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RESUMEN

Los nematodos fitoparasitos pertenecientes al género Meloidogyne atacan las raices
de un gran nimero de especies de plantas y su control se basa en aplicacion de
productos quimicos que generan muchas afectaciones tanto a personas como al
medio ambiente. Actualmente se buscan alternativas mas organicas y en ese sentido
los aceites esenciales por su actividad biocida frente a microorganismos como
hongos, bacterias e incluso insectos, resultan una alternativa viable al uso de
nematicidas quimicos. En la presente investigacion se evalud la actividad nematicida
de 4 tipos de aceites esenciales (orégano, tomillo, eucalipto y romero) a tres
diferentes concentraciones (0,25%, 0,50%, 0,75% v/v) frente a nematodos
Meloidogyne juveniles en segundo estadio (J2), extraidos de raices de tomate
(Lycopersicon esculentum), durante 48 horas a diferentes periodos de tiempo. Los
mejores resultados para los 4 aceites esenciales se obtuvieron a la concentracion de
0,75%, sin embargo los aceites esenciales de orégano y tomillo fueron
significativamente mejores que los de eucalipto y romero, logrando una mortalidad
del 100% tras 8 horas de exposicion para el orégano y 100% de mortalidad a las 24
horas para el tomillo. Adicionalmente mediante microscopia Optica y microscopia
electronica de barrido se evaluaron dafios en nematodos expuestos a aceites
esenciales, los cuales mostraron vacuolas obscuras y dafios de 6rganos internos. Los
excelentes resultados obtenidos con dos de los aceites esenciales estudiados ofrecen
posibilidades alentadoras de llegar a ser una alternativa al uso de nematicidas

quimicos en la industria agricola.

Palabras clave: Nematodos fitoparasitos, microscopia electronica de barrido,

actividad biocida, aceites esenciales, Meloidogyne J2.
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ABSTRACT

Plant-parasitic nematodes from the genus Meloidogyne attack a great number of
species of plants and their control is based on the application of chemical products
which causes problems for the people and the environment. Therefore organics
alternatives are being sought. In this sense the essential oils whit proven biocide
activity against microorganisms such as fungi, bacteria and even insects, represent a
viable alternative to the use of chemical nematicidas. In this research was evaluated
the nematicidal activity of 4 types of essential oil (oregano, thyme, eucalyptus y
rosemary) at three different concentrations (0.25%, 0.50%, 0.75% v/v) against
second stage juvenile (J2) of Meloidogyne spp extracted from tomato (Lycopersicon
esculentum) roots, during 48 hours at different time periods. Although, all essential
oils showed higher nematicidal activity at 0.75% concentration, essential oils from
oregano and thyme were significantly better than those of eucalyptus and rosemary,
achieving a mortality percentage of 100% after 8 hours of exposure for the oregano
essential oil and 100% mortality at 24 hours for thyme. In addition, damage was
evaluated in J2 nematodes exposed to essential oils by means of light microscopy
and scanning electron microscopy. The structure of the nematodes showed dark
vacuoles and internal organ damage. The excellent results obtained with two of the
essential oils studied offer encouraging possibilities to become an alternative to the

use of chemical nematicides in the agricultural industry

Key words: Phytoparasite nematodes, scanning electron microscopy, biocidal
activity, essential oils, Meloidogyne J2.
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INTRODUCCION

Algunos cultivos agricolas son susceptibles al ataque de nematodos fitoparasitos, que
provocan pérdidas en la produccion y el rendimiento. Un ejemplo de cultivo
susceptible al ataque por plagas de nematodos, especificamente Meloidogyne, es el
tomate (Lycopersicon esculentum) (Cuadra, Cruz, Ortega, Shagarodsky, & Gonzélez,
2005). La produccion de tomate es de gran importancia a nivel mundial debido a su
alta comercializacion tanto para consumo directo como para materia prima en la
industria alimenticia. En Ecuador este cultivo tiene alta demanda en el mercado, tal
es asi que pequefios como grandes productores en la region Sierra han impulsado su

produccion bajo invernadero (Lanchimba & Augusto, 2016).

Los nematodos son organismos multicelulares, algunos parasitan animales y
personas, otros pueden clasificarse en saprofitos, omnivoros, depredadores, y
fitoparasitos. A pesar de que todos en conjunto, pueden ocasionar afectacion a los
cultivos, son los fitoparasitos los que por su accion patogénica generan pérdidas
anuales de produccion estimada de 100 mil millones de dolares a nivel mundial
(Andrés, 2003; Barios et al., 2017). Los nematodos generalmente interrumpen el
desarrollo de la planta y facilitan el ataque de otros microorganismos como bacterias
y hongos lo que repercute en pérdidas de produccion y perjuicio econémico para los

agricultores (Subercaseaux, 2011).

Entre los nematicidas quimicos méas usados se encuentran los organofosforados, que
son potencialmente tdxicos para los mamiferos y causan afectaciones a nivel del
sistema nervioso central provocando muerte por paro respiratorio. Asimismo, los
carbamatos aunque con menor agresividad que los organofosforados. En cuanto al
bromuro de metilo, aunque su uso se ha prohibido en varios paises por su toxicidad e
impacto ambiental, es comdn su aplicacion como biocida debido a su amplio
espectro (Bello, Lopez-Pérez, & Diaz-Viruliche, 2000; Cardenas, Silva, Morales, &
Ortiz, 2005; Canchignia et al., 2015).

Si bien existen algunos productos naturales como extractos de plantas con actividad
nematicida, los aceites esenciales han demostrado poseer interesantes propiedades
bioldgicas debido no solo a su caracter hidrofébico, volatilidad y aroma

caracteristico sino porque se encuentran conformados en su mayor parte por terpenos

1



y sesquiterpenos, fenilpropanoides, derivados de hidrocarburos parafinicos,
alcoholes, cetonas, acidos grasos y compuestos que contienen azufre y nitrégeno, que

les confiere actividad nematicida (Grassmann & Elstner, 2003).

