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RESUMEN

En la actualidad, para llevar un control en las plagas existentes en los cultivos, se utilizan métodos
guimicos, siendo esto muy perjudicial para el ecosistema y la salud de la poblacion. El principal
responsable de afectar estos cultivos es el nematodo Meloidogyne spp, encontrandose distribuido en
todos los campos de la region. El objetivo de nuestra investigacién fue evaluar el efecto nematicida
in vitro del alga marina Lessonia nigrescens sobre el nematodo Meloidogyne spp en plantas de tomate,
siendo estas muy susceptibles a su infestacion, ya que en estudios previos se ha demostrado que las
algas marinas ofrecen un potencial sostenible para disminuir el uso de pesticidas quimicos, por ser
estas un recurso abundante en nuestra region.

Como resultado del presente trabajo se ha demostrado el efecto nematicida del extracto etanélico de
Lessonia nigrescens (a concentraciones de 1, 10, 50, 100%), siendo las hojas las de mayor efecto a la
concentracion del 50%, no habiendo diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) con las
concentraciones mas elevadas.

En el ensayo realizado en las plantulas de tomate, el extracto a la misma concentracion ocasion6
mayor efecto mortal para Meloidogyne spp y mayor efecto biofertilizante para los estos cultivos.
Como conclusion podemos indicar que el alga Lessonia nigrescens es una muy buena alternativa para
el control del nematodo Meloidogyne spp, determinandose su efectividad in vitro.

Palabras claves: Alga, Lessonia nigrescens, Meloidogyne spp, nematicida, extracto etanolico.
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ABSTRACT

Currently, to control pests in crops, chemical methods are used, which is very harmful to the
ecosystem and the health of the population. The main person responsible for affecting these crops is
the nematode Meloidogyne spp, which is distributed in all fields in the region. The objective of our
research was to evaluate the in vitro nematicidal effect of the seaweed Lessonia nigrescens on the
nematode Meloidogyne spp in tomato plants, these being very susceptible to its infestation, since
previous studies have shown that seaweeds offer a potential sustainable to reduce the use of chemical
pesticides, as these are an abundant resource in our region.

As a result of this work, the nematicidal effect of the ethanolic extract of Lessonia nigrescens has
been demonstrated (at concentrations of 1, 10, 50, 100%), with the leaves having the greatest effect
at a concentration of 50%, with no statistically significant differences. (P>0.05) with the highest
concentrations.

In the test carried out on tomato seedlings, the extract at the same concentration caused a greater
lethal effect for Meloidogyne spp and a greater biofertilizing effect for these crops.

In conclusion we can indicate that the algae Lessonia nigrescens is a very good alternative for the

control of the nematode Meloidogyne spp, determining its effectiveness in vitro.

Keywords: Seaweed, Lessonia nigrescens, Meloidogyne spp, nematicide, ethanolic extract.



I. INTRODUCCION

1.1. Descripcién de la Realidad Problemaética

La region de Ica ha sido impulsada por numerosos sectores econémicos, uno de los mas importantes,
y con un notable crecimiento afio a afio, es la agroexportacion.

Esta actividad ha significado una importante fuente de empleo para los ciudadanos tratando de

sumarse a una de las grandes soluciones para disminuir la pobreza en el Perd.

Ica cuenta con 254 mil hectareas de tierras con aptitud agricola, pero sola una fraccion de éstas son
destinadas a los productos de la agroexportacion. Destacan muchos cultivos de exportacion entre ellas
es la uva, cultivo que representa significativamente a esta region con mas de 17 mil hectareas
cosechadas en el 2020, asi como también cultivos de esparragos, algodon, maiz, palta, cebolla y
tomate?, sobre todo éste Gltimo se ha visto afectado enormemente por el nematodo Meloidogyne,
debido a que éste género se encuentra distribuido en todos los campos agricolas de la regién y del

mundo causando numerosos dafios y pérdidas en los cultivos.

Este nematodo fitoparéasito puede generar deformaciones en las raices (n6dulos) variando su tamafio
dependiendo del hospedero, también ocasiona lesiones necréticas, rajadura en drganos subterraneos,

entre otros?.

1.2. Formulacién del problema
Frente a todo lo mencionado, el planteamiento del problema para la presente investigacion respondio
a la pregunta: ; Tendra el extracto etandlico del alga Lessonia nigrescens efecto nematicida in vitro

sobre Meloidogyne spp en plantas de Solanum licopersicum?

1.3. Justificacién e importancia del problema

A lo largo de los afios se ha cuestionado el control que han tenido los nematodos fitopatdgenos con
agentes biocidas quimicos en las plantaciones del cultivo debido principalmente a estas razones: su
alto costo y los efectos adversos por su toxicidad que genera en el ecosistema y en los productos que

se obtiene de ellos para el consumo humano?,

En diversas investigaciones se han obtenido informacion sobre sustancias en distintas plantas que
presentan efecto nematicida o nematostatico identificadas como: alcaloides, que produce un bloqueo

de la trasduccion de la sefial neuronal de insectos y vertebrados; los terpenoides, que forman una masa
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semicristalina que sella la herida y atrapa al microorganismo patdgeno y a los fenilpropanoides, que
en su forma insoluble refuerza la pared celular de las plantas en respuesta de un ataque.

Una de las principales propiedades de los metabolitos secundarios presentes en las plantas es su
defensa frente a los predadores lo que les permite resistir a la agresion de cualquier plaga®.

Debido al conocimiento de antemano sobre el control de plagas a nivel mundial con los extractos de
algas por la presencia de los siguientes compuestos: &cidos alginicos, kainicos, terpenos,
isotiocianatos, alcaloides, etc., se justifica el estudio ya que a nivel local se tiene poca informacién y
uso, teniendo un valor agregado de ser utilizado como biofertilizante y contribuird a una agricultura

mas organica®.

Importancia

El desarrollo de la presente investigacion permitird adquirir conocimientos basicos sobre el efecto
nematicida de la especie Lessonia nigrescens, ya que todo ello supone un esfuerzo por despertar un
interés por parte de la industria agricola, para el uso de pesticidas naturales; asi como en industrias
agroexportadoras, debido a que cada vez existe una mayor demanda de alimentos de origen organico
libres de pesticidas quimicos, permitiendo a las empresas tener menor costo en los tratamientos de

sus cultivos y mayor ingreso impulsando la economia del sector.

1.4. Objetivos

1.41. Objetivo general
Determinar el efecto nematicida in vitro del alga marina Lessonia nigrescens en plantas

de Solanum licopersicum

1.4.2. Objetivos Especificos
- Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etanolico del alga
Lessonia nigrescens mediante un screening fitoquimico.
- Evaluar la actividad nematicida in vitro del extracto del alga marina y extractos

vegetales a diferentes concentraciones sobre Meloidogyne spp.
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1.5. Hipotesis y variables de la investigacion

1.5.1. Hipébtesis

El extracto etandlico del alga marina Lessonia nigrescens posee efecto nematicida o

nematostatico sobre Meloidogyne spp.

1.5.2. Variables:

1.5.2.1. Variables dependientes

- Eficacia nematicida
- Metabolitos secundarios
- Indicadores de variables dependientes

- Juveniles 2 y huevos de Meloidogyne spp.

1.5.2.2. Variables independientes

- Extractos etandlico del alga Lessonia nigrescens.
- Indicadores de variables independientes.
- Metabolitos secundarios del alga Lessonia nigrescens.

1.6. Marco tedrico

1.6.1. Antecedentes de la investigacion

Internacional:

Dina SS Ibrahim, et al. En el 2021, realiz6 una investigacion titulada “Propiedades
nematicidas de extractos metandélicos de dos algas marinas contra el nematodo
agallador de la raiz del tomate, Meloidogyne incognita”, en donde evaluaron dos
algas para el control de la infeccion en plantas de tomate: el alga roja Phacelocarpus
tristichus J. Agardh y el alga parda Turbinaria ornata J. Agardh en 3 concentraciones
(0.5; 1.0 y 2%). Teniendo como resultado que los extractos metandlicos de las dos
especies mejoraron los parametros de crecimiento de las plantas infectadas y no
infectadas, asimismo, manifestaron actividades nematicidas contra M. incognita. Sin
embargo, Turbinaria ornata superé a Phacelocarpus tristichus, recomendandose

como biofertilizantes en el manejo integrado del M. incognita®.
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Ping Zou et al. En el 2019 realizaron este estudio titulado “Polisacaridos derivados
del alga parda Lessonia nigrescens mejoran la tolerancia al estrés abiético de las
plantulas de trigo al mejorar el sistema antioxidante y modulacion de la concentracion
de iones intracelulares”, concluyendo que los polisacaridos del alga parda Lessonia
nigrescens (LNP) mejoraron el crecimiento de los cultivos y la resistencia de las
plantas al estrés abiotico. Obtuvieron y caracterizaron dos polisacéridos acidos a
partir del extracto crudo de LNP. Demostrando que esta promueve el crecimiento de
las plantas, disminuye la peroxidacion lipidica de la membrana, aumentando el
contenido de clorofila, mejorando las actividades antioxidantes, coordinando la
salida y la compartimentacion de iones intracelulares. Estos polisacéridos inducen la

resistencia de las plantas al estrés salino’.

