que se
generan durante este metabolismo. Mediante la activacion de rutas especificas se
da respuesta a diferentes situaciones. Muchos de estas sustancias alelopaticas
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tienen como objetivo la defensa en las plantas, por esta razon la composicion
quimica de los vegetales fluctia en coordinacién con las afectaciones que
experimenta durante su ciclo de vida (Carrasco and Simbafia, 2016).

Las caracteristicas toxicas de estos extractos en funciéon de su concentracion

provocaron diferentes niveles de mortalidad sobre M. incognita (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion letal mediay maxima (CLso y CLgs) de los extractos sobre M.
incognita

El extracto de T. diversifolia y T. erecta alcanzaron la concentracion letal media a
las concentraciones de 6% y 7% respectivamente, sin embargo S. trilobata
provoco igual porcentaje mortalidad al 10%.

Para obtener una mortalidad superior al 95 %, las concentraciones de los
extractos de S. trilobata y T. diversifolia fueron similares (32% y 33%
respectivamente). Sin embargo, el de T. erecta precisé mayor cantidad de sélidos
disueltos para ejercer dicha accion, su CLgs fue del 39%.

Es de destacar que T. diversifolia fue capaz de disminuir a la mitad de la poblacion
de nematodos a una concentracion menor que la de los otros extractos, Ademas

de conjunto con S. trilobata, lograron una mortalidad méaxima a menor
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concentracion que la de T. erecta. Esta caracteristica ubica a T. diversifolia como

la de mejores resultados en este aspecto.

Existen reportes sobre el efecto nematicida de las plantas de la familia
Asteraceae. Segun los estudios con especies de esta familia indican que los
porcentajes de mortalidad sobre nematodos pueden variar entre el 6% y 20%,
incluso poseen accion sobre el nivel de eclosién de huevecillos (Bharadwaj and
Sharma, 2007). Resultados semejantes fueron obtenidos en este trabajo con

condiciones de experimentacion y obtencion de extractos similares.

Por otro lado, el metabolismo secundario que, de forma general, presentan estas
plantas sintetizan una serie de compuestos con reconocida accion alelopatica,
entre ellos los compuestos fendlicos de alta solubilidad tienen gran importancia

(Reiner et al., 2016) Su accion nematicida ha sido reconocida por varios autores.

Al analizarse los resultados de mortalidad para cada una de las tres plantas en las
concentraciones en estudio (Figura 6) se evidencié que las tres plantas en estudio
alcanzaron un 40% de mortalidad a la concentracion del 5% sin diferencias

significativas entre ellas.
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Figura 6. Efecto alelopatico de T. diversifolia, T. erecta y S. trilobata sobre J, M.
incognita. Letras minUsculas desiguales indican diferencias significativas entre las
plantas para una misma concentracion. Letras mayusculas desiguales indican

diferencias significativas entre las concentraciones en una misma planta.

Al 10% los mejores efectos se produjeron con el extracto de T. diversifolia, su
indice porcentual de mortalidad fue superior al 60%, asimismo, al 15 % de
concentracion su valor se increment6 hasta méas del 80%. El resto de las plantas a
estas concentraciones difirieron estadisticamente entre si y la de menores valores
de mortalidad fue S. trilobata. A partir del 20 % de concentracion se obtuvieron en

las tres plantas los porcentajes de mortalidad méaximos.

En el estudio se evidencié que existe una dependencia entre el efecto nematicida
y la concentracion del extracto. En las investigaciones alelopéticas esta condicién
es bastante frecuente, pues el fenbmeno se basa, entre otros aspectos, en la

inhibicion enzimatica competitiva de rutas especificas.

Otro aspecto de significacion revelado en el ensayo fue el nivel de tolerancia de M.
incognita ante la aplicacion de los extractos. La planta que produjo los resultados
mas elevados fue T. diversifolia. En cada concentracion sus efectos fueron
superiores que el de las otras dos plantas, hasta el punto donde se equiparan las
tres. Ello indica que sus compuestos resultaron ser de mayor toxicidad que las del

resto.

A pesar de reportarse grupos quimicos similares para esta familia, cada planta
presenta especificidades que le permites su proteccién ante cambios ambientales
(Carrasco and Simbafia, 2016), por esta razon se pueden presentar diferentes

efectos entre las plantas.

