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RESUMEN

El propdsito de esta investigacion fue evaluar la actividad nematicida del extracto del Pleurotus
ostreatus en diferentes concentraciones sobre los nematodos Passalurus sp extraidos del estiércol
de conejo (Oryctolagus cuniculus) y Meloidogyne sp del suelo de la rizosfera de las lechugas
(Lactuca sativa L). Se realiz6 la extraccion del Pleurotus ostreatus en el equipo Soxhlet, después
se ejecuto la extraccion de los nematodos (Passalurus sp -Meloidogyne sp,), mediante el método
del embudo de Baermann, luego por maceracion del micelio del Pleurotus ostreatus se obtuvo el
extracto acuoso, posteriormente se seleccioné la poblacién de 30 nematodos de cada especie, para
cada concentracion (12, 25,50, y 75) del extracto etandlico y acuoso, durante 10, 20,30 y 60
minutos de exposicién. Por medio de la prueba Tukey con nivel de significancia (0,05) para las
fuentes de variacion altamente significativas para el porcentaje de mortalidad de los nematodos,
fueron: el extracto etandlico que obtuvo el 99,10% y el acuoso el 1.40% de muerte en las dos
especies de nematodos y en el tiempo de exposicion alcanzo el 51,60% de mortalidad durante los
60 min, en las interacciones entre la concentracion de 75ul de los extractos del P. ostreatus en
60 min se logré el 54% de mortalidad y con el extracto etan6lico en 60 min de exposicion se
alcanzé el 99.42% de mortalidad de las dos especies de nematodos. Se concluy6 que el Pleurotus
ostreatus tuvo actividad nematicida mayor del extracto etanélico con el 99,10 % de mortalidad
sobre nematodos Passalurus sp y Meloidogyne sp y en menor porcentaje con el extracto acuoso.
Se recomienda Realizar nuevas investigaciones con otras especies de nematodos y diferentes

concentraciones del extracto del hongo Pleurotus ostreatus.

PALABRAS CLAVES
< BIOTECNOLOGIA >, < MICROBIOLOGIA >, < NEMATOFAGOS >, < NEMATODOS >,

< OSTRA (Pleurotus ostreatus) >, < CONEJO (Oryctolagus cuniculus) >, < LECHUGA

(Lactuca sativa L) >,
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ABSTRACT

The purpose of this research was evaluate the nematicidal activity of the Pleurotus ostreatus
extract in different concentrations on the Passalurus sp extracted from rabbit manure
(Oryctolagus cuniculus) and Meloidogyne sp from the soil of the rhizosphere of lettuce (Lactuca
sativa L). The extraction of the Pleurotus ostreatus was done in the Soxhlet team, after the
extraction of the nematodes (Passalurus sp- Meloidogyne sp) was developed, through Baermann
funnel method and by maceration of the Pleurotus ostreatus mycelium the aqueous extract was
obtained, then the population of 30 nematodes of each species was selected for each concentration
(12, 25, 50 and 75 pl) of the ethanolic and aqueous extract, during 10, 20, 30 and 60 minutes of
exposure. Through Tukey test with significance level (0.05) for highly significant sources of
variation for the mortality percentage of the nematodes, were: the ethanolic extract that obtained
99.10% and the aqueous extract 1.40. % death in the two species of nematodes and at the time of
exposure reached 51.60% about mortality during the 60 min, in the interactions between the
concentration of 75ul of the extracts of P. ostreatus in 60 min, the 54% of mortality and with the
ethanolic extract in 60 min of exposure 99.42% of mortality of the two species of nematodes was
reached. It was concluded that Pleurotus ostreatus had greater nematicidal activity than ethanolic
extract with 99.10% mortality on Passalurus sp and Meloidogyne sp nematodes and in a lower
percentage with aqueous extract. It is recommended to develop new investigations with other
species of nematodes and with different concentrations of the extract of the fungus Pleurotus

ostreatus.