El-Eslamboly et al. En el 2019 realizaron un estudio titulado “Aplicacion de algas
como método de control bioldgico del nematodo agallador Meloidogyne incognita en
pepino en condiciones de cultivo protegidas y su impacto en el rendimiento y la
calidad de la fruta”, con la finalidad de controlar el nematodo agallador Meloidogyne
incognita en pepino, probaron varios tratamientos con las algas Spirulina y Amphora,
después de 15 dias desde el trasplante, aplicaron nuevamente los tratamientos 2 veces
al mes durante 3 meses.

Como resultado, el suelo tratado con los extractos de Amphora o Spirulina tuvo
incrementos significativos en el crecimiento vegetativo y la calidad del fruto. Sin
embargo, el tratamiento con Amphora fue mas efectivo en el control de nematodos o
en potenciar resistencia de las plantas a los nematodos.

Concluyendo la efectividad, de las algas para el control bioldgico del nematodo

agallador Meloidogyne spp®.

Chao Zhao et al. En el 2017 realizaron el estudio titulado “Eficacia regulatoria del
extracto de alga parda Lessonia nigrescens en el perfil de expresion genética y la
microflora intestinal en ratones diabéticos tipo 27, investigaron la actividad
antidiabética del extracto etandlico (LNE) de Lessonia nigrescens en ratones
diabéticos tipo 2, demostraron que los niveles de glucosa en sangre en ayunas
disminuyeron significativamente después de la administracion de LNE, indicando
que podria proteger la arquitectura celular del higado y el rifion. El tratamiento con

LNE aumenta significativamente las poblaciones de Bacteroidetes y disminuye las
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Firmicutes en la microflora intestinal. Considerando a LNE como un alimento

funcional para reducir la glucosa en sangre y regular la microflora intestinal®.

ller ller Diana Carolina en el 2017 en su tesis titulada “Evaluacion de la actividad
nematicida in vitro de aceites esenciales frente a Meloidogyne.”, tuvo como objetivo
evaluar la actividad nematicida in vitro de los aceites esenciales de eucalipto, romero,
tomillo, orégano, demostrando que el aceite de tomillo y romero presentaron una
mortalidad del 100 % a las 24 y 8 horas de exposicidn respectivamente frente a

nematodos juveniles en segundo estadio extraidos de raices de tomate?®.

Martinotti, Marcelos Diego et al. En el 2016 realizaron el estudio titulado “ Efecto
Nematicida de extractos de ajo, orujos de uva y alperujo de aceituna; sobre
Meloidogyne incognita”, compararon el efecto de extractos acuosos de bulbillos de
ajo, de compost inmaduro de alperujo de aceituna, de compost inmaduro de orujo de
uva fresca y de compost inmaduro de orujo de uva agotado, sobre el indice de
agallamiento, el indice de reproduccion de huevos y juveniles J.y la poblacidn final
de hembra de M. incognita, en plantas de vid; obteniendo como resultado que el
extracto de los bulbillos de ajo tuvo una disminucion notable en todos los parametros

que se quisieron demostrar en el presente estudio®®.

Nacional:

De la revision bibliogréfica realizada a nivel nacional no se encontré trabajos sobre
la evaluacion del uso de extractos de algas sobre nematodos. Sin embargo, existen
numerosos trabajos en donde se ha utilizado nematicidas biol6gicos a base de plantas,
hongos, etc. para el control de poblaciones del género Meloidogyne presentes en

diferentes cultivos de: quinua, maiz, entre otros cultivos.'?®

Cruzados-Campos Jackeline en el 2021 en su tesis titulada “Aplicacion foliar de algas
marinas en el Rendimiento y la calidad en dos cultivares de melén (Cucumis melo L.)
en la Molina”, determiné el efecto de la aplicacion foliar de algas marinas Fertimar
(100% a base de algas Lessonia nigrescens y Lessonia trabeculata) en el desarrollo
fenoldgico, rendimiento, calidad y viabilidad econémica, en dos cultivares de melon
Rina F1 (var. reticulatus) y Steego F1 (var inodorus), en Costa Central, bajo riego

por goteo. La respuesta en rendimiento comercial y no comercial, calidad del fruto,

14



crecimiento y desarrollo de ambos cultivares fue significativa, asimismo, incrementd
el indice de rentabilidad, convirtiéndose en una alternativa organica econémicamente

viable!®.

Local:

Solier Allcca Soniay Rimache Allcca Wilson en el 2019 en su trabajo de tesis titulada
“Efecto de la aplicacion foliar de tres fuentes de algas marinas en diferentes dosis en
el cultivo de sandia (Citrullis lanatus L.) hibrido Santa Amalia en la zona media de
valle de Ica”, determinaron el mejor producto y dosis de extracto de algas marinas,
aplicados al &rea foliar. En el rendimiento de sandia, encontraron diferencia
estadistica, en los tratamientos en estudio destacando los productos Algas
(Ascophyllum nodosum) y Algamar (Lessonia nigrescens) con la dosis de 6.0 L/ha,
observandose el efecto positivo, superando ampliamente al testigo quien obtuvo una
baja produccion. La mayor rentabilidad desde el punto de vista econémico la obtuvo

el tratamiento (Algax, Ascophyllum nodosum 6.0 L/ha)®.

Huaroto Palacios Lorena y Valdivia Pillaca Maria en el 2018 en su trabajo de tesis
titulada “Efectividad Nematicida de Paecilomyces lilacinus sobre el cultivo de Vitis
vinifera y Capsicum annuum, infestados con Meloidogyne spp. “Nematodo del
Noédulo” Mayo a Agosto del 20187, evaluaron a través de ensayos in vitro la
reduccion de la poblacion de Meloidogyne spp en un 47% de J2, huevos en un 73%
y hembras en 28% a un nivel manejable. Se tuvo como conclusion que Paecilomyces

lilacinus es eficaz para el control de Meloidogyne en la prueba de campo®®.

Galindo, Ruth en el 2011, en su trabajo de tesis titulada “Efecto nematicida in vitro
y en plantas de tomate de algas marinas Colpomenia sinuosa, Gracilariopsis
lemaneiformis y Ulva papenfussii de la Bahia de Paracas sobre Meloidogyne
incognita” evaluo el efecto de diversos extractos de las algas: Colpomenia sinuosa,
Gracilariopsis lemaneiformis y Ulva papenfussii a concentraciones de 10, 50 y 100
%, como una alternativa méas ecoldgica para el control del nematodo M. incognita,
encontrando accidn nematicida in vitro en las tres especies, teniendo un mayor efecto
la Ulva papenfussii, con la concentracion més efectiva del 10 % para los extractos

probados (metandlico, acuoso y etanélico)*’.

15



- Varas, Noemi en el 2011, en su tesis titulada “Evaluacion de la efectividad de extracto
de Bidens pilosa L. para el control de Meloidogyne incognita (Kofoid y White)
Chitwood en Lycopersicum esculentum variedad Rio Grande tomate in vitro y el
tinglado en el Valle de Ica” realiz6 el estudio fitoquimico de extracto y actividad
nematoxica de extractos de Bidens pilosa L. para el control de Meloidogyne incognita
(Kofoid y White) Chitwood, In vitro y el tinglado con tomate variedad Rio Grande,
en donde se identificd los siguientes metabolitos secundarios: alcaloides, flavonoides
catequinas grupos fenolicos libres y triterpenoides y/o esteroides, atranquinonas,
leucoantocianidinas, siendo negativo para taninos y saponinas. Encontr6é que en la
efectividad in vitro existe diferencia significativa entre cada dosis y los tipos de
extraccion, por lo que demostro su eficiente actividad tanto en el estadio juvenil como
huevo, resultando ser méas efectiva, el extracto por flujo etandlico (ERE) desde las

dosis 1.5% en las tres pruebas de comparacion con los demas tratamientos:®.

1.6.2. Lessonia nigrescens:

- Generalidades

Es una macroalga parda que alcanza hasta 4 metros de longitud y pertenece a la
familia Lessoniaceae, mas conocida en el Perl como arcanto, negra o cabeza, que
pertenecen al orden de laminariales que geograficamente se encuentran ubicadas en
las costas del Océano Pacifico de Sudamérica.'*1°

Presenta un rizoide de hasta 20 cm de diametro de donde nacen uno o mas ejes
principales surgiendo de cada eje, laminas®.

Estas algas se han caracterizado por presentar una gran cantidad de proteinas,
oligoelementos, mucilagos y vitaminas; siendo su principal empleo en la

alimentacion humana.*®
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Figura 1. Lessonia nigrescens

Clasificacion botanica

La identificacion botanica fue realizada por el biélogo David Miranda Huaman de
la Universidad Nacional San Luis Gonzaga; segun el sistema de Clasificacion de
Guiry, M.D, & Guiry, G.M, (2018). (Ver anexo 1.)