La tolerancia de los individuos de una poblacién depende en gran medida de las
caracteristicas genéticas acumuladas generacion tras generacion. Asimismo, en
poblacion de una misma especie pueden existir organismos con capacidad de
tolerar condiciones de vida adversas, bajo las cuales otros del mismo grupo no
sobrevivirian. Este fendmeno remonta el proceso evolutivo de la especie, asi como

la transmision de caracteres genéticos adquiridos mediante mutaciones, los cuales
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les permite un rango de vida mayor, por tanto, una norma de adaptacion mas
amplia (Balint, 1981).

Adicionalmente, la familia Asteraceae muestran la existencia de compuestos que
inhiben el desarrollo del nematodo del nudo de la raiz (M. incognita); a
concentraciones de mas de un 50% de extractos en su forma acuosos (Aballay

and Insunza, 2002).

Los estudios de plantas con efectos nematicidas son numerosos. Varios autores
reportan la existencia de compuestos organicos producidos por las plantas
capaces de disminuir sustancialmente las poblaciones de nematodos, entre ellos

M. incognita.

Entre ellos los flavonoides y taninos son compuestos polifenélicos de importancia
dentro de la composicién quimica de las plantas en estudio (Marahatta et al.,
2012). Estos son generados por el metabolismo secundario para la defensa de la
planta y pueden ser extraidos posteriormente mediante solventes de alta y
mediana polaridad (Espejo, 2010). De forma general, su accién nematicida ha sido
corroborada sobre nematdos de diferentes generos dentro de los cuales se

encuentra M. incognita (Mbaveng et al., 2014).

En este sentido, se ha estudiado la incorporacién al sustrato de tejido foliar de
diversas Asteraceas (cosmos, tagetes, gaillardia y zinnia, entre otras). Los
resultados evidencian la disminucién del agallamiento radical de M. incognita en
Ipomoea reptans (Tsay et al., 2004). De igual forma algunos extractos de plantas
de esta familia inhiben el agallamiento producido por este nematodo y por tanto

sus afectaciones.

4.3 Fitotoxicidad de extracto de Tithonia diversifolia, Tagetes
erecta L y Sphagneticola trilobata (L.) Pruski sobre germinacion y
desarrollo de hibridos de pimiento.

El efecto biolégico de los extractos de las plantas en estudio revela su importancia

sobre la mortalidad de M. incognita. Sin embargo, es preciso analizar el efecto
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fitotoxico que pudiera encontrarse sobre hibridos comerciales utilizados en nuestro

pais a fin de discernir su posible uso para el control de este nematodo.

En este sentido el indice de Respuesta Alelopatica para la germinacion (IRA — G)
de los hibridos LPD-5 y Grandisimo inducido por el extracto acuoso de de S.
trilobata (figura 7) evidencia resultados efectivos a bajas concentraciones.

Al 5% se observa un valor positivo del indice de respuesta alelopatica en ambos
hibridos; indicativo de una estimulacion en el proceso. Entre ellos existieron
diferencias significativas, LPD — 5 presentd el mayor valor del IRA. De forma
similar, en la concentracion del 10% el numero de semillas germinadas fue mayor
a las encontradas en los testigos, pero en este caso las diferencias se mostraron
con valores superiores para el F1-Grandisimo. En la concentracion siguiente
(15%) las semillas de este hibrido no experimentaron diferencias significativas con
la anterior. En contraste, para LPD — 5 comenz6 a observarse el retardo en la

germinacién y por tanto una inhibicion.
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Figura. 7 Germinacién de los hibridos de Grandisimo y LPD-5 en las diferentes

concentraciones del extracto acuoso de S. trilobata. Letras minusculas desiguales

indican diferencias significativas entre las plantas para una misma concentracion.
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Letras mayusculas desiguales indican diferencias significativas entre las

concentraciones en una misma planta.

Para ambos casos el extracto acuoso de S. trilobata a la concentracion del 20%
provoca inhibiciones significativas. Pero en Grandisimo se hacen mas fuertes, su
valor sobrepasa el indice negativo de 0.8. En las siguientes concentraciones no se
observaron indicios de emergencia de la radicula; el IRA — G llega a su maximo
valor negativo (100%) lo cual muestra se ha inhibido completamente la
germinacion de las semillas. El efecto de cada una de las concentraciones para un
mismo hibrido muestra que existe una dependencia del efecto biologico y la
concentracion. Similares resultados fueron obtenidos con el extracto acuoso de T.

diversifolia (Figura 8).