Keywords: BIOTECHNIA, MICROBIOLOGY, NEMATOPHAGOS, NEMATODOS, OSTRA
(Pleurotus ostreatus), RABBIT (Oryctolagus cuniculus), LETTUCE (Lactuca sativa L).
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INTRODUCCION

La agricultura en el Ecuador es muy significativa para su economia. El control de las plagas que
afectan a los cultivos es uno de los problemas mas comunes en este sector debido a las pérdidas
econdmicas que acarrean. La fumigacion excesiva con productos quimicos (Ej: plaguicidas,
insecticidas, nematicidas, etc.) para el control de estas plagas generan problemas de
contaminacion ambiental de suelo, agua y aire. Para reducir el efecto de esta contaminacion, se
intentan desarrollar alternativas que disminuyan el uso de estos compuestos toxicos, pues muchos
de ellos pueden acumularse y causar el deterioro de suelo y fuentes de agua natural, e incluso

disminuir la actividad biodegradadora de algunos microorganismos.

Los cultivos con mayores pérdidas econémicas son las hortalizas, leguminosas y frutales, por lo
general los productores no detectan el problema antes de la siembra y cuando lo identifican en su
afan de salvar parte de la produccion se ven obligados a utilizar nematicidas, productos peligrosos

y de alto costo. (Trivifio Carmen, 2003)

En uno de los cultivos que se encuentran nematodos es el de la lechuga (Lactuca sativa I) este se
expande en Ecuador, donde segun el 111 Censo Nacional Agropecuario, se siembran anualmente
1.644 hectareas en monocultivo y en asociacion, alcanzando una produccién de 9.770 Tm/afio;
con rendimiento promedio de 7.5 Tm/ha. Informes del MAGAP reportan que 7.632 hectareas son
cultivadas y cosechadas, este cultivo es de ciclo corto, que son todos los cultivos cuyo ciclo
vegetativo comprende de 50 - 60 dias para las variedades tempranas y de 70-80 dias para las

tardias. (Pineda Danny, 2011)

El nematodo mas conocido como agallador de raices es el Meloidogyne sp, que en el Ecuador se
encuentra presente en todas las regiones, tienen indices de reproduccion sobre los 1000 huevos
segun (Trivifio Carmen, 2003), este originando enfermedades importantes, provocando nédulos
en las raices de tamafo y formas variables, lo que provoca amarillamiento, manchas, pudricion,
marchitez y menor crecimiento, retraso en la aparicion de brotaciones y falta de desarrollo de las

raices.

La crianza de animales como bovinos, ovinos y especies menores como conejos, cuyes es una
practica comun en las familias de las comunidades rurales del Ecuador, por lo que se presenta una
alternativa alimenticia y econémica de gran importancia, pero sin embargo son atacados y

parasitados por los nematodos y pueden causar distintas enfermedades incluso al ser humano.



Ademas, se tiene la practica de usar las excretas de animales como abono, donde ahi se encuentra

los nematodos, lo cual se contamina el suelo y por ende los cultivos.

Un estudio realizado en el 2006 sefiala que la produccién de conejos en el Ecuador es de
aproximadamente 800,000 conejos anuales, de los cuales el 98%, se destina al consumo de carne
y el 2% restante se convierte en mascotas o en animales experimentales para los laboratorios. Su
crianza se efectlia en las cuatro regiones del pais, pero el 50% del total nacional se localiza en

Tungurahua, seguido en importancia de Pichincha, Chimborazo, Imbabura y Cotopaxi. (Fiallos,
2009 citado en Tipantasig Liliana, 2014)

Los nematodos especialmente en los conejos causan una disminuciéon en el rendimiento
reproductivo en hembras, diarrea y estrefiimiento y hasta puede llegar a la anorexia, también
disminucién a la respuesta de inmunidad de la vacunacion, ademas una predisposicion a
desarrollar otras enfermedades como consecuencia de la disminucion de las defensas

inmunoldgicas.

La preocupacion sobre los nematicidas quimicos ya que son toxicos para la salud humana, el
medio ambiente hace que busquemos otras alternativas bioldgicas, siendo una estrategia el control
bioldgico ya que es una estrategia clave para el manejo de plagas y su fundamento es el uso de

organismos benéficos para suprimir la densidad de poblacién o impacto de un organismo plaga.