Con base en lo anterior y de acuerdo con la composicién de los aceites esenciales
(AE) vy la necesidad de buscar alternativas al uso de plaguicidas quimicos para el
control de nematodos, que en muchos casos son toxicos, en el presente estudio se
propone evaluar la actividad nematicida in vitro de los AE de romero (Rosmarinus
officinalis L), tomillo (Thymus vulgaris L), eucalipto (Eucaliptus globulus) y
orégano (Origanum vulgare), frente al nematodo Meloidogyne aislado a partir de

raices de tomate (Lycopersicon esculentum).



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 Tema de investigacion

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD NEMATICIDA IN VITRO DE ACEITES
ESENCIALES FRENTE A MELOIDOGYNE

1.2 Justificacién

Aungue el control de nematodos es complejo, en la actualidad el método mas
empleado es la aplicacion de agroquimicos. Si bien la mayoria de estos compuestos
son toxicos, persistentes en el ambiente y causantes indirectos de graves
enfermedades en las personas, su aplicacion es cada vez mas comun. Por este motivo
es importante identificar alternativas naturales, que controlen plagas de forma
eficiente evitando el uso indiscriminado de compuestos quimicos sintéticos
(Gonzalez & Aristizabal, 2014).

Los nematodos limitan el desarrollo de las plantas al penetrar en el tejido vegetal,
donde forman quistes o agallas que obstruyen el paso de nutrientes. Al dafiar el tejido
provocan que la planta se vuelva susceptible al ataque de otros organismos patégenos
como hongos y bacterias (Armendariz-Gonalez, Quifia-Cepeda, Rios-Salgado, &
Landazuri-Abarca, 2015). El cultivo de tomate rifidn (Lycopersicon esculentum)
comunmente se ve afectado por enfermedades provocadas por nematodos agalladores
de raices del género Meloidogyne, los cuales se dispersan y proliferan de manera
incontrolable en el suelo generando bajos rendimientos y cuantiosas pérdidas

econdmicas (Trivino, 2004).

Al ser el tomate un producto de consumo masivo resulta interesante identificar una
alternativa al control de nematodos mediante el uso de productos naturales. Las
investigaciones en aceites esenciales para el control de plagas han mostrado
resultados fiables gracias a sus diversos componentes con accién biocida (Andrade,
2009). El propésito del presente estudio fue evaluar el efecto nematicida in vitro de
cuatro AE a 3 concentraciones diferentes, frente a nematodos del género

Meloidogyne presentes en cultivos de tomate (Lycopersicon esculentum).



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad nematicida in vitro de los aceites esenciales frente a

Meloidogyne.
1.3.2 Objetivos especificos

Determinar la concentracion Optima de los aceites esenciales Rosmarinus
officinalis L (romero), Thymus vulgaris L (tomillo), Eucaliptus globulus L'Her

(eucalipto) y Origanum vulgare L (orégano), para el control de Meloidogyne.

Obtener curvas de porcentaje de mortalidad de nematodos como funcion del

tiempo de exposicion.

Identificar los dafios producidos por los aceites esenciales en los nematodos

mediante microscopia.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes investigativos
2.1.1 Tomate Lycopersicon esculentum en el Ecuador

En el Ecuador el cultivo de invernadero méas importante es el de tomate rifién
(Lycopersicon esculentum), su fruto posee nutrientes como fibra, potasio, fésforo,
vitaminas C y E, provitamina A y vitaminas del grupo B, en especial B1 y niacina o
B3, licopeno (un antioxidante natural que ayuda en la prevencion del cancer), por lo
cual su consumo es alto. Por otra parte, las zonas de produccion son muy amplias y
abarcan desde el nivel del mar hasta los 3200 msnm, la temperatura adecuada para su
desarrollo va desde los 18 a 25 °C lo cual se logra efectivamente en condiciones de
invernadero y se puede cultivar en cualquier época del afio (Caguana, 2003; Llerena
B. &. Llerena S., 2010).

En Ecuador, las provincias con la maxima concentracion de cultivo de tomate son
Imbabura, Cotopaxi, Chimborazo, Tungurahua, Azuay y Loja. Desde el afio 2006 se
ha incrementado considerablemente su produccién (incluso se exporta), alcanzando
29,14 toneladas por hectarea hasta el afio 2015 (MAGAP, 2015). Sin embargo,
existen pérdidas por la presencia de plagas tales como 4&caros, nematodos
fitoparasitos , malezas, pajaros , roedores entre otros, que afectan directamente a la

economia tanto de agricultores como del pais (Caguana, 2003).
2.1.2 Nematodos Fitoparasitos

Los nematodos fitoparasitos son organismos pluricelulares cuya estructura es
vermiforme o forma de gusanos cilindricos, con una longitud de 0,25 mm a5 mmy
un ancho de 15 um a 50 um, en su estadio juvenil y adulto. Los endoparéasitos
hembras, por su vida sedentaria, adquieren una forma engrosada. Poseen 6rganos
internos digestivos, excretores y reproductores bien diferenciados, los fitoparasitos se
distinguen por poseer una estructura similar a una lanza en su cavidad bucal
denominada estilete utilizada para perforar e introducirse en las estructuras celulares
del huésped (Cavallini, 1998).



Los nematodos fitoparasitos se clasifican en tres 6rdenes: Aphelenchida, Tylenchida
y Dorylaimida. En el orden Tylenchida se encuentran los 10 géneros de nematodos
fitoparasitos de mayor importancia econémica (Tabla 1) entre ellos Meloidogyne
(Caiiizares 2003).

Tabla 1. Caracteristicas de los nematodos fitoparasitos del orden Tylenchida
(Cavallini, 1998).