Esta planta a la concentracion del 5% no produjo efectos sobre la germinaciéon de
Grandisimo, en cambio en PLD — 5 se vieron estimuladas en mas de 0.3. Este
valor disminuy6 sustancialmente a medida que aumenté la concentracion llegando

a valores negativos a partir del 15% y maximos después del 50%.
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Figura. 8 Germinacion de los hibridos de Grandisimo y LPD-5 en las diferentes

concentraciones del extracto acuoso de T. diversifolia. Letras minUsculas
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desiguales indican diferencias significativas entre las plantas para una misma
concentracién. Letras mayusculas desiguales indican diferencias significativas

entre las concentraciones en una misma planta.

El hibrido Grandisimo, en la concentracion del 10%, experiment6 una estimulacion
del proceso germinativo cercana a 0.15 segun el IRA — G, pero igual que para LPD
— 5 las inhibiciones se hicieron evidentes a partir de la concentracion del 15% y

méaximas por encima del 50%.

El extracto de T.erecta indujo resultados contratantes entre si y con los obtenidos

hasta el momento para este proceso fisiologico (Figura 9).

La geminacion de las semillas del hibrido LPD — 5 experimentd una fuerte
inhibicion desde la concentracion mas baja. En contraste su homodlogo fue
estimulado en las dos primeras concentraciones probadas sin diferencias
significativas entre ellas. Sin embargo, es de destacar que a partir del 15%
experimentd su maximo valor negativo del IRA — G. Para el caso de LPD — 5 este

ocurrio a partir del 20%.
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Figura. 9 Germinacién de los hibridos de Grandisimo y LPD-5 en las diferentes
concentraciones del extracto acuoso de T. erecta. Letras minUsculas desiguales
indican diferencias significativas entre las plantas para una misma concentracion.
Letras mayusculas desiguales indican diferencias significativas entre las

concentraciones en una misma planta.

De forma general las tres plantas provocaron estimulaciones en las
concentraciones mas bajas (5% y 10%) e inhibiciones a partir de 50%. Entre las
tres se diferencia T. erecta con los efectos mas negativos sobre ambos tipos de
semillas, en ese caso las inhibiciones méaximas se observaron en los tratamientos

bajo la concentracion del 15%.

El proceso de germinacion de la semilla es un proceso fisiol6gico que involucra,
ademas, rutas bioquimicas con el objetivo de obtener energia para formaciéon de
las estructuras vegetativas. La sintesis y accion de fitohormonas permite la
coordinacién de estos procesos y por tanto la germinacion en el momento

adecuado segun las condiciones externas (Tierra, 2009).
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En muchos casos, la accion de los compuestos alelopaticos va encaminada a
estimular la sintesis de inhibidores de la germinacion o simplemente el bloqueo del
proceso en si (Leicach, 2005). Desde el punto de vista ecoldgico esta accion es
producida por sustancias sintetizadas en las plantas donadoras mediante las
cuales puede regular la competencia inter e intraespecifica que se puede

establecer entre plantas adyacentes o vecinas (Tharayil, 2009).

Entre los efectos de los compuestos alelopaticos se encuentra la afectacion de la
respiracion a nivel celular. Esta cadena de transportadores electronicos que se
encuentra en la membrana interna de la mitocondria es la encargada de llevar los
electrones y protones de hidrogeno desde los metabolitos en rutas degradativas
hasta su aceptor final, el oxigeno, para formacion de agua. Su acople con la
Fosforilacion Oxidativa permite la obtencion de ATP (Lehninger, 2005, Stryer,
2004). En el caso de la germinaciéon de vital importancia para la formacion de las

estructuras radiculares.

Varios estudios han demostrado que flavonoides como la quercetina, naringenina
y umbeliferona inhiben la produccién de ATP en la mitocondria (Vivanco et al.,
2005, Madhu et al., 2011). Ellos se han reportado, dentro de la composicién
guimica de las plantas estudiadas (Marahatta et al., 2012). Sin embargo, la
concentracion de estos induce diferentes efectos; cuando estos se encuentran en
valores bajos pueden actuar como antioxidantes, lo cual permite mejorar el
funcionamiento metabdlico general. Si estos se encuentran en valores elevados

pueden ser prooxidantes y su efecto es contrario (Valdameri, 2008).

Bajo los referentes anteriormente citados se puede dar una posible explicacion
ante el efecto de las plantas en estudio sobre la germinacién de los hibridos
probados. En el caso de las bajas concentraciones (5% 10% y en algunos casos
15%) las acciones antioxidantes de los compuestos alelopéaticos permitieron el
desarrollo acelerado del sistema radicular (estimulacion), al aumentarse el valor
del TDS por unidad de volumen su condiciébn prooxidante se hizo mas fuerte

inhibiendo la germinacion de las semillas.