JUSTIFICACION

El abuso de los nematicidas quimicos utilizados para el control de plagas ha llegado a causar
graves dafios al medio ambiente y problemas de salud al hombre, tanto al que consume los

alimentos tratados como al que los aplica a sus cultivos.

Entre los principales problemas que causan el uso excesivo de estos nematicidas podemos
mencionar la bioacumulacion y la resistencia de las plagas, lo cual genera, un aumento en los
gastos por parte del agricultor debido a la necesidad de utilizar mayor cantidad de producto
quimico. Por lo que es necesario estrategias que se base en el uso de principios ecolégicos para
aprovechar al méximo los beneficios de la biodiversidad. Por esta razon, en la actualidad el control
biolégico se considera una pieza fundamental e indispensable ya que los beneficiados son

muchos. (Pérez L, 2006)

El control bioldgico es el uso de organismos benéficos contra aquellos que causan dafio lo cual y
es de interés multiple ya que ofrece varias ventajas como la relacion coste/beneficio es muy
favorable, evita plagas secundarias, no generan resistencia en las plagas, aplicacién facil y segura,
contribuyen a la recuperacion de las propiedades bioldgicas de los suelos, respetuosa con el medio

ambiente y forman parte del ecosistema. (Nicholls, 2008)

Con esta investigacion se pretendié fomentar la gran importancia de la sustitucion de nematicidas
quimicos por nematicidas biolégicos, utilizando hongos, bacterias que ente caso se trabajo con
extractos del hongo Pleurotus ostreatus el cual tiene actividad nematicida y asi continuar con los
esfuerzos para evitar la contaminacién ambiental, ademas, contribuir en la reduccién en costos

para el agricultor.



OBJETIVOS

Objetivo General

e Evaluar la actividad nematicida del extracto del hongo Pleurotus ostreatus in vitro en

diferentes concentraciones sobre los nematodos Passalurus sp y Meloidogyne sp.

Objetivos Especificos

e Determinar la actividad nematicida del extracto etandlico y acuoso del Pleurotus ostreatus

sobre los nematodos Passalurus sp. y Meloidogyne sp.

o Identificar el tiempo de exposicidn que causo mayor porcentaje de mortalidad sobre los

nematodos Passalurus sp. y Meloidogyne sp.

e Especificar el mayor porcentaje de mortalidad que ocasiono la concentracion de los extractos

del Pleurotus ostreatus sobre los nematodos Passalurus sp. y Meloidogyne sp.



CAPITULO I

1 MARCO TEORICO

1.1  Antecedentes de la investigacion

El exceso de compuestos quimicos es perjudicial para ser el humano y el ambiente lo que permitio
buscar alternativas como el control bioldgico, siendo una de las opciones mas importantes en la
actualidad ya que la sustitucion de nematicidas quimicos por nematicidas bioldgicos utiliza
hongos y bacterias que pueden estar en el medio o de lo contrario, estas pueden reproducirse en

laboratorios. (Piedra, 2008)

Segun el estudio realizado por Ricardo Piedra Naranjo (2008) titulado: El manejo bioldgico de
nematodos fitoparasitos con hongos y bacterias, se debe a un trabajo que incentiva a cualquier
tipo de investigaciones que se realizan sobre la actividad nematicida de los hongos nemat6fagos
y bacterias, como controladores bioldgicos de nematodos fitoparasitos, por su reproduccion fue

facil de obtener en los laboratorios.

Segun la investigacion de Sierra Janeth, 2014 titulado: Evaluacion de la accion nematicida in vitro
de especies de Pleurotus sp., sobre nematodos Meloidogyne sp y Radopholus sp asociados a los
cultivos de tomate y platano, concluye que el tratamiento de Pleurotus ostreatus a las 72 horas en
la dosis de 75 gramos, fue la que presentdé un mayor porcentaje de individuos muertos con el
46.8% de mortalidad.