Superfamilia Familia Género Longitud Habito*
aprox. (mm)

Tylenchoidea Tylenchidae Ditylenchus 4.0 Endo, Migratorio,
Flores

Pratylenchidae Pratylenchus 0.5 Endo, Migratorio,
Raices

Radopholus 0.6 Endo, Migratorio,
Raices

Hoplolaimidae  Helicotylenchus 1.0 Ecto-Endo,

Migratorio, Raices

Heteroderoidea Heteroderidae Heterodera 0.5-1.0 Endo, Sedentario,
Raices

Globodera 0.5-1.0 Endo, Sedentario,
Raices

Meloidogyne 0.5-0.8 Endo, Sedentario,
Raices

Nacobbidae Rotylenchulus 0.5 Endo, Sedentario,
Raices

Nacobbus 1.0-1.5 Endo, Sedentario,
Raices

Criconematoidea Tylenchulidae Tylenchulus 0.4 Endo, Sedentario,
Raices

*Endo= Endoparasito; Ecto=Ectoparasito

En particular los nematodos del género Meloidogyne son los mas importantes, atacan
a las plantas por sus raices en donde forman agallas, son endoparasitos sedentarios.
En su ciclo de vida (Figura 1) pasan por seis etapas: huevo, cuatro estadios juveniles
y finalmente adultos. Los nematodos del segundo estadio J2 son los més infectivos,
ingresan a la raiz de la planta donde se vuelven sedentarios, si hallan condiciones

ambientales adecuadas pasaran a J3 luego a J4, etapa en la que se diferenciaran en



hembras y machos. Las hembras se queda dentro de la raiz si hallan condiciones
favorables y los machos migran fuera de la raiz donde se convertirdn en adultos
(Castilo-Marroqui, 2014). Su capacidad infectiva es muy alta debido a que las
hembras pueden producir hasta 3000 huevos y al tener condiciones favorables de

temperatura pueden completar su ciclo de vida en un mes (Balarezo, 2015).

Juveniles infectivos de segundo estadio (J2)
son atraidos para las raices en crecimiento

J2 entran en las raices
Juveniles de primer ﬁ ¢ \ ;
y segundo n‘:udlo Sy y migran para el drea
\  dealargamiento
\

(2) 6’, @&» Ovos celular

(? g?.?ﬁ) \- &
‘ Huevos son \ /
depositados en una B
masa fuera del cuerpo __)
de la hembra
! ‘ : | Cambio de ecdise
Hembrasadultas | '\ ;
producen masde 300a | , _
500 ovos ' : Nematodos se desarrollan en
. 13 ¢ 44, los nddulos son
v \ . formados en respuestas al

parasitismo al nematodo

Figura 1. Ciclo biolégico de Meloidogyne (Flores, 2017).

Del género Meloidogyne se puede destacar la extensa gama de hospederos que
parasita, su diseminacién se da de forma pasiva por agua, restos vegetales, viento
suelo infestado adherido a la superficie de herramientas agricolas. Adicionalmente, la
susceptibilidad de la planta huésped y la competitividad entre organismos del suelo
condicionan el nimero de juveniles que logren infestar las raices de la planta
(Subercaseaux, 2011).

La forma de infestacion de las larvas de Meloidogyne J2 (Figura 2), se da por medio
de la secrecion de enzimas digestivas para debilitar las células vegetales, al poseer un
estilete débil buscan estructuras mas delgadas de la raiz como son los pelos

absorbentes, cuando llegan al cilindro vascular en desarrollo se reconocen con una



célula vegetal precursora que les proveera de alimentacion y agua necesaria para

completar su ciclo (Suarez-Diaz, 2015).

Figura 2. Vista al microscopio dptico del nematodo Meloidogyne (J2) (Verdejo-Lucas, 2009).

Como resultado de la infestacion de Meloidogyne en la planta, se forman
protuberancias en la raiz denominadas nodulos o agallas (Figura 3) por exceso de
produccion de auxinas y otros reguladores de crecimiento. Ademas, estimula la
sintesis de ARN y proteinas, lo cual sugiere que el nematodo tiene relacion directa en
cambios en el genoma de la planta infectada y provoca dificultades al paso de agua y
nutrientes con visibles cambios fisicos como marchitamiento de hojas, bajo
desarrollo y disminucién de la productividad de la planta en calidad y cantidad, en
casos extremos la planta puede morir (Cardona-Piedrahita, Castafio-Zapata, &
Aguirre, 2016; Llerena B. & Llerena S., 2010).

Figura 3: Raices de tomate Lycopersicon esculentum, A. Presencia de agallas provocadas por

nematodo Meloidogyne, B. raices normales (Chaves, Marcillo, Gonzélez, & Garcia, 2011).



En su trabajo Cardona-Piedrahita et al. (2016), identificaron hembras y juveniles J2
del género Meloidogyne mediante microscopia éptica. Para la diferenciacion de
hembras se basé en mediciones morfométricas de patrones perineales tomando como
caracteristicas arco dorsal, lineas de campo lateral y estrias y en el caso de los
juveniles J2 realizd6 mediciones de la longitud del cuerpo, de la cola, de la region
hialina de la cola, y del estilete; los resultados obtenidos los compard con claves

taxondmicas.

2.1.3 Manejo de nematodos fitoparésitos

En la agricultura es necesario diferenciar entre control y manejo, el termino control
se refiere a la eliminacion de la poblacion de la plaga con el uso de técnicas
especificas en un tiempo limitado, en cambio el manejo tiene como objetivo principal
reducir la densidad de la plaga para disminuir la afectacion en el cultivo durante
cierto periodo de tiempo (Andrés, 2002).

Dentro de un programa de manejo integrado de plagas y enfermedades (MIPE), la
ultima opcidn para el control de plagas es el uso de agroquimicos; a pesar de ello, el
agricultor en la actualidad estd entrenado social y econdmicamente para utilizar
productos quimicos como unico recurso para el control, pese a los efectos

desfavorables que éstos ocasionan (Caguana, 2003).

Control quimico

Es el método méas empleado, en este grupo entran los plaguicidas elaborados a base
de compuestos quimicos sintetizados como son los carbamatos y organofosforados,
los cuales incrementan costos de produccion, afectan la dinamica del suelo y
ocasionan afecciones a la salud humana y al medioambiente. Los nematicidas
quimicos ingresan por la cuticula del nematodo inhibiendo la acetilcolinesterasa con
lo cual ocasionan desorientacion y paralisis ademas de reduccién en la eclosion de
huevos y movimiento, lo que conduce a alteraciones en la alimentacién y

reproduccion (Alvarez, Botina J., Ortiz, Jarminton, & Botina L., 2016; Lopez, s.f).