Al analizar el desarrollo de las plantulas de las semillas germinadas para cada

hibrido se constatd, wuna variedad de  efectos (Figura  10).
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Figura. 10 Medicion del desarrollo de tallo y raiz de la variedad de Grandisimo y LPD-5 en las
diferentes concentraciones del extracto acuoso de T. diversifolia (A), S. trilobata (B) y
T.erecta (B). Letras minudsculas desiguales indican diferencias significativas entre los
hibridos para una misma concentraciéon. Letras mayusculas desiguales indican diferencias

significativas entre las concentraciones en un mismo hibrido.
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Las tres plantas indujeron estimulaciones en el crecimiento radicular en las
concentraciones mas bajas (5% al 15%). Para el caso de T. diversifolia y S.
trilobata (Figura 10 A y B respectivamente) los resultados fueron similares para
cada uno de los hibridos. Sin embargo, el extracto acuoso de T. erecta (figura 10
C) los resultados fueron de menor cuantia segun el IRA. Es de destacar que esta
planta provocé efectos contrarios, a los observados anteriormente, en el hibrido
LPD - 5.

Al 5% el largo de la raiz era inferior al del testigo, pero mientras que se incremento
la concentracion hasta el 15% el efecto estimulante se aumenté. En este 6rgano, a
partir del 20%, comenzaron a observarse efectos inhibitorios. Los mas fuertes
fueron producidos por T. erecta donde el crecimiento radicular se inhibio
completamente, para las otras dos plantas este fendbmeno se hizo evidente a partir
del 50%.

De forma contraria a los resultados en las raices y similar para las tres pantas, el
crecimiento del tallo estuvo inhibido en ambos hibridos. Nuevamente T. erecta
indujo los efectos mas significativos, se destaca LPD — 5 con inhibicién total del

organo desde la concentracion més baja.

Por un lado, el experimento demostrd la variabilidad genética de ambos tipos de
pimiento ante cambios externos. Para el caso de LPD — 5 se aprecié una mayor
susceptibilidad, en comparacion con Grandisimo, al estar en contacto con cada

uno de los extractos durante el periodo experimental.

La composicion genética de estas plantas, a pesar de encontrarse
taxondmicamente en una misma especie difiere grandemente dado el proceso de
mejora que han sufrido. Para obtener este tipo de hibrido se transcurre por un
proceso de hibridacibn comercial donde se emplean progenitores con
caracteristicas cualitativas y cuantitativas diferentes en funcion del objetivo de
mejora. Durante el mismo, pueden ocurrir alteraciones genéticas debido a la
introduccién sucesiva de genes de interés, procedentes de las lineas paternas, al
unisono, pueden pasar a estados inactivos (recesivos o silenciados) secuencias

de polinucledtidos que expresan la condicion tolerante ante ciertos cambios.
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Mientras que no sea esta pérdida una situacion que afecte los objetivos del
mejoramiento carecen de relevancia y por tanto se pierde el interés por recuperar

estos genes a partir de variedades silvestres (Rodriguez et al., 2008).

En otro sentido se constat6 la diferencia de respuesta de 6rganos iniciales de la
planta ante la aplicacion de los extractos. El crecimiento de la raiz se vio menos

afectado, incluso estimulado, en comparacion con el del tallo.

Durante el proceso de diferenciacion de estos oOrganos a partir del tejido
meristematico ocurre la especializacion en cada una de sus funciones, asimismo
pueden expresar una serie de mecanismos adaptativos segun los nichos
ecoldgicos en los cuales se desarrolla. Las raices el estar en contacto con gran
cantidad de sustancias solubles en agua pueden tener la capacidad de
transformarlas al punto, que no afecten su metabolismo. En tanto, el tallo, dada su
funcién de sostén y circulacion a través de él, no precisa directamente tener un
mecanismo de respuesta ante el contacto sucesivo de otras sustancias de alta
polaridad como las extraidas en el extracto acuoso de las plantas en estudio. Por
esta razén el crecimiento del tallo, alin en concentraciones bajas fue inhibido por

la accion alelopatica de los extractos.

Por otro lado, los compuestos obtenidos durante la conformacién de los extractos
pueden incidir negativamente en el crecimiento de las plantas, principalmente si se
encuentran en altas concentraciones. Esta familia se caracteriza por tener una
amplia variedad de compuestos fendlicos, desde los mas simples hasta polifenoles
de compleja estructura. Los efectos negativos de estos estan ligados intimamente

a la produccién de energia metabdlica y accion hormonal.