La investigacion de Barron y Thorn 1987, titulado: “Destruction of nematodes by species of
Pleurotus”, muestra que el tiempo necesario para iniciar la infeccion depende de la distancia en
que las hifas debian crecer para llegar al huésped, por lo cual de los 25 nematodos transferidos
solo fue recuperado 1 y de este modo concluye que el Pleurotus ostreatus tiene una excelente

actividad nematicida, es decir que tiene el 96% de mortalidad.

Otras investigaciones como de Kwok, Plattner.R, Weisleder.D, y Wicklow (1992), con el tema
de: “A nematicidal toxin from Pleurotus ostreatus NRRL 3526, concluyen que la toxina del
Pleurotus ostreatus NRRL3526 inmoviliza hasta el 95% de los nematodos (Panagrellus

redivivus) dentro de 1 hora a 300 ppm de concentracion.
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1.2 Control biolégico

El control biol6gico es el uso de organismos (0 de sus metabolitos o subproductos) que son
enemigos naturales de una plaga o patégeno, por lo cual tienen como fin reducir o eliminar sus

efectos dafinos en las plantas o animal que causa dafios al ser humano. (Serrano & Galindo, 2017)

Dentro del control bioldgico se distinguen tres grupos de organismos beneficiosos. A

continuacién, se muestran los ejemplos mas comunes de cada categoria.

e Predadores. Ej. Acaros depredadores, chinches
e Parasitos. Ej. Avispas parasitas y moscas paréasitas

e Microorganismos. Ej. Nematodos, hongos, bacterias y virus (Sanchez, 2017)

1.2.1  Clases de control bioldgico

1.2.1.1 Clasico

Consiste en la introduccion de un enemigo natural a cierto ambiente, desempefiando un papel
importante de que el mismo se establezca y regule la plaga a la cual queremos controlar. Este
método generalmente se utiliza en aquellos casos donde la plaga ha colonizado una nueva zona 'y
por lo tanto sus enemigos naturales no se encuentran en la misma. No en todas las areas puede
llevarse a cabo este tipo de control, ya que no siempre la especie que actda de enemigo natural
llega a establecerse. En general se utiliza en ambientes estables como bosques, areas naturales,

cultivos frutales o forestales; donde la vegetacion no se modifica constantemente. (Casafe, 2017a)

1.2.1.2  Inundacién

Tiene como principal objetivo aumentar exponencialmente la cantidad de enemigos naturales,
este puede llevarse a cabo de dos formas diferentes, la liberacion por inundacién que consiste en
la liberacion de un importante numero de individuos donde se encuentre la plaga problema. Este
método se asemeja al uso de insecticidas ya que permite un control rapido y eficaz. Este es
utilizado en cultivos cortos o anuales como por ejemplo en cultivos bajo invernadero. Por otro
lado, la técnica de inoculacion consiste en la liberacion periddica de un nimero més reducido de
individuos, esta técnica se utiliza cuando la plaga problema ain no ha llegado a los umbrales
criticos. De lo contrario se recomienda utilizar el control biol6gico por inundacion o recurrir a

algln insecticida. (Casafe, 2017b)



1.2.1.3  Conservacion

Como su nombre lo indica tiene el objetivo de conservar y proteger la poblacién de enemigos
naturales ya presentes identificando cuéles son los factores que limitan esta poblacion, por lo que
implica un profundo conocimiento de la biologia de la especie. Alguna de las medidas que pueden
tomarse como ejemplo es la introduccion de especies florales productoras de néctar y polen (en

el caso que la especie que actla de enemigo natural se alimente de ellos). (Casafe, 2017c)

1.2.2  Ventajas del control biolégico

e Laincorporacion del control biol6gico es un medio de lucha integrada respetando el medio
ambiente, debido a que no se emplean quimicos y por lo que dan més seguridad evitando que
estos productos sean toxicos para la salud humana.

e El método de control bioldgico impide las poblaciones de parasitos en las plantaciones
agricolas y por consiguiente la pérdida de altos niveles de produccion

e El uso de productos bioldgicos ya viene ajustados al tipo de paréasito y llegan a matar una

amplia gama de insectos y no producen dafio a los insectos benignos. (Manual control
biologico,2005)

El control biolégico con hongos es un area de investigacion apasionante y de rapido desarrollo.
Los diversos estudios de la relacion entre hongos y nematodos han permitido hacer diferentes

clasificaciones de los agentes de control.