Tabla 1. Clasificacion Taxondmica Lessonia nigrescens Bory de Sant-Vincent

TAXONOMIA

Reino PROTISTA
Division OCHROPHYTA

Clase PHAEOPHYCEAE

Orden LAMINARIALES
Familia LESSONIACEAE
Género Lessonia
Especie Lessonia nigrescens Bory de Sant-Vicent

Nombre vulgar: arcanto negro

Distribucion Geografica
Se encuentra ubicado en Sudamérica en la costa de Océano Pacifico Este del

hemisferio sur, distribuida desde la provincia de Callao (Peru), hasta el cabo de
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Hornos (Chile). Domina las aguas frias de ambos hemisferios, ubicandose en las
Islas Malvinas, Islas Heard y Kerguelen.?! 22

Habitat

Su distribucion es intermareal y se localiza con mayor frecuencia en la zona
maritima de las regiones de Ica, Arequipa, Moquegua y Tacna'.

Modifican la estructura y funcionamiento de la biodiversidad en los sistemas
costeros someros donde se desarrollan, por lo que son considerados ingenieros
ecosistémicos estructuradores de habitats, que proveen sustrato para el
asentamiento larval, reclutamiento de juveniles, region y habitat para especies de

macro invertebrados y peces®.

= Laminariales
A Alaria spp.
As Ascophylium nodosum
€ Eckionia spp

La Laminaria spp.

Le Lessonia spp.

M Macrocystis spp.

N Nereocystis luetkeana

Figura 2. Distribucién geografica del género Lessonia
Fuente. Clare (1993)%

Usos

Esta alga como recurso bioldgico es de suma importancia debido a la extraccion de
alginatos, asi como también en la industria alimentaria, textil, cosmética y
farmacéutica. Asimismo, cumple con un rol ecoldgico ya que su funcion principal
es la de proteccion brindado un lugar seguro a invertebrados marinos y peces ante

la presencia de otros depredadores.??
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1.6.3.

- Estudios terapéuticos
Un estudio realizado demostro la actividad antidiabética del extracto etanolico de
Lessonia nigrescens (LNE) en ratones diabéticos tipo 2 inducidos por
estreptozotocina (SZT). Sus niveles de glucosa en sangre en ayunas disminuyeron
significativamente después de la administracion de LNE, demostrando que podria
proteger la arquitectura celular del higado y el rifion. El tratamiento con LNE
aumenta significativamente las poblaciones de Bacteroidetes y disminuye las
Firmicutes en la microflora intestinal. Se podria considerar a LNE como un
alimento funcional para reducir la glucosa en sangre y regular la microflora

intestinal .’

Meloidogyne spp

Es un nematodo fitoparasito, microscopico y polifago capaz de parasitar mas de 2000
especies de plantas, tiene una amplia distribucion debido a que no existe suelo con
cultivos infestados de estos parasitos. Su erradicacion viene a ser dificil ya que al
adaptarse rapidamente a las condiciones climaticas se establecen permanentemente en
los suelos.

Se encuentra en el grupo de los endoparasitos sedentarios y se le caracteriza por presentar
un estilete poco robusto en la cual ingresan a los tejidos de las plantas tornandose
inmdviles para producir una proliferacion celular mediante su alta actividad enzimética

generando la formacién de nédulos y heridas en la raiz del hospedero.?

- Caracteristicas morfoldgicas

Este género de Meloidogyne presenta las siguientes dimensiones: la hembra mide
700 p de largo y 400 p de diametro, el macho 1 400 p de largo y 30 p de diametro,
el juvenil dos (J2) 400 p de largo y 15 p de didmetro y un huevo 95 p de largo y 40
U de diametro.

Las formas de las hembras son diferentes, mayormente ensanchadas y toman
formas diferentes que se conocen como dimorfismo sexual, en cuanto a los machos
se mantienen en su mismo forma: delgados y cilindricos.

Su ciclo de vida en muy breve alcanzando los 25 dias a una temperatura de 27° en
plantas de vid. En casos que hubiera condiciones desfavorables como la falta de
alimentos (diapausa), puede cambiar de sexo de hembra a macho debido a que en

este estado no se alimenta.?
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1.6.4. Extractos vegetales:
Son caracterizados por tener metabolitos secundarios que cumplen la funcion defensiva
de las plantas o algas tales como compuestos nitrogenados, fendlicos, terpenoides que
presentan diversas funciones para la utilizacion en las areas de la salud, agricola e
industrial principalmente.?
Son obtenidos por el uso de un solvente (alcohol, agua, mezcla de estos u otro solvente
selectivo) y un proceso de extraccion adecuado, el uso del solvente y de la técnica de

extraccion, podremos obtener una diferente gama de sustancias.?

- Metabolitos secundarios:
Son compuestos bioactivos de bajo peso molecular que se sintetizan y acumulan en
respuesta a la defensa quimica contra el dafio que ocasionan las heridas y el ataque
de microorganismos patdgenos. Su sintesis deriva del metabolismo primario
dependiendo también de la etapa de desarrollo de la planta y sus niveles
constitutivos solo se incrementan como parte de la respuesta al estrés abidtico o
bidtico; éste aumento es importante para la supervivencia de las plantas. Es notable
mencionar que tanto su biosintesis y almacenamiento ocurren en diferentes lugares

de la célula vegetal .*

- Métodos de extraccion:
En la actualidad el aislamiento de los principios activos esta vinculado a ensayos
farmacoldgicos, no solo con el fin de su uso terapéuticos sino también para el

analisis y estudio de una nueva sustancia activa.?

e  Extraccion Discontinua?’
Este método sumerge la droga en el solvente en su totalidad, produciéndose la
extraccion y difusion de los principios activos en todas las direcciones
alcanzando el equilibrio. Presenta diversos métodos variando su temperatura,

tiempo y solventes utilizados.
v Maceracion:

Indicada para la extraccion de principios activos a temperatura ambiente,

utilizando como solventes principales el agua 0 mezclas hidroalcoholicas,
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asimismo el tiempo empleado oscila entre horas a dias, debiendo mantener

en constante agitacion y en un ambiente oscuro.

e Extraccion Continua
Este método pone en contacto la droga con el solvente adecuado en todo
momento mantenimiento el desequilibrio entre los metabolitos secundarios de
la droga y en el solvente lo cual permite que se produzca la difusién celular.

Los principales métodos de extraccion continua son: Percolacién y Soxhlet.?’

v Soxhlet

Es un proceso de extraccion sélido-liquido. La temperatura que se utiliza
es alta conllevando a ser un principal inconveniente, sin embargo, facilita
la solubilizacion de las sustancias usando principalmente disolventes de
punto de ebullicion bajo, ejemplo: diclorometano, metanol o hexano.

La extraccion se realiza en un aparato que consta de tres partes: matraz de
fondo plano, un cuerpo extractor y un refrigerante. En el cuerpo del
extractor se coloca el disolvente organico a utilizar que se llevara a
ebullicion y los vapores ascienden por el tubo lateral y llegan al refrigerante
en donde se condensan y caen sobre la droga situada en el cuerpo del
extractor, cuando este se llena de liquido extractivo, se vacia por el sifon
lateral interno y desemboca en el matraz inferior. El disolvente se va
reciclando durante el proceso mientras que los principios activos se
concentran en el matraz inferior. 26

Culminada la extraccién es necesario esperar un determinado tiempo hasta

que el sistema se enfrie en su totalidad para poder manipularlo. 2

1.6.5. Cromatografia de capa fina (CCF)*®
Es una técnica analitica en la que consiste en la separacion de los componentes de una
mezcla en donde la fase estacionaria puede migrar sobre un soporte plano, visualizando
los componentes mediante reveladores fisicos tales como la lAmpara con emision de luz

UV y reveladores quimicos como son las sustancias quimicas con reactividad.
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Il. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1.Tipo y disefio de la investigacion:

2.1.1. Tipo de investigacion: Aplicada
Se caracteriza por dar solucién a un determinado problema o planteamiento especifico,
en donde se enfoca en la busqueda y consolidacién del conocimiento para su posterior

aplicacién fortaleciendo el desarrollo cultural y cientifico.

2.1.2. Disefio de investigacion:
Disefio experimental: es aquella donde el investigador manipula una variable y control

o aleatoriza el resto de variables.

2.2.Lugar de investigacion:
El presente trabajo de investigacion se realizd en la region Ica, Departamento Ica, Distrito Ica,
Av, Los Maestros s/n Ciudad Universitaria, durante los meses de enero 2023 y mayo del 2023 y
los ensayos se ejecutaron en el Instituto de Investigacion y el laboratorio de Quimica
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis

Gonzaga.

2.3. Materiales y Métodos

2.3.1. Materiales de laboratorio
- Probetas
- Tubos de ensayo
- Gradillas
- Embudos
- Baguetas
- Pipetas volumétricas (5 ml)
- Pipetas Pasteur
- Pipetas capilares
- Placas Petri de plastico 5cm de diametro 0,4 de alto
- Pizetas
- Tamiz de acero inoxidable 25 micras de diametro

- Placas de reaccién de porcelana
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2.3.2. Material biolégico
- Hojas y talos de Lessonia nigrescens Bory de Sant-Vicent “aracanto negro”
- Semillas de tomate variedad “Rio grande”
- Raices de plantas de tomate infestadas con el nematodo Melodoigyne spp.
- Tierra infestada con el nematodo Meloidogyne spp.