En concordancia, varios estudios demuestran que el Kaempherol y Quercetina,
flavonoides presentes en las hojas del girasol (Helianthus annum L.) actian como
inhibidores de los transportadores dela cadena respiratoria, especificamente en el
complejo de la complejo Citocromo Oxidasa, lo cual provoca la aparicion de
especies reactivas del oxigeno y por tanto la afectacion celular (Macias et al.,
1999).
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Este mismo grupo quimico es bien conocidos por su accidon antioxidante, sin
embargo se reporta que cuando se encuentran en altas concentraciones actuan
como prooxidantes al reducir de forma temporal el Cu?* a Cu'* e incluirlo en su
estructura (Michels, 2005, Pérez, 2003, Valdameri, 2008). Este metal con grado de
oxidacion 1* potencia la accion del metabolito como agente oxidante.
Significativamente otros estudios realizados (Carlile et al., 2000) muestran que
esta especie quimica con tales caracteristicas tiene la capacidad de polarizar las
membranas celulares en estados iniciales de crecimiento. En relacion con este
efecto se ha identificado que los flavonoides que se encuentran en Eupatorium
littorale provocan cambios en las propiedades de las membranas biologicas al
interactuar con sus componentes; la despolarizacién de las membranas es la
causa de dichas interaccién y, en consecuencia, este tipo de metabolito se

convierte en fuerte agente citotoxico (Herreira, 2007).

Ademas, los flavonoides pueden establecer enlaces con los componentes de la
membrana citoplasméatica, de esta manera provoca su ruptura. La lisis de las
membranas conlleva una alteracion enzimatica, ocasionando asi la degradacion
de numerosos sustratos (Espinosa, 2012) esto en consecuencia puede alterar el

crecimiento normal de 6rganos vegetales.

Finalmente, el andlisis contrastante de los resultados obtenidos durante la
exposicion de los nematodos ante los extractos y su respectivo efecto sobre el
cultivo permiten afirmar que T. diversifolia presenté los mejores resultados al
inducir elevados niveles de mortalidad para los nematodos a bajas
concentraciones y a su vez estimulaciones en el proceso de germinacion y
crecimiento radicular del hibrido LPD — 5. El extracto acuoso de S. trilobata no
presentd mejores indicadores de mortalidad que la planta anterior, pero sus
efectos en la germinacién fueron significativos. En el caso de T.erecta se
presentaron resultados negativos mas fuertes que los observados con las dos
plantas anteriores en las concentraciones bajas. Sin embargo de los tres extractos
este fue el de mayor TDS, ello puede sugerir que concentraciones por debajo del
5% pueden provocar efectos similares a los obtenidos en T. diversifolia y S.

trilobata.
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Todos los extractos provocaron inhibicion del desarrollo del tallo. No obstante, si
se tiene en cuenta el momento de aplicacion a escala de campo, asi como el
modo de vida terrestre y lugar de afectaciones del nematodo, es posible que los

efectos sobre este drgano se minimicen o sean inocuos.

47



Bibliografia

5 Conclusiones

1. En las muestras vegetales y de suelo obtenidas de las casas de cultivos de
la empresa Valle del Yabu solamente se encontro el nematodo Meloidogine

incognita asociado al cultivo de pimiento.

2. EI TDS de T. erecta fue de 1400 mg L "1, superior a los obtenidos en los
extractos de T. divesifolia y S. trilibata. Estos ultimos sin diferencias

significativas entre ellos.

3. Los extracto de T. diversifolia y T. erecta presentaron una CLs, de 6% y 7%
respectivamente. S. trilobata provocé igual porcentaje mortalidad al 10%.
Tagetes erecta requirié6 mayor concentracion (40%) para llegar a la CLos.

4. EIl extracto acuoso de T. divesifolia provocod un porcentaje de mortalidad
mayor en todas las concentraciones probadas con respecto al resto de las

plantas en estudio.

5. Los tres extractos probados estimularon el crecimiento radicular de los dos
hibridos a bajas concentraciones con excepcion del de T. erecta al 5% para
LPD -5.

6. El desarrollo del tallo de ambos hibridos fue inhibido por las tres plantas en

todas sus concentraciones.
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6 Recomendaciones

1. Probar los efectos nematicidas de otras plantas del género Asteraceae.

2. Determinar posible sinergia o efecto nematicida individual de metabolitos

secundarios.

3. Llevar a condiciones semicontroladas los resultados obtenidos en el
estudio. Especificamente los extractos de T. divesifolia y S. trilibata a bajas

concentraciones.
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8 Anexos

Anexo 1 Afectacién de nematodos en raices de pimiento
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Anexo 2

Montaje del experimento de fitotoxicidad
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