Control bioldgico

El manejo biologico de fitonematodos por medio de bacterias se conoce desde 1906
aunque no fue sino hasta mediados de los ochenta que se identifico con el nombre de
Pasteuria a la bacteria Gram negativa , mesofila, micelial, endospdrica, parasitaria de
nematodos misma que posee una extensa gama de hospedantes, como por ejemplo
Pasteuria penetrans que ataca principalmente a nematodos de nudo radical, su modo
de accion comprende la adhesién, penetracion y crecimiento vegetativo en el

individuo parasitado lo que ocasiona su muerte (Hoyos Carvajal, 2012).

Otro método de manejo bioldgico es la aplicacion del hongo Paecilomyces lilacinus
actualmente Purpureocillium lilacinum, debido a la actividad antagonica que posee
frente a huevos y hembras de nematodos fitoparasitos, especialmente los que generan

agallas en la raiz como son Meloidogyne y Nacobbus (Gortari & Hours, 2015).
Control organico

Se trata de la aplicacion de pesticidas en base a compuestos de origen bioldgico
sintetizados por organismos vivos como el alcaloide nicotina extraido de la planta del
tabaco utilizado como insecticida, se puede decir que todo componente utilizado para
control de plagas que no sea de origen sintético entra en este gran grupo de

biopesticidas (Hinojosa, 2011).

Un ejemplo de este tipo de control de plagas es el nematicida comercial Nemaplus
formulado a base de extracto de gluten (50%) y extracto de quillaja (50%) con alto
contenido de saponinas las cuales ocasionan toxicidad en los nematodos impidiendo
que se alimenten y reproduzcan, debido a la afectacion en el sistema neurotransmisor

y aparato digestivo (Hinojosa, 2011).

De igual forma el producto comercial NEMACID® formulado con metabolitos y
enzimas extraidos a partir del hongo Lecanicillium lecanii contra juveniles de
Meloidogyne incognita, provoca desordenes en sus Organos internos, ademas de

vacuolas y zonas oscuras en su estructura (Guevara et al., 2013).
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2.1.4 Aceites esenciales

Los AE son compuestos liquidos volatiles extraidos generalmente por arrastre de
vapor a partir de plantas aromaticas, al ser mezclas complejas pueden llegar a estar
constituidos por mas de 100 componentes de tipo: monoterpenos, sesquiterpenos,
compuestos alifaticos y fenilpropanos, su distribucién es tan amplia que pueden ser
sintetizados por méas de 60 familias de plantas, pueden ser extraidos de hojas, flores,

tallos, raices, frutos y semillas (Martinez, 1996).

Por sus caracteristicas los AE poseen un alto espectro de aplicaciones que van desde
la industria farmacéutica, cosmetologia, perfumeria hasta la industria alimenticia
como aromatizantes, ademas empieza a tomar importancia en el control plagas y en
ese sentido se los considera como alternativas a los quimicos que actualmente se

emplean para tal fin (Regnault-Roger, 2013).

Accion biocida de los aceites esenciales

El mecanismo de accién de los AE frente a hongos, bacterias y otros
microorganismos ocurre a nivel celular, cuando el esqueleto carbonado de los aceites
esenciales se inserta en la membrana celular volviéndola permeable y susceptible a
otros componentes mas toxicos, ademas dependiendo de la dosis de exposicion los
aceites esenciales interfieren en la respiracion celular hasta el punto de provocar lisis
celular (Pérez, 2012).

2.1.5 Aceites esenciales con actividad nematicida

Las propiedades nematicidas de algunos AE se atribuyen especificamente a sus
componentes mayoritarios (Tabla 2) los cuales pueden estar en los siguientes grupos
de compuestos alcaloides, fenoles, sesquiterpenos, diterpenos, poliacetilenos y
derivados de tienilo (Oka et al., 2000). Al ser mezclas complejas los AE contienen
sustancias traza que de forma conjunta evitan resistencia en las plagas lo cual no

sucede con plaguicidas quimicos de accién pesticida individual (Espitia, 2011).
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Tabla 2. Principales componentes de los aceites esenciales con actividad nematicida
(Ibrahim, Traboulsi, & El-Haj, 2006; Oka et al., 2000)

Componentes

Cetona
(+)-Carvona
Limoneno
Carvacrol
Geranial, neral
t-Anetol
Isomeros de 1,2-epoximentil acetato
Timol
Pulegona
Piperitona
Eugenol

Linalool

Aceite esencial de eucalipto

El aceite esencial de eucalipto ha demostrado buena actividad nematicida en
diferentes concentraciones ensayadas a menores tiempos de exposicion en
comparacién con otros aceites, contiene una mezcla compleja de fenoles, 6xidos,
aldehidos, cetonas, alcoholes, y éteres, siendo 1,8-cineol (55,49%) y a-pineno
(18,18%) sus componente mayoritarios, su toxicidad puede deberse al
comportamiento sinérgico entre dichos componentes (Gonzalez-Guifiez, Silva-
Aguayo, Urbina-Parra, & Gerding-Gonzalez, 2016; Gupta, Sharma, & Naik, 2011).

Aceite esencial de romero

En la investigacion realizada por Cetintas & Yarba (2010) evaluaron 5 aceites
esenciales entre ellos el de romero, el cual presento baja actividad nematicida
reduciendo en aproximadamente un 50% la presencia de nematodos, en comparacién
con los aceites de tomillo y ajo que tuvieron mejor actividad. Resultado que puede
deberse a que el aceite esencial de romero contiene limoneno (3,7%) como unico

componente con probada actividad nematicida pero en baja cantidad comparada con
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sus componentes mayoritarios 1,8-cineol (21,5%), alcanfor (18,0%) y alfa pineno
(15,3%) (Oka et al., 2000; Romeu, Botta, & Diaz, 2007).