2.3.3. Equipos
- Balanza analitica
- Microscopio con camara integrada MODELO: PRIMOSTAR HD Marca: ZEISS
- Equipo Soxhlet.
- Evaporador rotatorio marca HEIDOLPH modelo LABOROTAA 4000.
- Estufa

2.3.4. Reactivos
- Agua destilada
- Etanol 96°
- Diclorometano
- Anhidrido acético
- Hidroxido de amonio
- Sulfato de sodio anhidro
- Cloruro de sodio
- Cloruro Férrico
- Reactivo de Ninhidrina
- Solucidn de metionina
- Acido clorhidrico concentrado
- Limaduras de magnesio.
- Anhidrido acético
- Acido sulfdrico.
- Hidréxido de sodio.
- Metanol
- Hidréxido de potasio
- Reactivo de Dragendorff
- Reactivo de Mayer
- Alcohol amilico

- Cloroformo
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2.3.5. Otros

2.4.Poblacion

Papel de filtro

Papel de aluminio

Papel toalla

Tubos PVC

Malla 50 cm

Lejia

Barra de silicona
Envases pequefios de pléstico
Pistola de silicona
Tapers de pléstico grande
Macetas pequefias
Licuadora

Regla

Aguja

Plumén indeleble

- Nematodos de Meloidogyne spp en dos estadios (huevos y Juveniles 2).

2.5. Muestra

- Muestra botanica de Hojas y Talos de la especie marina Lessonia nigrescens

- Cantidad de semillas de Solanum lycopersicum (tomate) de la especie “Rio Grande”.

2.6. Metodologia

2.6.1. Recolecciény preparacién de las muestras:

Recoleccion:

Para la elaboracion del presente estudio, las algas de Lessonia nigrescens fueron
recolectadas en la Bahia de Paracas ubicada en la provincia de Pisco (Enero del
2023)

Fueron lavadas con agua de mar para remover el exceso de arena, epifitos y sal.
Posteriormente transportadas en bolsas herméticas hasta la ciudad de Ica. Una parte
de lo recolectado fue enviado al laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional

San Luis Gonzaga para su clasificacion taxonomica. (Anexo N° 1). El resto de la
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2.6.2.

muestra fresca fue llevada al Instituto de Investigacién para la ejecucion del

presente estudio.

Tratamiento de la Muestra Vegetal:

El alga fue lavada manualmente con agua destilada para poder eliminar cualquier
residuo que haya quedado del mar, repitiendo este proceso hasta drenar el exceso
de agua.

Las algas se colocaron en un ambiente seco y ventilado, sin luz directa al sol para
gue se sequen de manera natural durante 15 dias.

Pasado este tiempo se cortaron en pequefios trozos de 2 cm y se almacenaron en

bolsas de papel kraft, separando las hojas y los talos. (Anexo N° 2)

Obtencidn de extractos. Para obtener el extracto se utilizé 1 Kg de las muestras
secas y molidas macerandolos durante 15 dias con 4 litros de etanol de 96° y
renovando el solvente cada 7 dias.

Culminado el tiempo se paso a filtrar, seguidamente el marco de ambos macerados
(hojas y talos) fueron llevados a extraccion por el método de Soxhlet con etanol de
96° hasta llegar al agotamiento de la muestra.

Los filtrados obtenidos se concentraron a presion reducida utilizando un evaporador

rotatorio. (Anexo N° 3)

Identificacion de metabolitos secundarios en los extractos etandlicos de Lessonia
nigrescens (arcanto)

Para la realizacion de este procedimiento se utilizd los extractos etanélicos de hojas y
talos de Lessonia nigrescens con el fin de identificar los metabolitos secundarios

presentes en el alga.

Identificacion de Flavonoides
e Reaccion de Shinoda: en una placa de reaccion de porcelana se colocaron 3
gotas de cada extracto etandlico, posteriormente de agrega 5 limaduras de Mg

y 5 gotas de HCI, dejando reposar por unos segundos.
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Identificacion de Aminoé&cidos

e Reaccion Ninhidrina: en tiras de papel de filtro se colocaron con ayuda de
una pipeta capilar una gota de cada extracto etandlico y una gota del reactivo
de Ninhidrina al 2%, dejandose a secar a temperatura ambiente y posterior a

eso se colocaron en la estufa a 120°C.

Identificacion de Grupos fendlicos

e Reaccion de Cloruro Férrico: en una placa de reaccion se colocaron 5 gotas
de los extractos etandlicos agregandose 3 gotas de solucién acuosa de FeCl3,
dejandose reposar por unos segundos.

Identificacion de Taninos:

e Reaccion de Gelatina-sal: se colocaron en 4 tubos de ensayo los extractos
etanolicos (ImL) en donde se agregaron 1 mL de agua, se agita y se filtra,
posteriormente se agrega 1 ml de solucién de gelatina-sal y por Gltimo se

verifica el precipitado.

Identificacion de Triterpenos y/o Esteroides

e En cada muestra se agregd 1 ml de diclorometano, llevandose a bafio maria y
procedimos a filtrar.

e Se procedid colocarse todas las muestras y se agregaron 5 gotas de anhidrido

acético y 5 gotas de acido sulfirico, dejandose reposar por unos segundos.

Identificacion de Alcaloides

e  Encada muestra se agregé 1 ml de HCI, llevandose a bafio maria y procedimos
a filtrar.

e Los 4 tubos que contienen los extractos con HCI se dividen en dos tubos méas
colocando en cada tubo 3 gotas de Reactivo de Mayer y 3 gotas de Reactivo

Dragendorff respectivamente y por ultimo se verifica el precipitado.
Identificacion de Leucoantocianidinas y catequinas:

e Reacciéon de Rosenheim: se colocd en 4 tubos las muestras con 1 ml de etanol

en cada uno, luego se le agregé 0,5 ml de HCI concentrado, posterior a ello se
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Ilevé a bafio maria por 10 min a 100 °C, se deja enfriar y se le afiadieron 3 ml
de agua destilada, por ultimo, se le afiadié 3 ml de alcohol amilico y agitamos.

Identificacion de Antraquinonas
e Reaccion de Borntréager: colocar en 4 tubos de ensayo las muestras y
agregamos 2 mL de diclorometano y luego se afadié 4 mL de NaOH 5%,

agitandose suavemente.

Identificacion de Cardenolidos

o Reaccion de Kedde: colocar en 4 tubos de ensayo las muestras y agregamos
1 ml de metanol a cada uno. Asimismo, se prepara en otro tubo una mezcla de
2 ml de hidréxido de potasio al 5.7% y 2 ml de &cido 3,5- dinitrobenzoico al
2%. Por altimo, se agrega 5 gotas de esta mezcla a cada tubo.

Identificacion de Saponinas

e  Prueba de espuma: Se pesa 1g de muestra (hojas y talos) y se agregé 20 mli
de agua destilada, se puso a hervir durante 15 min y se filtr6 en caliente,
enrasamos a 20 ml con agua destilada y dejamos enfriar. Medimos 2,5 ml del
preparado y se colocé en un tubo agitandose por 1 min, por ultimo, se dejé

reposar 15 min y se mide la espuma.

Cromatografia

Se realiz6 la mezcla entre una pequefia muestra (4 muestras) con 1 ml de etanol y
haciendo uso del tubo capilar se deposita en las tiras de papel cromatografico para
llevarlo a sumergir en 2 ml de éter de petrdleo en un vaso de precipitado y se tapd
con papel aluminio. Cuando se secd se llevd a la lampara ultravioleta (254 / 360).
Asi se realiz6 el mismo procedimiento cambiando el solvente en donde se sumerge
la muestra (diclorometano y acetato de etilo)

Por altimo, se realizé una mezcla de 10 ml de éter de petroleo y acetato de etilo

(6:4) y se coloco la tira con las muestras sembradas.
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2.6.3. Ensayos In Vitro

- Obtencion de Meloidogyne spp. (J2) (Anexo N° 4)
Los nematodos en estadio Juveniles (J2) que se necesitan para realizar los ensayos
se obtuvieron a partir de la tierra adyacente a raices de tomates y pallares que

presentaron nodulos, caracteristica principal de la infestacién de Meloidogyne spp.

Para realizar el aislamiento del nematodo M. spp, se utiliz6 el método de la bandejita
(método del embudo de Baermann Modificado)?. Esta bandejita fue confeccionada
mediante un tamiz a partir de un tubo de PVC (6 cm de alto y 6 pulgadas de
didmetro) y malla de plastico (1 mm de trama), en donde se colocé una capa de
papel toalla y sobre esta se depositd 50 cc de suelo de los campos infestados con
Melodoigyne spp, seguidamente se depositd el anillo de PVC con la malla en un
taper de plastico sin que el anillo de PVVC haga contacto con el fondo. Posterior a
ello se agreg6 agua de cafio limpia con la pizeta por el espacio comprendido entre
el anillo de PVC'y el taper de plastico hasta que el agua llegue a la muestra de suelos
por filtracion. La cantidad de agua que se ha agregado fue hasta que se observe la
muestra de suelo completamente himeda (50 ml aproximadamente).