1.2.3 Hongos nemato6fagos

Segun (Barron G.L, 2005 citado en Piedra, 2008) los hongos nemat6fagos son microorganismos
que tienen la capacidad de atacar, matar y digerir nematodos (adultos, juveniles y huevos). Aparte
de su habilidad nemat6faga muchos de estos hongos pueden también vivir saprofiticamente en la
materia organica muerta o atacando a otro tipo de hongos. Estos se dividen en cuatro grupos:
hongos atrapadores de nematodos, hongos endoparasitos, hongos parasitos de huevos y hongos

productores de toxinas.

1.2.3.1 Hongos atrapadores de nematodos

Estos hongos forman diversos tipos de érganos de captura a partir de la especializacion de sus
hifas, penetrando la cuticula del nematodo por la trampa y asi formando la hinchazon de infeccion
dentro del nematodo, a partir del cual las hifas troficas crecen dentro del cuerpo y digieren sus
contenidos. (Campos et al., 2009 citado en Mendoza Pedro, 2009a)
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1.2.3.2 Hongos endoparasitos o endozoicos

Los hongos endoparasitos utilizan sus esporas para infectar nematodos. Estas setas son a menudo
paréasitos obligados de nematodos y fuera del cuerpo infectado del nematodo aparecen s6lo como
estructuras de propagacion. Las esporas de estos hongos pueden ser zoosporas moviles que se

enquistan sobre el nematodo adhiriéndose a él y penetrando la cuticula. (Barron, 1977 citado en
Mendoza Pedro, 2009b).

1.2.3.3 Hongos parasitos de huevos

Estos hongos infectan estadios no méviles (huevos) de nematodo, produciendo infecciones en los
extremos de las hifas que se adhieren a la cubierta del huevo, por lo que esta es penetrada por el

mismo hongo y su contenido es digerido. (Barron, 1977 citado en Mendoza Pedro, 2009b).

1.2.34 Hongos productores de toxinas

El hongo mas comun de este grupo es el descomponedor de madera Pleurotus ostreatus y otros
Pleurotus sp. Las hifas de estos hongos contienen una gota de toxina tras ponerse en contacto con
la misma, por lo que el nematodo es rdpidamente inmovilizado y las hifas del hongo crecen a
través de la boca del nematodo que como en el caso de los anteriores hongos nematéfagos es

digerido. (Mendoza Pedro, 2009¢; Lépez Luis, 2001)

1.3 Hongo Pleurotus ostreatus

Es un hongo que se alimenta de la materia organica, degradando las sustancias con enzimas que
liberan al medio himedo que les rodea. El agua es indispensable en la constitucién de los hongos
en proporcion elevada, micelio 85% y esporas 45%. Su nombre deriva del griego “pleuro”
significa formado lateralmente en referencia a la posicion del pie respecto al sombrero y
“ostreatus” en latin quiere decir en forma de ostra y en este caso se refiere a la apariencia y al
color del cuerpo fructifero también conocido con nombre comun de hongo ostra también como

girgola, champifion ostra, seta, orellana y orejas blancas. (Ravera, C et al; 2008)



1.3.1 Taxonomia

La clasifica taxondmicamente del Pleurotus ostreatus se evidencia en la Tabla 1.1:

Tabla 1.1 Taxonomia Pleurotus ostreatus

Reino Fungi

Filo Basidiomycota

Clase Homobasidiomycetes
Orden Agaricales

Familia Pleurotaceae

Género Pleurotus

Especie P.ostreatus

Fuente: (Cruz, D et al; 2010)
1.3.2 Caracteristicas

Las principales partes del hongo se esquematiza en la Figura 1.1 son:

sombrero laminillas (contiene

y & S Ylascspor‘as)