Aceite esencial de orégano

El aceite esencial de orégano posee altas concentraciones de los componentes timol
(60%) y carvacrol (80%) los que han demostrado actividad nematicida, provocando
inmovilidad en estadio juvenil de nematodos agalladores de raiz (Oka et al., 2000).
Como citan en su trabajo Ibrahim et al. (2006) el timol, carvacrol y linaool resultan

mas toxicos contra huevos y J2 de Meloidogyne incognita.
Aceite esencial de tomillo

Segun Hinojosa (2011), el aceite de tomillo ha demostrado actividad nematicida al
igual que antifungica debido a su composicion (saponinas y polifenoles), por lo cual
ha sido usado para tratar enfermedades en las raices de plantas obteniendo resultados
favorables. Los componentes presentes en mayor cantidad en el aceite esencial de
tomillo son timol (77,07%), linalool (7,01%) y carvacrol (4,78%) (Andrés et al.,
2017).

Los trabajos citados avalan que los aceites esenciales son Utiles en el control de
nematodos fitoparésitos, al depender directamente de los componentes que
individualmente posean actividad nematicida y de su cantidad presente en el aceite
esencial investigado. Ademas describen la manera en que los nematodos son
afectados al entrar en contacto con los aceites esenciales. Por lo anterior, se busca el
aceite esencial con mayor actividad nematicida in vitro a menor concentracién, con

miras a su posible aplicacién como alternativa al uso de agroquimicos.
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2.2 Hipdtesis

2.2.1 Hipotesis nula

Los aceites esenciales de romero (Rosmarinus officinalis L), tomillo (Thymus
vulgaris L), eucalipto (Eucaliptus globulus L'Hér) y orégano (Origanum vulgare L)

no poseen actividad nematicida frente a Meloidogyne.

2.2.2 Hipotesis alternativa

Los aceites esenciales de romero (Rosmarinus officinalis L), tomillo (Thymus
vulgaris L), eucalipto (Eucaliptus globulus L'Hér) y orégano (Origanum vulgare L)

poseen actividad nematicida frente a Meloidogyne.

Sefialamiento de variables
2.2.3 Variable independiente
Tipo y concentracion de aceite esencial.
2.2.4 Variable dependiente

Porcentaje de mortalidad en Meloidogyne J2 expuestos a los aceites esenciales.
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CAPITULO I

MATERIAL Y METODOS

3.1 Aceites esenciales

Se utilizaron aceites esenciales puros, de romero (Rosmarinus officinalis L), tomillo
(Thymus vulgaris L), eucalipto (Eucaliptus globulus L'Hér) y orégano (Origanum
vulgare L), gentilmente donados por Isabrubotanik S.A (Ambato-Ecuador), los

cuales fueron extraidos mediante el proceso de destilacion con arrastre de vapor.
3.2 Extraccion e identificacion de nematodos.

Los nematodos se extrajeron de raices de tomate Lycopersicon esculentum con
presencia de agallas, recolectadas de un invernadero ubicado en el barrio Patain en la

ciudad de Salcedo (Cotopaxi-Ecuador).

Para extraer los nematodos se utilizd el método modificado de Ramirez, Grijalva,
Navarrete, & Guerrero (2016), el cual consistié en pesar 10 g de raices que presenten
agallas, lavarlas en una solucion de hipoclorito de sodio (0,5%) durante 2 min, las
raices se cortaron en trozos pequefios y se licuaron con 200 ml de agua de llave
estéril por 20 segundos. La suspension se paso a través de un tamiz N°60 (250um)
donde quedaron los residuos vegetales mas grandes mientras que los nematodos J2 se
recuperaron del tamiz N°325 (45um). Posteriormente fueron lavados con agua
destilada y la suspension recuperada con los nematodos se hizo pasar por un papel
filtro, se desechd el agua, y el material vegetal contenido en el papel filtro se
deposité en una malla metalica dentro de un embudo de vidrio conectado en su parte
inferior a una manguera de plastico doblada y sujeta con una pinza. En el embudo se
coloc6 agua de tal manera que se encuentre ligeramente en contacto con la malla y
humedezca la parte inferior del papel filtro (técnica embudo Baermann) y se dejo en

reposo durante 48 horas (Gonzéles, 2013).

Pasadas las 48 horas se recolectaron volumenes de 30 ml de agua del embudo, bajo
el estereoscopio se concentrd la suspension de nematodos quitando el exceso de agua

hasta lograr una concentracion aproximada de 400 nematodos/ml.

15



Para la identificacion de nematodos J2 del género Meloidogyne spp se utiliz6 un
microscopio de contraste de fases (Leica DM2000 LED, Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania) en el cual se obtuvieron fotografias con mediciones
morfométricas de los nematodos J2 extraidos. Los parametros medidos fueron:
longitud del cuerpo del nematodo, longitud del estilete y de la regidn hialina de la
cola (Eisenback, 2002; Eisenback & Hirsehmann, 1991).

3.3 Preparacion de las suspensiones de aceites esenciales.

Se prepararon tres suspensiones iniciales en agua diferentes para cada AE 0,5%;
1,0%; 1,5% (v/v). Para facilitar la homogenizacion del AE (compuesto hidrofébico)
en agua se utiliz6 Tween-20 al 0,5% (v/v) (Gupta et al., 2011). La muestra control se

prepard con agua y Tween-20 y el blanco fue Gnicamente agua.
3.4 Evaluacion de la actividad nematicida.

Para llevar a cabo los ensayos se coloc6 una suspension de nematodos (400 ul) en
tubos de centrifugacion de 1.5 ml (Eppendorf, Alemania), acto seguido se adiciond
400 ul de la disolucion de AE (con una concentracion final de 0,25%, 0,5y 0,75%
v/v), control o blanco respectivamente. En todos los casos se agitdé manualmente. A
intervalos de tiempo de 2, 4, 6, 8, 24, y 48 horas se tomaron alicuotas de 100 pl
(aproximadamente con 18-20 nematodos en cada alicuota), y se observaron en un
estereoscopio (MOTIC, CHINA) para contabilizar el nimero de nematodos totales y
nematodos muertos. Para verificar la inmovilidad de nematodos, considerados
muertos, se utilizd una aguja de diseccion. Se realizaron 4 réplicas para cada

tratamiento.
Para el calculo de porcentaje de mortalidad se aplicé la siguiente formula:

] numero de nematodos muertos
%Mortalidad = - x 100
numero total de nematodos

Y para el porcentaje de mortalidad corregido se empled la férmula de Abbott
(Rosado-Aguilar et al., 2008).
%MT — % MC

% Mortalidad corregida = 100 — % MC x 100
— /0
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Donde:

MT= Mortalidad tratados
MC= Mortalidad control

3.5 Dafios producidos por los aceites esenciales en los nematodos
Microscopia Optica

Se observaron los dafios en la estructura de los nematodos, ocasionados por los AE,
mediante microscopia Optica. Para ello se colocaron alicuotas de 10 ul en un
portaobjetos (evitando la formacion de burbujas) y se llevaron para su visualizacion a
un microscopio de contraste de fases (Leica DM2000 LED, Leica Microsystems,

Wetzlar, Alemania).