Estas bandejas fueron cubiertas con una tapa para darles condiciones de oscuridad
y evitar que caigan particulas extrafias del exterior. Pasando las 48 horas, se retird
la malla que contiene el suelo y el agua que ha sobrado en el fondo del taper fue

recolectado en una placa Petri con ayuda de una pipeta.

Después del traspaso de los nematodos, fueron identificados por observacién
directa con el uso de un microscopio con cAmara integrada a escala de 40X.

Este método se basa en la capacidad de la movilidad de los nematodos en el agua
para atravesar los filtros del papel toalla y la malla de pléastico, siendo un indicador

de su viabilidad.

- Prueba de mortandad de Meloidogyne spp (J2) (Anexo N° 5)

e Determinacion de la efectividad de las hojas y talos de Lessonia nigrescens
En una gradilla se colocaron 10 tubos de ensayo estériles que contenian los
extractos de hojas y talos de Lessonia nigrescens a las concentraciones de 1,

50 y 100 % usando agua potable como vehiculo y un testigo (agua potable), en
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donde se transfirieron con la pipeta Pasteur aproximadamente 100 individuos
de Meloidogyne spp en estadio J2 con la ayuda del microscopio con cadmara
integrada a escala de 40X, permaneciendo por un espacio de 24 h. Pasado este
tiempo se transfirieron a otro tubo de ensayo estériles conteniendo agua
potable dejandose por un tiempo de 24 horas més; al término de este tiempo se
realizo el primer conteo de los individuos muertos y después de 24 horas mas

se realizé un conteo definitivo para verificar los resultados.

e Ensayos con el extracto etandlico més efectivo
El extracto etandlico disuelto en agua, se ensayd a diferentes concentraciones (0.1,
1, 10, 50, 100%), siendo el testigo agua potable. Se procedié con el mismo

procedimiento descrito en el punto anterior.

Concentracioén letal media (CL 50)%®

Para la concentracion letal media, se utilizd el extracto etandlico que presento
mayor efecto nematicida a diferentes concentraciones (100, 50, 10 y 5 mg/mL) en
la cual estuvo en contacto por 72 horas los J2. Pasado este tiempo se procedié a
contar los individuos muertos de cada tubo. Este procedimiento se realizd por
triplicado.

Los datos se procesaron haciendo uso del método Probit descrito por FINNEY,
dando como resultado el valor de CL 50, es decir, la concentracién en la que se
produce la muerte del 50% de la poblacion de la Meloidogyne spp, teniendo un

intervalo de confianza de 95%.

Prueba estadistica®
Los datos fueron analizados haciendo uso de los procedimientos de analisis de

varianza y comparacién de medias (LSD, P<0.05).

2.6.4. Prueba de Bioensayo en las plantas de tomate

Tratamientos en estudio y disefio experimental
Para el presente ensayo se ha empleado como tratamientos los extractos etan6licos
de las hojas y los talos del alga Lessonia nigrescens a concentraciones determinadas

por los resultados obtenidos del ensayo in vitro, en los que fueron comparados con
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cuatro testigos: testigo quimico “Vydate® L”, testigo organico “Nema 1007, testigo
inoculado y un testigo control sin inoculacion. (Tabla 2).

Se ha realizado este trabajo teniendo tres momentos de aplicacion utilizando el
disefio aleatorizado, en macetas, teniendo como sistema de riego la regadera para

evitar una contaminacién cruzada entre los tratamientos.
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Tabla 2. Tratamientos usados para el control del nematodo Meloidogyne spp en plantas de tomate.

Tratamiento Descripcion Dosis Cddigo 1° aplicacién 2° aplicacion 3° aplicacion
T1 Extracto etano.llco de las hojas de L. 106 * EEHLN 1% 7 dlgs despu§§ de | 7 dias des.puefs,de la | 15dias de§pug§ de
nigrescens la inoculacién 1° aplicacion la 1° aplicacion
T2 Extracto etano_llco de las hojas de L. 10% * EEHLN 10% 7 dlgs desput_e§ de | 7 dias des_puefs’de la | 15dias de_spuef de
nigrescens la inoculacién 1° aplicacion la 1° aplicacion
T3 Extracto etano.llco de las hojas de L. 5006 * EEHLN 50% 7 dIZ.iS despug§ de | 7dias des.pue.s’de la | 15 dias de§pu§§ de
nigrescens la inoculacién 1° aplicacion la 1° aplicacion
T4 Extracto etano_hco de los talos de L. 106 * EETLN 1% 7 dlz_as desput_a§ de | 7dias des_pue_s’de la | 15 dias de_spue_\§ de
nigrescens la inoculacién 1° aplicacion la 1° aplicacion
Extracto etandlico de los talos de L. 7 dias después de | 7 dias después de la | 15 dias después de
TS5 X ! 10%* | EETLN 10% 1as Cespues 1as despues 125 0I8SpUES
nigrescens la inoculacién 1° aplicacion la 1° aplicacion
E 0l | | L. 7 di : 7di : | 15di :
T6 xtracto etanq ico de los talos de 5006 * EETLN 50% dlz?\s dESpU?? de dlaos des.pue.s’de a 5 dlils de§pug§ de
nigrescens la inoculacién 1° aplicacion la 1° aplicacion
7 dias después de | 7 dias después de la | 15 dias después de
7 Vydate ® L (Oxamyl) 4L/ Ha TQ 183 GESpUES 15 despucs 1as despues
la inoculacién 1° aplicacion la 1° aplicacion
T8 Nema 100 (Mezcla organica) 3L/ T0 7 dlz_as desput_e§ de | 7 d|aos des_pue_s’de la | 15 d|:;15 de_spug§ de
Ha la inoculacién 1° aplicacion la 1° aplicacion
T9 Testigo inoculado - TI - - -
T10 Testigo control - TC - - -

* Dosis establecidas después de obtener los resultados en los ensayos in vitro
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Preparacion de los almacigos

Los almécigos fueron preparados haciendo uso de las semillas de tomate de la
especie “Rio Grande”, siendo estas muy comerciales y susceptibles a la infestacion
del neméatodo Meloidogyne spp; en la cual se utilizaron bandejas de siembra de 50
cm largo x 30 cm de ancho y arena fina, realizando 3 surcos en la misma en donde
se colocaron 100 semillas aproximadamente. Las semillas germinaron en el dia 7

del sembrado y para el dia 20 fueron trasplantadas a macetas individuales.

Trasplante de plantines a las macetas

Una vez pasado los 20 dias en el almacigo, los plantines fueron trasplantados en
macetas de 1 Kg de capacidad desinfectadas previamente con hipoclorito de sodio
al 5 %, siendo posteriormente llenadas con sustrato estéril a concentraciones

siguientes: 2 de suelo / 1 arena / 1 compost.

Inoculacion con huevos de Meloidgyne spp a macetas?

Hussey y Barker (1973) establecieron el método del hipoclorito de sodio al 0,5%
para la extraccion de huevos en raices infestadas con Meloidogyne spp®.

Esta técnica fue realizada haciendo uso de raices infestadas con el nematodo
agallador y cortandose en trozos de 1 cm, depositando 5 g de los mismos a una
licuadora y vertiendo 100 ml una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5% preparado

previamente, procediendo a licuarlo en 3 tiempos de 10 segundos cada uno.

Posteriormente el contenido obtenido se trasvasé a un vaso de precipitado, y
seguidamente de paso por tres tamices de 500, 180 y 38 um siendo estos colocados
uno encima del otro de mayor a menor por el tamafio de los poros, haciendo un
lavado con agua corriente de manera suave para asi obtener todo el residuo del tamiz
mas fino en otro vaso de precipitado y fue enrasado a 100 ml con agua potable
homogenizandolo con una bagueta. De la muestra obtenida se tom6 una alicuota de
1 ml que se deposit6 en una placa Petri de plastico (se realiz6 10 trazos con plumén
indeleble para separar los campos y que facilite el recuento de huevos) y se observo
en el microscopio con 40X de aumento (Ver Anexo N° 6).

Este procedimiento se realiz6 por triplicado para obtener el promedio del resultado

de la cantidad de huevos por ml.
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Pasados 10 dias del trasplante de las plantas de tomate, fueron inoculadas con 1000
huevos por maceta, en donde se abrieron surcos de 5 cm de profundidad.

Evaluacion N°1 de la poblacion de Meloidogyne spp y primera aplicacion de los
tratamientos®!

Para esta primera evaluacion del suelo tuvieron que pasar 7 dias de la inoculacion
realizada, tomando una muestra representativa de 100 cc de suelo a una profundidad
de 10 cm por cada maceta.