Basidiosporas

Basidio

Figura 1.1 Partes del hongo
Fuente: Michel et al., 2010 citado en Aguinaga, 2012

El sombrero o pileo es la parte comestible del hongo tiene la forma redondeada, su superficie es
lisa, abombada y convexa cuando es joven y se aplana en la madurez, su diametro oscila entre 5
y 15 cm, segun la edad del hongo y el color es variable, con tonos blancos, grises con el tiempo

obtiene un espectro mas amarillento. (Lépez C, 2011)

Las laminillas se encuentran en la parte inferior del sombrero colocadas radialmente, que van
desde el pie o tallo que lo sostiene hasta el borde del sombrero, estan espaciadas unas de otras, su
color son blancas o cremas, en ellas se producen las esporas destinadas a la reproduccion de la
especie. Las esporas son pequefias, alargadas, casi cilindricas, en gran nUmero forman masas de

polvo de color blanco, con cierto tono lila grisaceo. (Aguinaga, Paulina; 2012a)
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El pie o estipe es la parte de la seta que sostiene al sombrero suele ser corto, grueso, una longitud
de 0,5a3,0cmy de 0,5 a 2,0 cm de espesor, algo inclinado, ligeramente duro, blanco, con el

principio de las laminas en la parte de arriba y con vellosidades en la base. (Figura 1.1) (Cruz, D et
al; 2010) (Aguinaga, Paulina; 2012b)

1.3.3 Ciclo de reproduccion

Los hongos se reproducen por medio de esporas (Figura 2.1), en ellos existen dos fases de
desarrollo que son la vegetativa o miceliar y la fase de fructificacion o crecimiento reproductivo:
La fase miceliar empieza con la liberacion de esporas, después germinan originando un micelio
primario llamado monocarion; este se fusiona con otro micelio monocarion, dando origen a un
micelio secundario o dicario después se da la fase de fructificacién ocurre cuando el micelio
binucleado se desarrolla y se forman uno o varios cuerpos fructiferos en los cuales en su himenio
(zona donde se localizadas las esporas de origen sexual,) terminara la reproduccion sexual con la

formacidn de basidiosporas en los basidios. (Lépez. C et. Al; 2011)

Cuerpo fructifero adulto EI

;%‘}“!m Escamas

Fase

reproductiva
Esporas

Oj Esperas
germinando

Primordio Fose

Micelio :
vegetativa

/
Figura 2.1 Ciclo de reproduccion del Pleurotus ostreatus
Fuente: (Alder Maite, 2014)

1.3.4 Accion nematicida del Pleurotus

Estos hongos producen hifas vegetativas, las cuales generan gotas de toxinas, al ponerse en
contacto con éstas, los nematodos quedan inactivos rapidamente, las hifas del hongo invaden al

nematodo por los orificios del cuerpo. Sin embargo, reportan que la capacidad nematicida de estas
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toxinas y la expresion de los sintomas varian dependiendo de la especie de hongo y del tiempo de

exposicion. (Sierra Janeth, 2014)

El uso de hongos comestibles es una tradicion medicinal, debido a sus efectos curativos a través
de metabolitos secundarios con propiedades terapéuticas. A la fecha se han aislado 23 metabolitos
con actividad nematicida de P. ostreatus, ademas de otro tipo de componentes con actividad
nematicida como: alcaloides, quinonas, péptidos, terpenoides, acidos grasos, poli fenoles, entre

otros. (Sanchez José, 2017)

1.4 Nematodos

El termino nematodo proviene de los vocablos griegos (Nema = hilo y Oidos = con aspecto de).
Son gusanos que se encuentran extensamente distribuidos en una variedad de habitats. Algunos
tienen vida libre; otros son parésitos de plantas y de animales vertebrados o invertebrados, con

unas 25000 especies descritas. (Armendariz, Ignacio; et al, 2015)

Los nematodos son organismos pequefios de 300 a 100 um, siendo algunos mayores a 4 um de
longitud por 15 a 35 um, de ancho. Su diametro pequefio hace que no sean observables a simple
vista, pero se pueden ver con facilidad en el microscopio. Los nematodos tienen, en general, forma
de anguila y en corte transversal se ven redondos, presentan cuerpos lisos no segmentados y

carecen de patas. (Figura 3.1) (Agrios, p. 661)

§ Boca
Estilete

—

/ ‘;;39'\1

|
L Esofago

Cuticula
Iintestino

" Ovario
| Testiculos

!