Microscopio electronico de barrido

Para la visualizacion de dafios en la estructura de los nematodos, las muestras
bioldgicas de nematodos fueron fijadas con 3% de formaldehido y 2% de trietanol-
amina para neutralizar el acido formico, para el proceso de secado se aplicd 5%
glicerol en acetona con lo cual se evit6 el dafio de tejido, una vez secas, las muestras
se colocaron en cintas adhesivas de carbono soportadas en un portamuestras para
microscopio SEM (Green, Stone, Turner, & Clark, 1975). Una vez montados los
nematodos se sometieron a un bafio de oro en un metalizador a presion de 2 atm,
finalmente se visualizaron en el microscopio electronico de barrido (TESCAN
VEGAS, EE.UU).

3.6 Disefio experimental

Para la tabulacion de datos experimentales se utiliz6 el programa Microsoft Excel.

Se aplico el disefio experimental factorial completamente al azar para el cual se
utilizo el software GraphPad Prism 5. (EE.UU). Las variables independientes fueron
los 4 tipos de aceites esenciales y las tres concentraciones diferentes, en cuanto a la
variable dependiente o de respuesta, fueron los porcentajes de mortalidad corregidos
de los nematodos Meloidogyne expuestos a los tratamientos con los aceites

esenciales.
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En la Tabla 3 se muestran los factores y niveles del disefio experimental:

Tabla.3 Factores y niveles para disefio experimental

FACTORES NIVELES

A. Aceites esenciales AE = A. E. Eucalipto
AT = A.E. Tomillo
AR = A. E. Romero
AO = A E. Orégano

B. Concentraciones de aceites 0,25=0,25% A.E
0,50 =0,50% A.E
0,75=0,75% A.E

3.6.1 Calculo de la concentracion efectiva 50 (CEs)

Con los porcentajes de mortalidad corregidos para cada concentracion de AE

evaluada se calculd la concentracion efectiva (CEsp), para cada AE el software
GraphPad Prism 5. (EE.UU).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Anélisis y discusion de los resultados

4.1.1 Identificacion del género Meloidogyne spp

En la Tabla 4 se presenta los resultados de las medidas obtenidas de los nematodos
juveniles extraidos experimentalmente y los valores observados por Eisenback &
Hirsehmann (1991). A la vista de los resultados, las dimensiones de los nematodos se
encuentran dentro de los valores bibliograficos lo que permite establecer que se trata
de Meloidogyne J2. Ademas, se comparod las imagenes experimentales (Figura 4B)
con una imagen bibliografica (Figura 4A) y en ambos casos se observd que los
nematodos Meloidogyne J2 son de cuerpo corto y delgado su estilete es corto y débil,
el esofago se superpone al intestino ventral, la cola es puntiaguda y estrecha con

terminacién transparente.

Tabla 4. Comparacion de medidas de estructuras de nematodos experimentales con

valores bibliograficos (Eisenback & Hirsehmann, 1991)

Valores Cuerpo Estilete Cola
(pm) (pm) (um)
Experimentales 300,80 + 20,90 10,79 £0,71 13,52 +£1,02
Bibliograficos 290 - 912 8-18 10-15
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Figura 4: Nematodo Meloidogyne segundo estadio visto en Microscopio 6ptico; A. imagen

bibliografica (Eisenback, 2002) , B. imagen experimental.

4.1.2 Actividad nematicida de aceites esenciales

Se obtuvieron las tres curvas de porcentajes de mortalidad corregida de Meloidogyne
J2 vs tiempo de exposicion (Figura 5). Para este ensayo se utilizd6 Tween-20 como
control. EI Tween-20 ayudod a la disolucién de los AE en agua y ademas provoco
baja toxicidad en las larvas (Rosado-Aguilar et al.,, 2008). El porcentaje de
mortalidad aumenté a medida que aumento el tiempo de exposicion al AE en todos
los casos. Si bien, los AE de orégano y tomillo son significativamente méas efectivos
que los de eucalipto y romero, estos ultimos también presentaron actividad

nematicida frente a Meloidogyne J2 aunque muy por debajo de la esperada.

20



100{ A
80
=]
&
o
‘T 601
S
=
S 404
201 ! -
1
C T T T T T T T T T T T ;
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (horas)
1004
804
8
S
‘T 604
S
>
S 404
204
0
0 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (horas)
1004
804
e]
T
°
‘S 604
S
=
404
204
0
0 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (horas)

Figura 5. Porcentajes de mortalidad corregida de Meloidogyne J2 a diferentes tiempos, durante 48
horas de exposicion a la concentracion de 0,25%(A), 0,50%(B), 0,75%(C). Aceite esencial de orégano

(rojo), tomillo (morado), eucalipto (azul), romero (verde). Lineas negras verticales representan las
barras de error.

En la Tabla 5 se presentan los porcentajes de mortalidad para cada AE a las 8, 24 y
48 horas de exposicion. Los nematodos expuestos al tratamiento control (Tween-20
al 0,5%) se inmovilizaron a las 8 horas sin embargo, los resultados mas altos
alcanzados y en menor tiempo de exposicion se alcanzaron con el AE de orégano
(36,96+2,56% de mortalidad a 0,25% de AE). La concentracion de 0,75% de AE de
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orégano al cabo de 8 horas de exposicion logré una mortalidad de nematodos de
100%. Los porcentajes de mortalidad méas elevados, para todos los AE, se

consiguieron a la concentracion de 0,75% y a las 48 horas de exposicion (Tabla 5).