Estas muestras fueron recolectadas en bolsas impermeables y se analizaron
mediante el método de la bandejita (previamente descrita) en donde se obtuvo una
poblacién de nematodos en estadio Juveniles 2 (J2). Después del analisis se
procedi6 a humedecer el suelo para realizar la aplicacion de los tratamientos sobres
las macetas, realizando surcos de 3 cm de profundidad y se finaliz6 nuevamente

con un regado de favorecer la difusion de la aplicacién dejando actuar por 7 dias.

Trasplante y segunda aplicacién de los tratamientos®

A raiz que las plantas estan crecimiento se procedi6 a hacer un trasplante a macetas
de 2 Kg de capacidad con sustrato estéril (2 suelo/1 arena/ 1 compost) posterior a
los 7 dias de la primera aplicacion de los tratamientos.

Seguidamente se realizé la segunda aplicacion de los tratamientos y se dejo actuar

por 7 dias mas.

Evaluaciéon N° 2 de la poblacion y tercera aplicacion de los tratamientos®!

Pasados los 7 dias después de la segunda aplicacion de los tratamientos se procedio
con la evaluacién de la poblacion de nematodos en el suelo, haciendo uso del mismo
método utilizado para la primera evaluacion de los nematodos. Después de realizar

el analisis se procedié a realizar la tercera aplicacion de los tratamientos.

Evaluacion N° 3 de la poblacién de Meloidogyne spp®
Esta dltima evaluacion fue realizada pasados 7 dias de la tercera aplicacion de los
tratamientos, en la que se determind la poblacion final de nematodos por 100 cc

haciendo uso del método utilizado en las evaluaciones anteriores. (Anexo N° 7)
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Toma de datos biométricos®

Para este procedimiento las plantas fueron retiradas del suelo y lavadas
meticulosamente con agua corriente para eliminar cualquier residuo de tierra, el
cual sus raices fueron rotuladas, pesadas y medidas junto con el follaje fresco para
su Ultima evaluacion.

Disefio estadistico en condicion semicontrolada

Para esta condicion semicontrolada se utilizé el disefio completo al azar (DCA),
realizando la evaluacidn a tres repeticiones por tratamiento.

Los datos obtenidos fueron llevados a analizar haciendo uso el procedimiento de

Anadlisis de varianza y comparacién de medias (LSD, P<0,05).
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1. RESULTADOS

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto nematicida de Lessonia nigrescens (Arcanto)
frente al nematodo agallador Meloidogyne spp que fueron obtenidas de suelos y raices de plantas de
tomate infestadas del valle de Ica. La efectividad de los diferentes extractos y concentraciones de los
mismos estan determinado por la mortandad que se ha ocasionado en los nematodos, expresada en

porcentaje.

3.1. Caracteristicas organolépticas de los extractos etanélicos de Lessonia nigrescens (Arcanto)
El extracto etandlico de las hojas de Lessonia nigrescens (arcanto) presenta un color verde oscuro,
muy Vviscoso y olor caracteristico.

El extracto etandlico de los talos de Lessonia nigrescens (arcanto) presenta un color marrén

oscuro, de aspecto viscoso y olor caracteristico.

3.2. Identificacion de metabolitos secundarios en los extractos etanélicos de Lessonia nigrescens
(Arcanto)
Obtenido los extractos etanolicos se realizaron la identificacion de los metabolitos secundarios

obteniendo los siguientes resultados:

3.2.1. Identificacion de Flavonoides (Reaccion de Shinoda)
Para la identificacion de flavonoides y que la reaccion sea positiva debe aparecer tonos
de color rojo, anaranjado y violeta, en donde se observo lo siguiente:
- Macerado de Hojas: Negativo.
- Extraccion de Soxhlet de Hojas: Positivo.
- Macerado de Talos: Positivo.

- Extraccion de Soxhlet de Talos: Positivo.
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Figura 3. Identificacion de flavonoides en los extractos etandlicos de Lessonia nigrescens.

3.2.2. ldentificacion de Aminoécidos (Reaccion de Ninhidrina)
Para la identificacion de amino&cidos y que la reaccion sea positiva debe apreciarse un
color azul viol&ceo, en donde se observo lo siguiente:
- Macerado de Hojas: Positivo
- Extraccion de Soxhlet de Hojas: Positivo.
- Macerado de Talos: Positivo.
- Extraccion de Soxhlet de Talos: Positivo.

Figura 4. Identificacion de Amino&cidos en los extractos etanélicos de Lessonia nigrescens.
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3.2.3. Identificacion de Grupos fenolicos libres (Reaccion de Cloruro Férrico)
Para la identificacion de grupos fenodlicos libres y que la reaccion sea positiva debe
apreciarse un color azul-negro, verde o azul verdoso, en donde se observd lo siguiente:
- Macerado de Hojas: Positivo
- Extraccién de Soxhlet de Hojas: Positivo.
- Macerado de Talos: Negativo.

- Extraccion de Soxhlet de Talos: Positivo.

HOJAS TALOS

Macerado Soxhlet Macerado Soxhlet
(+) (+) ) (+)

- C

® o e

l EG R

\ . ‘e e
N/ ;

Figura 5. Identificacion de Grupos fendlicos libres en los extractos etandlicos de Lessonia nigrescens.

®

3.2.4. Identificacion de Taninos (Reaccién de Gelatina-sal)
Para la identificacion de taninos y que la reaccidn sea positiva debe apreciarse un
precipitado, en donde se observo lo siguiente:
- Macerado de Hojas: Negativo.
- Extraccién de Soxhlet de Hojas: Negativo.
- Macerado de Talos: Negativo.

- Extraccion de Soxhlet de Talos: Negativo.
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Negativo

Figura 6. Identificacion de taninos en los extractos etandlicos de Lessonia nigrescens.

3.2.5. ldentificacion de Triterpenos y/o Esteroides (Reaccion de Liebermann Burchard)
Para la identificacion de triterpenos y/o esteroides y que la reaccion sea positiva debe
apreciarse un color verde, azul verdoso (vias rojo o azul), en donde se observo lo
siguiente:

- Macerado de Hojas: Positivo.
- Extraccion de Soxhlet de Hojas: Positivo.
- Macerado de Talos: Positivo.
- Extraccion de Soxhlet de Talos: Positivo.

Soxhlet Talos
(+)

Macerado Talos

*)

Soxhlet Hojas
)

Macerado Hojas

(+)

Figura 7. Identificacion de triterpenos y/o esteroides en los extractos etanolicos de Lessonia

nigrescens.
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3.2.6. ldentificacion de Alcaloides
Para la identificacion de alcaloides y que la reaccion sea positiva debe apreciarse un
precipitado, en donde se observo lo siguiente:
- Macerado de Hojas: Negativo. (Mayer y Drangendorff)
- Extraccion de Soxhlet de Hojas: Negativo. (Mayer y Drangendorff)
- Macerado de Talos: Negativo. (Mayer y Drangendorff)
- Extraccion de Soxhlet de Talos: Negativo. (Mayer y Drangendorff)

$
- :
[ —

- &-l, S
b M. Talos S. Talos
) ) T

Figura 8. Identificacion de alcaloides en los extractos etandlicos de Lessonia nigrescens.

3.2.7. ldentificacion de Leucoantocianidinas y Catequinas (Reaccidn de Rosenheim)
Para la identificacion de leucoantocianidinas y catequinas y que la reaccion sea positiva
debe apreciarse un color que va desde el rosado débil hasta carmesi oscuro, en donde se
observo lo siguiente:

- Macerado de Hojas: Negativo (Leucoantocianidinas y catequinas).

- Extraccion de Soxhlet de Hojas: Negativo (Leucoantocianidinas y catequinas).
- Macerado de Talos: Positivo. (Catequinas).

- Extraccion de Soxhlet de Talos: Positivo. (Catequinas).
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Figura 9. Identificacion de leucoantocianidinas y catequinas en los extractos etanélicos de

Lessonia nigrescens.

3.2.8. Identificacion de Antraquinonas (Reaccion de Borntrager)
Para la identificacion de antraquinonas y que la reaccion sea positiva debe apreciarse
que la fase acuosa sea de un color rojo, en donde se observo lo siguiente:

- Macerado de Hojas: Negativo.

Extraccion de Soxhlet de Hojas: Negativo.

Macerado de Talos: Positivo.
Extraccion de Soxhlet de Talos: Positivo.

Figura 10. Identificacion de antraquinonas en los extractos etandlicos de Lessonia nigrescens.
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3.2.9. Identificacion de Cardendlicos (Reaccién de Kedde)
Para la identificacion de cardendlicos y que la reaccidn sea positiva debe apreciarse que
la fase acuosa sea de un color parpura o viol&ceo, en donde se observé lo siguiente:
- Macerado de Hojas: Negativo.
- Extraccion de Soxhlet de Hojas: Negativo.
- Macerado de Talos: Negativo.

- Extraccion de Soxhlet de Talos: Negativo.

Figura 11. Identificacion de cardendlicos en los extractos etanélicos de Lessonia nigrescens.