Vagina

s

Espicula
Ano Cloaca

A
N Cola
Hembra Macho

Figura 3.1 Nematodo
Fuente Diez Rojo et al, 2010

1.4.1 Taxonomia de los nematodos

La taxonomia de los nematodos tiene por objetivo ubicar y catalogar individuos mediante las
clases de la sistematica zooldgica (Figura 4.1). Este autor agrupa los nematodos bajo el Phylum
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Nemata y las clases Secernentea y adenophorea que tiene como plasmidia (6rganos glandulares

sensoriales) y aphasmidia (carecen de glandulas sensoriales). (Crescencio, 2015)

Clase
Secernentea
(Phasmidia)

| Tvlenchoidea |
| Tvlenchida |r

L |thelench0|’dea|
| Rhabditidea |

| Rhabditida |

r
L |Dri|onematoidea|

| Stronavloidea |
| Stronavlida | |Trichostrongyloides|

\

J Metastrongyloidea |

| Ascaridoidea |
| Oxvuroidea |

Ascaridia | | Atreactoidea |

Phylum
Nemata

[ Cosmocercoidea |
[ subuluroidea |
[ Soiroidea ]
[ Acuroidea |

Spirurida | | Thelazioidea |

| Phvsalonteroidea |
| Camallanoidea |

Camallanida

1
LI | Dracunculoidea |
| Dorvlaimoidea |

| Dorvlaimida | | Mermithoidea |

| Trichinelloidea |
| Chromodoroidea |

| Chromodorida | | Desmodoroidea |

Clase
Adenophorea
(Aphasmidia)

| Desmoscolecoid |
| Monhvsterioidea |

| Monhvsterida | |Axonolaimoidea|

Figura 4.1 Taxonomia de los nematodos

Fuente: (Crescencio, 2015)
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1.4.2 Clasificacion

De acuerdo con sus fuentes alimenticias
e Saprofitos: Se alimentan de materia organica en descomposicion.
e Predadores 0 zooparasitos: Devoran animales incluyendo otros nematodos.

¢ Fitoparasitos: Se nutren de plantas. En términos de habitat, los nematodos fitopatdgenos son
Ectoparasitos estas especies se alimentan desde afuera introduciendo solamente el estilete,
Semiendoparésitos comen introduciendo la mitad de su cuerpo, los endopardsitos es una
especie que se nutren metiendo todo su cuerpo, endoparasitos sedentarios come de una parte
de la planta, principalmente la raiz y los endoparasitos migratorios se nutren de la raiz, pero

pueden desplazarse a las hojas. (Salas Julio, 2017; Agrios, p. 666)

1.5 Nematodo — Passalurus sp.

Este parasito es muy frecuente en conejos de campo y domésticos, incluidos de granja, ya que las
larvas infectantes no salen de los huevos puestos por las hembras del paréasito y, por lo tanto, estan

muy protegidas hasta que son ingeridas por un nuevo hospedador. (Gutiérrez, Juan; 2015)

1.5.1 Informacién taxonémica de Passalurus sp.

La informacion taxonémica del nematodo en la Tabla 3.1.

Tabla 2.1 Taxonomia de Passalurus sp.

Reino Animalia
Phylum Nematoda
Clase Secernentea
Orden Ascaridida
Familia Oxyuridae
Género Passalurus

Fuente: (EOL, 2013)

1.5.2 Morfologia

Son de color semitransparentes, el macho adulto Passalurus sp, posee una sola espicula y tiene

de 3,8 mm a5 mm de largo, mientras que las hembras adultas miden de 5,3 mm a 11 mm de largo
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y aproximadamente 40 estriaciones cuticulares de la cola. Los huevos son alargados, de 93 p a

105 p de largo y 43 u de ancho, y se aplastan en un lado.