El AE de orégano posee timol (60%) y carvacrol (80%) (fendlicos) como
componentes mayoritarios ademas de otros componentes en menores cantidades
como Yy-terpineno y r-cimeno (monoterpenides) (Arcila-Lozano, Loarca-Pifia,
Lecona-Uribe, & Gonzalez de Mejia, 2004; Ibrahim et al., 2006) a los cuales se
puede atribuir en el presente estudio su alta actividad frente a Meloidogyne J2,
Echeverrigaray, Zacaria, & Beltrdo (2010) evaluaron monoterpenoides contra
Meloidogyne incognita obteniendo que 20 de los 22 estudiados evitaron eclosion de
huevos e inmovilizaron J2, entonces es valido mencionar que los AE con alto
contenido de dichos monotepenoides tales como 1,8-cineol, terpineno, limoneno,
mentona, alfa y beta pineno entre otros evaluados pueden ser eficaces en el control
de nematodos del género Meloidogyne. Asimismo, cuando un AE posee mayor
cantidad de compuestos con actividad nematicida, se eleva su actividad biol6gica y
ademas evita resistencia en plagas gracias a la accion en conjunto de sus
componentes (Espitia, 2011; Oka et al., 2000).

De igual manera los resultados obtenidos con el AE de tomillo demostraron su
potencial aplicacion en el control de Meloidogyne J2 al igual que el orégano alcanzé
un 100% de mortalidad a la concentracién de 0,75% luego de 24 horas. Los
componentes mayoritarios que posee y que han sido estudiados individualmente por
su efecto nematicida son terpineno, timol y carvacrol responsables directos de su
eficacia en el control de nematodos agalladores de raiz (Acosta, Castro, Roque, &
Felix, 2000; Oka et al., 2000).

La actividad obtenida con el AE de eucalipto (77,24+1,83% a las 48 horas de
exposicion) estuvo muy por debajo de la obtenida por Gupta et al. (2011) quienes
describieron un 100% de mortalidad a las 6 horas de exposicion tomando en cuenta
que sus concentraciones fueron incluso menores que las ensayadas en este trabajo.
Esta diferencia se puede atribuir a factores como condiciones de extraccion,
exposicion a la luz, almacenamiento del material vegetal, condiciones geobotanicas

de crecimiento, fechas de recoleccidn, alteraciones climaticas, que pueden provocar
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variabilidad en cuanto a la composicion quimica de plantas de la misma especie
(Ruiz, Tunarosa, Martinez, & Stashenko, 2007).

En cuanto a la baja actividad obtenida con el AE de romero, cuyo mayor porcentaje
de mortalidad fue de 45,39+1,97% a las 24 horas, coincide con el trabajo de Cetintas
& Yarba (2010) , quienes reportan que la efectividad del AE romero fue baja en
comparacién con el tomillo y ajo frente a Meloidogyne incognita, por tanto su baja
actividad se puede relacionar a la baja concentracion de compuestos con actividad
nematicida como el limoneno (3,7%) y 1,8-cineol (21,5%). Segun los rangos de
actividad presentados por Silva et al. (2016) la actividad del AE de romero contra
Meloidogyne se describiria como moderada, del AE de eucalipto como fuerte y tanto
del tomillo como del orégano muy fuerte (Echeverrigaray et al., 2010; Romeu et al.,
2007).

Tabla 5. Porcentajes de mortalidad obtenidos por exposicion de Meloidogyne J2 a 4
aceites esenciales.

Aceite Concentracion % de Mortalidad a tres tiempos de exposicion

Esencial (%oviv) 8 horas 24 horas 48 horas
0,25 36,96 £2,56 Aa 97,21 £1,61 Ba 100,00 £0,00 Ba
Orégano 0,50 61,21 £2,48 Ab 97,36 £1,53 Ba 100,00 £ 0,00 Ba
0,75 100,00 + 0,00 Ac 100,00 £ 0,00 Aa 100,00 £ 0,00 Aa
0,25 2790+1,70 Aa 82,03 +2,96 Ba 100,00 + 0,00 ca
Tomillo 0,50 4178 +3,12 Ab 92,30+1,33 Bb 100,00 + 0,00 Ba
0,75 56,66 £ 1,83 Ac 100,00 £ 0,00 Bc 100,00 £ 0,00 Bb
0,25 15,96 £+ 2,05 Aa 2241 +278 Aa 32,39+172 Ba
Eucalipto 0,50 22,10 +159 Aab 24,08 £1,62 Aab 39,68 £3,20 Ba
0,75 2583+199 Ab 31,10+ 1,60 Bb 77,24 +1,83 cb
0,25 6,97 1,39 Aa 1263+1,10 Aa 21,08 +1,14 Ba
Romero 0,50 898+1,05 Aa 11,97 +1,07 Aa 26,43 +154 Bb
0,75 16,20£2,10 Ab 19,77+140 Ab 4539+197 Bc

Control - 2,86 + 1,65 9,30 +1,27 18,56 + 1,86

Los valores corresponden a la media + la desviacion estandar.

Las letras mayusculas indican para cada concentracion, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
entre los tiempos. Las letras mindsculas indican para cada tiempo, diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05) entre las concentraciones evaluadas para cada AE.
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4.1.3 Dafios en los nematodos producidos por los aceites esenciales.
Microscopio 6ptico de contraste

El dafio estructural interno ocasionado en Meloidogyne J2 expuestos al AE de
orégano se ilustra en la Figura 6B en la misma es imposible diferenciar los 6rganos
internos caracteristicos como el estilete y la apariencia hialina de la cola, rasgos que
son facilmente observados en el nematodo expuesto al blanco (agua) (Figura 6A). El
AE de orégano, cuyos componentes principales como el carvacrol y el timol, actdan
sobre las células de intestino causando destruccion de las mismas (Abattouy et al.,
2010). Con base en lo anterior, se podria concluir que los desérdenes en érganos
internos y presencia de vacuolas obscuras en el cuerpo del nematodo describe
alteraciones en la region esofégica y en la cuticula de larvas expuestas al AE (Figura
6B). EI mecanismo de accion del AE en insectos, bacterias y hongos esta relacionado
con lesiones y porosidad en la membrana celular producto de la insercion del
esqueleto carbonado de las moléculas que lo conforman haciendo mas susceptible a

otros compuestos de mayor toxicidad lo que provoca lisis celular (Pérez, 2012).