3.2.10. Identificacion de Saponinas (Prueba de Espuma)
Para la identificacion de saponinas y que la reaccion sea positiva debe apreciarse que se
forme una espuma con una altura mayor de 5 mm, en donde se observd lo siguiente:
- Muestra de Hojas: Positivo.
- Muestra de Talos: Negativo.
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Figura 12. Identificacion de saponinas en las muestras de Lessonia nigrescens.

3.2.11. Cromatografia
Se utiliz6 como fase mévil la mezcla compuesta por éter de petréleo y acetato de etilo
(6:4), solventes poco polar y muy polar respectivamente; en la cual se identificaron mas

metabolitos secundarios en el extracto de hojas (macerado y por extraccion de Soxhlet).

Figura 13. Identificacion de principales familias de metabolitos secundarios

en los extractos de Lessonia nigrescens.
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3.3.Ensayos in vitro

3.3.1. Determinacién de los extractos de Lessonia nigrescens con mayor efecto (hojas y

Mortandad (%)

talos)

Los extractos del alga Lessonia nigrescens de hojas y talos a concentraciones 1, 50 y
100 % presentaron efecto nematicida sobre Meloidogyne spp a comparacion al testigo
(P>0,05). En ambos extractos (hojas y talos) a concentracion del 100% produjeron el
100% de mortandad en los nematodos J2; sin embargo, a concentraciones de 50% se
obtuvo una mortandad de 70.2% para el extracto de talos y 96.4% para el extracto de
hojas.

Por ultimo, para una concentracion del 1% se obtuvo una mortandad de 34% Y 55%
respectivamente; demostrandose que el extracto de hojas de Lessonia nigrescens tiene

mayor efecto nematicida. (Fig. 14)

120
100
30
60
40

20

0 J—
Extracto hojas LN Extracto hojas LN Extracto hojas LN Extracto talos LN Extracto talos LN Extracto talos LN Testigo
M (50) (100) @ (50) (100)

Concentraciones (%)

Figura 14. Porcentajes de mortandad in vitro de Meloidogyne spp por el efecto nematicida de los

3.3.2.

extractos de Lessonia nigrescens (hojas y talos)

Ensayos con el extracto de hojas de Lessonia nigrescens a diferentes
concentraciones

La mortandad (expresada en %) producida por el extracto etandlico a diferentes
concentraciones se describen en la Tabla 3. A una concentracion del 50% se observo un
mayor efecto (96.4%). La concentracion con mayor efecto nematicida es de 100%, sin

embargo, se obtiene efecto significativo con 50% del extracto.
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Tabla 3. Porcentajes de mortandad de Meloidogyne spp producida por el extracto etanolico de

las hojas de Lessonia nigrescens a diferentes concentraciones.

Concentracion (%)

Extracto Etandlico

0.1 23.3

1 55

10 76
50 96.4
100 100.0

Testigo 2.1

Para la concentracion letal media para el extracto etandlico de las hojas de Lessonia

nigrescens fue 0.882 mg/mL (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracion Letal Media del extracto etandlico de las hojas de Lessonia nigrescens

en el ensayo in vitro.

.. | Porcentaje de | Logaritmo de | Concentracion
Concentracion .
Extracto (mg/mL) mortandad la Letal Media
g (%) concentracion (mg/mL)
100 100 2
- 50 91 1.698970004
Etandlico 0.882580908
10 78 1
5 67 0.698970004
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Figura 15. Porcentajes de mortandad de Meloidogyne spp producida por el extracto etanélico de las

hojas de Lessonia nigrescens a diferentes concentraciones

3.4.Prueba de Bioensayo en plantas de tomate

3.4.1.

Determinacion del extracto etanélico con mayor efectividad

Los extractos etandlicos de las hojas y los talos del alga Lessonia nigrescens a
concentraciones de 1, 10, 50 % presentaron un mayor efecto nematicida sobre el
nematodo Meloidogyne spp en comparacion al testigo inoculado. En primer lugar, se
tiene el extracto etandlico de las hojas al 50% con un efecto nematicida constante. (Tabla

5, Figuras 16 y 17)
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Tabla 5. Efectos biométricos sobre plantas de tomate de los extractos etanolicos de las hojas y
talos de Lessonia nigrescens a diferentes concentraciones, tratamiento quimico, organico,

inoculado en comparacion con el testigo control.

. Peso de Longitud de

. Longitud de . .

. Peso de raices raices follaje follaje

Tratamiento fresco fresco

(9) (cm) ) (cm)

Tl EEHLN 1% 6,5 20,2 12,6 37,5
T2 EEHLN 10% 7,2 25,1 13,9 42,1
T3 EEHLN 50% 8,0 26,4 15,0 48,4
T4 EETLN 1% 6,0 18,3 10,7 35,6
T5 EETLN 10% 6,2 21,5 11,3 38,4
T6 EETLN 50% 7,2 24,2 14,2 40,2
T7 Testigo quimico 7,0 25,6 13,1 34,5
T8 Testigo organico 8,5 15,9 14,8 46,6
T9 Testigo inoculado 3,9 9,8 5,2 31,2
T10 Testigo control 4,5 12,9 7,0 33,4

*EEHLN: Extracto Etandlico de las hojas de Lessonia nigrescens.
*EETLN: Extracto Etandlico de los talos de Lessonia nigrescens.
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*EEHTLS: Extracto etandlico de hojas de Lessonia nigrescens, *EETLS: Extracto etandlico de talos
de Lessonia nigrescens, *T. qco: Testigo quimico, *T. org: Testigo orgéanico, *T. inoc: Testigo
inoculado, *T.ctrl: Testigo control.

Figura 16. Porcentaje de mortandad del bioensayo en plantas de tomate de Meloidogyne spp producida

por los extractos etandlicos de hojas y talos del alga Lessonia nigrescens a diferentes concentraciones.

80
70
60

50 ===, nigrescens (hojas)

40 =@==T. quimico
=={==T. Organico

30
T.inoculado

20

10

Individuos J2 muertos / 100 cc de suelo

Evaluacién N° 1 Evaluacion N° 2 Evaluacién N° 3

Figura 17. Namero de individuos J2 de Meloidogyne spp / 100 cc de suelo en las 3 evaluaciones del
tratamiento con mayor efectividad nematicida en comparacion con el testigo quimico, organico e

inoculado.
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Tabla 6. Concentracion Letal Media del extracto etandlico de las hojas de Lessonia nigrescens

en el bionsayo en plantas de tomate.

Concentracion

Porcentaje de

Logaritmo de

Concentracion

Extracto (mg/mL) mortandad la 5 Letal Media
(%) concentracion (mg/mL)
100 9 2
Etandlico 50 88 1.698970004 | 0.806360234
10 73 1

3.4.2. Determinacion del efecto potenciador de crecimiento de las plantas del tomate

Peso de Raices (g)
L= N R N Y - T "]

EEHLN EEHLNEEHLN EETLN EETLN EETLN T.qco T.org T.inoc T. cirl

1%

10%  50%

1%

10%

50%

Tratamientos

*EEHTLS: Extracto etandlico de hojas de Lessonia nigrescens, *EETLS: Extracto etanolico de talos
de Lessonia nigrescens, *T. qco: Testigo quimico, *T. org: Testigo organico, *T. inoc: Testigo
inoculado, *T.ctrl: Testigo control.

Figura 18. Resultados del peso de las raices de tomate (g) que fueron evaluados al finalizar el

tratamiento con los extractos etanélicos de Lessonia nigrescens (hojas y talos) en diferentes

concentraciones testigo quimico y testigo organico.
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EEHLN EEHLN EEHLN EETLN EETLN EETLN T.qco T.org T.inoc T.cirl
1% 10% 50% 1% 10% 50%

Tratamientos

*EEHTLS: Extracto etandlico de hojas de Lessonia nigrescens, *EETLS: Extracto etandlico de talos de
Lessonia nigrescens, *T. qco: Testigo quimico, *T. org: Testigo organico, *T. inoc: Testigo inoculado,
*T.ctrl: Testigo control

Figura 19. Resultados de la longitud de las raices de tomate que fueron evaluados al finalizar el
tratamiento con los extractos etanélicos de Lessonia nigrescens (hojas y talos) en diferentes

concentraciones testigo quimico y testigo organico.