Figura 6. Estructura de nematodos Meloidogyne J2 observados en el Microscopio dptico de contraste
de fases; A. expuesto al blanco y B. al AE de orégano. Las flechas indican la ubicacién del dafio
ocasionado por AE.
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Microscopio electronico de barrido

Al evaluar los efectos producidos por el AE en el nematodo del género Meloidogyne
mediante imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido es visible la
diferencia entre los nematodos expuestos al blanco (Figura 7 A, B) y los expuestos al
AE de orégano (Figura 7 C, D), en éstas Ultimas se puede observar un considerable
numero de porosidades en su cuticula, tal como fue observado por Aissani (2014),
mismo que ademas describe dafios visibles en los pliegues de la cuticula y fracturas
en el cuerpo de los nematodos juveniles de Meloidogyne incognita expuestos a

compuestos organicos.

SEM HV: 10.0 kV ‘WD: 16.80 mm 1 [ VEGA3 TESCAN
View field: 138 pm Det: BSE 20 pm
SEM MAG: 1.00 kx | Date(m/dly): 10/21/16 | LABORATORIO MATERIALES FICM-UTA

1 ! 1 VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 400 X ¥irl):lm(mldfy): 09122116 LABORATORIO MATERIALES FICM-UTA

L Lr VEGA3 TESCAN VEGA3 TESCAN

277pm | Det: BSE |50 ym

SEM MAG: 500 x Date(m/dly): 10/21116 LABORATORIO MATERIALES FICM-UTA

£ | 50 pm
SEM MAG: 500 x 10610( ly): 10121116 % LABORATORIO MATERIALES FICM-UTA

Figura 7. Nematodos Meloidogyne J2 observados en el Microscopio electronico de barrido; Ay B
expuestos al blanco, C y D expuestos a AE de orégano. Las flechas indican la ubicacion del dafio por
AE.
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4.1.4 Célculo de la concentracion efectiva 50 (CExs)

En la Tabla 6 se presenta los valores de CEsg a 8 y 24 horas para los AE de orégano y
tomillo. Para el caso del orégano la concentracion mas baja con la mayor actividad
fue de 0,008% (v/v), mostrando con ello incluso mejor actividad que otros
compuestos organicos ((E,E)-2,4-decadienal y (E)-2-decenal) evaluados por otros
investigadores (Aissani, 2014), El valor de CEsy de 0,008% abre la posibilidad a la
aplicacion de AE en la industria agricola debido a que con esa minima concentracién

se alcanzaria una actividad nematicida en el 50% de nematodos expuestos.

Tabla 6. Concentracion efectiva de aceites esenciales frente a Meloidogyne a
diferentes tiempos de exposicion

Aceites CEso (%ovIV)
esenciales

8 horas 24 horas 48 horas
Orégano 0,35 0,008 N/A
Tomillo 0,66 0,123 N/A
Eucalipto >0,75% >0,75% 0,61
Romero >0,75% >0,75% >0,75%

N/A valores no aplicables por tender a cero.

(>0,75%) Los superiores a la mayor concentracion probada.

4.2 Verificacion de hipdtesis

De acuerdo a los resultados obtenidos se acepta la hipétesis alternativa indicando que
los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis L (romero), Thymus vulgaris L
(tomillo), Eucaliptus globulus L'Hér (eucalipto) y Origanum vulgare L (orégano) si

poseen actividad nematicida frente a Meloidogyne spp.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

El uso de aceites esenciales de Rosmarinus officinalis L (romero), Thymus vulgaris L
(tomillo), Eucaliptus globulus L'Hér (eucalipto) y Origanum vulgare L (orégano)
mostraron diferente capacidad nematicida frente a Meloidogyne.

Al utilizar los aceites esenciales de orégano y tomillo frente a Meloidogyne se logré
un porcentaje de mortalidad del 100% a la concentracién 0,75% vl/v, en tan solo 24
horas. Los aceites esenciales de eucalipto y romero presentaron bajo porcentaje de
mortalidad. Tal es asi que la CEsq mas significativa se obtuvo con el aceite esencial

de orégano a las 24 horas de exposicion.

La mortalidad de Meloidogyne frente a cada aceite esencial presento una relacion
directa entre la actividad nematicida y el tiempo de exposicion. Ademas, a mayor

concentracion de aceite esencial, mayor la actividad nematicida.

Los aceites esenciales provocaron dafos estructurales en nematodos Meloidogyne J2,
ademas los aceites esenciales mantuvieron su actividad a partir de las 8 horas de

exposicion, por tanto resultan una alternativa natural al uso de nematicidas sintéticos.

5.2 Recomendaciones

Ensayar los aceites esenciales con mayor actividad frente a otras especies de
nematodos endoparasitos como Globodera, Nacobbus y Heterodera que también

provocan pérdidas econémicas en cultivos.

Evaluar los aceites esenciales de orégano y tomillo que presentaron mayor actividad
nematicida en rangos de concentracion de 0,25%-0,75%v/v en campo, ensayando
métodos de aplicacion que impidan su dispersion en el ambiente y que permitan

cubrir una mayor superficie de raices.

Realizar un estudio de factibilidad econémica sobre el empleo de aceites esenciales

como nematicidas a nivel comercial.
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ANEXOS
ANEXO A. EVIDENCIA FOTOGRAFICA

Parte experimental.

Figura 9. Montaje de materia vegetal tamizada en embudo Baermann

50 pm

Figura 10. Medidas morfométricas de Meloidogyne spp en microscopio Optico
de contraste.
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Figura 11. Conteo de nematodos vivos y muertos expuestos a los aceites
esenciales, con la ayuda de una aguja de diseccion.

Figura 12. A Metalizador para recubrimiento de oro a las muestras de
nematodos, B observacion de nematodos en el microscopio electronico de
barrido.
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