EEHLN EEHLN EEHLN EETLN EETLN EETLN T.qco T.org T.inoc T.ctrl
1% 10% 50% 1% 10% 50%

Tratamientos

— — —
() N =)

[
(=]

Peso del follaje fresco (g)
(58] N =) =]

(=]

*EEHTLS: Extracto etandlico de hojas de Lessonia nigrescens, *EETLS: Extracto etanolico de talos de
Lessonia nigrescens, *T. qco: Testigo quimico, *T. org: Testigo organico, *T. inoc: Testigo inoculado,
*T.ctrl: Testigo control

Figura 20. Resultados del peso del follaje fresco de tomates que fueron evaluados al finalizar el
tratamiento con los extractos etandlicos de Lessonia nigrescens (hojas y talos) en diferentes

concentraciones testigo quimico y testigo organico.
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EEHLN EEHLN EEHLN EETLN EETLN EETLN T.qco T.org T.inoc T.ctrl
1% 10% 50% 1% 10% 50%

Tratamientos

*EEHTLS: Extracto etanélico de hojas de Lessonia nigrescens, *EETLS: Extracto etanélico de talos de
Lessonia nigrescens, *T. gco: Testigo quimico, *T. org: Testigo organico, *T. inoc: Testigo inoculado,
*T.ctrl: Testigo control

Figura 21. Resultados de la longitud del follaje fresco de tomates que fueron evaluados al finalizar el
tratamiento con los extractos etan6licos de Lessonia nigrescens (hojas y talos) en diferentes

concentraciones testigo quimico y testigo organico.
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(\V2 DISCUSION

La macroalga parda Lessonia nigrescens presenta metabolitos secundarios con accion nematicida
tales como saponinas, flavonoides y triterpenos teniendo efecto inhibitorio en la eclosion de los
huevos del nematodo Meloidogyne spp®. Por otro lado, también actlian como reguladores de
crecimiento de las plantas cuando se encuentran bajo condiciones de estrés produciendo un mayor

rendimiento y productividad en los cultivos.?*

Los resultados del extracto etandlico del alga Lessonia nigrescens sobre el nematodo Meloidogyne
spp han demostrado que presentan actividad nematicida siendo las hojas, parte del alga con mayor
efecto, debido a que a bajay mediana concentracién (1 y 50 %) produjo una tasa de mortandad mayor
al 50% siendo superior al extracto etandlico de talos de L. nigrescens, por otro lado, en los resultados
obtenidos en el bioensayo con las plantas de tomate, el extracto de hojas al 50% coinciden con el
ensayo anterior, demostrando asi que tiene mayor efecto nematicida sin presentar diferencia
estadistica significativa con los testigos quimico y organico. Estudios similares efectuados por Mirella
Romero-Bastidas et al (2022) en 3 macroalgas, siendo una de ellas un alga parda de la clase
Phaeophyceae (Sargassum spp), misma clase perteneciente a L. nigrescens, encontraron que el
Sargassum spp a una dosis de 3000 ppm tuvo un mayor efecto nematicida. Asimismo, en el
Sargassum spp y Lessonia nigrescens se identificaron los siguientes metabolitos secundarios:
terpenos, saponinas y grupos fenolicos; compuestos que estan en abundancia y a los que atribuyen
diversas actividades biocidas®. Estos resultados son concordantes con los obtenidos en nuestra

investigacion.

Por otro lado, los resultados obtenidos en esta investigacion se determin6 que las hojas de Lessonia
nigrescens (alga parda) presentan un mayor efecto nematicida y un crecimiento foliar considerable
en las plantas de tomate, teniendo similitud con los estudios de Diana SS Ibrahim et al (2021),
concluy6 que los extractos metandlicos de las algas Phacelocarpus tristichus (alga roja) y Turbinaria
ornata (alga parda) mejoraron los pardmetros de crecimiento y manifestaron actividades nematicidas
contra Meloidogyne incognita, siendo el alga parda el que presenta mayor efectividad; asi como
Galindo Ruth (2011) con las algas Colpemenia sinuosa, Gracilaria lemaneiformis y Ulva papenfussii
redujeron los nodulos en las raices de tomate infestadas, confirmando la propiedad de estas algas
marinas (pardas, rojas y verdes) de inhibir el crecimiento de las especies Meloidogyne incognita y

Meloidogyne spp.
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Cabe mencionar que Ping Zhou et al (2019) y Cruzado-Campos Jackeline (2021) realizaron una
investigacion sobre el efecto bioestimulante de Lessonia nigrescens teniendo una respuesta
significativa en el rendimiento de los cultivares, esto coincide con los extractos etandlicos de Lessonia
nigrescens, alga en estudio, que ha presentado un efecto de aplicacion foliar teniendo una respuesta
significativa en el rendimiento en las plantas de tomate.

Para la determinacion de la CL50 de los ensayos in vitro, se evidencid que el extracto etandlico de
las hojas de Lessonia nigrescens posee una mayor efectividad nematicida, debido a que los
componentes se consideran biolégicamente activos cuando los valores de CL50 expresados en pg/L
son inferiores a 1000 ppm.

Asimismo, en las pruebas de bioensayo con las plantas de tomate, CL50 muestra que el extracto

etanolico de las hojas de Lessonia nigrescens posee una importante actividad contra el Meloidogyne

Spp.

52



V. CONCLUSIONES

Teniendo los resultados completos, se llegaron a las siguientes conclusiones:

Con respecto a los ensayos in vitro:

El alga Lessonia nigrescens presenta efecto nematicida sobre el nematodo Meloidogyne spp.
Los extractos etandlicos (hojas y talos) a la concentracion del 100% produjeron el 100% de
mortandad en los nematodos J2 (juveniles estadio 2), a concentraciones de 50% se obtuvo una
mortandad de 70.2 % para el extracto de talos y 96.4% para el extracto de hojas.

Se han identificado en el alga Lessonia nigrescens los siguientes metabolitos secundarios:
triterpenos, saponinas (solo hojas), flavonoides, aminoacidos, grupos fendlicos, catequinas y
antraquinonas (solo talos).

Con respecto al bioensayo de las plantas de tomate, el extracto etandélico de las hojas de Lessonia
nigrescens presenta mayor efecto nematicida sobre Meloidogyne spp.a la concentracion del 50%
observandose un mayor crecimiento en raices y follajes frescos.

La CL 50 obtenido del extracto etandlico de hojas de Lessonia nigrescens fue de 0.806mg/mL
demostrandose la efectividad nematicida sobre el nematodo Meloidogyne spp.

Los efectos biométricos obtenidos de las plantas de tomate, indican que este extracto es un buen

potenciador del crecimiento de las mismas
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VI. RECOMENDACIONES

Proceder a la continuacién de estudios similares para el control de nematodos haciendo uso de
otras especies de algas marinas.

Continuar con la investigacion haciendo uso de extractos metandlicos y acuosos del alga en
estudio y verificar la efectividad de los mismos.

Realizar estudios comparativos de los efectos que pueden presentar los extractos de algas
marinas, extractos botanicos y/o aceites esenciales contra el nematodo Meloidogyne spp,
teniendo en cuenta su realizacion en diferentes estaciones del afio y condiciones climatoldgicas.
Tomar en consideracion para la medida del control del nematodo agallador, las caracteristicas
principales del mismo, tales como: morfologia, adaptacién, comportamiento, ciclo de vida,

aspectos climatolégicos y plantas con mayor susceptibilidad en infestacion.
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ANEXO N° 1

CERTIFICACION BOTANICA

“Ano del Fortalecimiento de 1a Soberania Nacional”

L1 Bidlogpo Que suseribe determina que la muestra hioldgica presentada por el hachiller
en Farmacia v oguimica de la Umiversidad Nacional San Lins Gonzaga OCHOA
FIZARZABURO Ariana Del Carmen con DNINT 73126375, para su determinacion
pertencee al nombre cientifico de Lessonia nigrescens Bory De Sant-Vincent

arcanto negro”. segun Sistema de Clasificacion de Guiry, MDD, & Guiry, (ML (2018)

REINO PROTISTA
DIVISION OCHROPHYTA
CLASE PHAEOPHYCEAE
ORDEN: LAMINARIALES
FAMILIA: LESSONIACEAE
GENERO: Lessonia
ESPECIE: Lessonia nigrescens Bory de Sant-Vincent

N.V. “arcanto negro”

Se emite la presente certificacion a solicitud del interesado, para fines de estudios

Ica, 02 de noviembre del 2022.
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ANEXO N° 2

Lavado
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ANEXO N° 3

Extraccién por Maceracion

Extraccion de Soxhlet

Concentracion

del solvente
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ANEXO N° 4
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Identificacién y conteo de M. spp ) - o :
(12) el tamiz de plastico y adicionar la tierra
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ANEXO N° 5

»

Tubos de ensayos con los extractos a Transferencia de 100 individuos de M.

probar

spp J2 a cada tubo de ensayo

Conteo definitivo y verificacion de resultados .
Permanencia en contacto con los

' 24 horas tratamientos por 24 horas

Transferencia a tubos de ensayo conteniendo

ler conteo de individuos en posicion de “rigor .
vieu P & agua potable por un espacio de 24 horas

mortis”

66



ANEXO N° 6

N\ Y

Corte en trozos y pesamos 10 g

Enrasamos a 100 ml con agua potable para la

o Trasvase a la licuadora, se afiadi6 hipoclorito de sodio
identificacion y conteo de Huevos de M. spp/mL

0,5 % y trituramos en 3 tiempos de 15 seg. cada uno

Tamizamos y enjuagamos con agua potable
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ANEXO N° 7

Trasplante de plantines de
tomate a macetas de 1 kg

Trasplante a raiz desnuda a
macetas de 2 Kg

Toma de datos biométricos (pesaje) Toma de datos biométricos (medicién)  Evaluacién N° 3 de poblacion
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