1.5.3 Ciclo evolutivo

Los huevos son puestos en el recto en estado de blastula (desarrollo embrionario) en donde
evolucionan al estado infectante en 18-24 horas, salen con las heces y permanecen viables durante
algun tiempo. La infestacion se realiza por medio de la ingestion de los huevos que contienen la
L2 por lo cual estos eclosionan al llegar al intestino. La muda L3, L4, asi como la madurez sexual

del parésito se realiza en las criptas mucosa del ciego y de otras partes del intestino grueso. (Quiroz
Héctor, 2005)

1.5.4 Signos clinicos y lesiones

En el caso de infecciones moderadas 0 masivas se manifiestan con anorexia, enflaquecimiento,
pelaje erizado y sin brillo, diarrea y condicion dermatolégica caracterizada por el picor en la zona

anal (prurito anal). (Chauca, 1997 citado en Quiroz, 2005)

La penetracion de las larvas en la mucosa del ciego y del colon provoca una irritacion, incluso
una inflamacién, que favorece la presencia de infecciones relacionadas por otros parasitos. La

sintomatologia de la oxiuridosis es poco especifica y depende del nimero de parasitos presentes.
(Gutiérrez Juan ,2015)

Otros autores han informado de los cambios inflamatorios en el ciego, distrofia vacuolar en el
higado y rifiones de los conejos infectados, acompafiado por la estimulacion inmune general.

(Quiroz Héctor, 2005)

1.5.5 Conejo - Oryctolagus cuniculus

El conejo es un mamifero que se alimenta exclusivamente de hierbas y granos, su cuerpo esta
cubierto por unos pelos espesos y suaves, propensos al panico, por eso su trato y transporte debe
ser cuidadoso. Cuando se encuentran nerviosos pueden arafiar con los miembros posteriores,

excepcionalmente y llegan a morder. (Fuentes Flor et al, 2010)
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1.5.5.1 Clasificacion taxonémica

En la Tablas 2.1 se indica la clasificacion taxondmica del conejo:

Tabla 3.1 Taxonomia del Conejo

Reino Animalia

Filo Chordata

Clase Mamalia, mamiferos
Orden Lagomorpha
Familia Leporidae

Género Oryctolagus

Especie O.cuniculus

Fuente: (Fuentes Flor et al, 2010; p.7; Marquez Manuel; 2014)_

1.5.5.2 Reproduccion

La edad méas adecuada para iniciar la reproduccién en los conejos varia segun la raza, el sexo,
estacion y las caracteristicas individuales. La vida reproductiva del conejo se extiende desde los
6 meses de edad a los 3 y 4 afios. El tiempo de gestacion de la hembra dura entre 31 a 32 dias y
la lactancia 56 dias totalizando 87 dias. Paren entre cuatro a diez ejemplares, las crias nacen ciegas

y sin pelo no obstante a las cuatro semanas ya pueden ingerir alimento sélido. (Manuel Mérquez;
2014; Fuentes Flor et al, 2010a; p. 12)

Por lo tanto, cada hembra esta tedricamente en condiciones de parir y criar cuatro camadas al afio
con un periodo de descanso de 17 dias. Es recomendable utilizar al macho como reproductor
luego de cumplidos los ocho meses de edad, al principio una vez por semana y luego hasta dos

VECes por semana. (Fuentes Flor et al, 2010b; p. 12)

1.6 Nematodo - Meloidogyne sp.

Se conoce vulgarmente nematodos de agallas ya que forma nddulos en raices y gusano redondo,
debido a la forma de su cuerpo en un corte transversal. Se podria decir que es un endoparasito
porgue se alimentan metiendo todo su cuerpo y deposita sus huevos dentro de las raices de las
plantas o junto a estas. Una vez dentro de la raiz, comienza a inyectar sustancias toxicas que

provocan un crecimiento anormal de los tejidos de la planta y provoca la generacion de agallas.
(Carmona G.et al., 2014)
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1.6.1 Taxonomia

En la Tabla 5.1 se identifica la taxonomia del nematodo Meloidogyne sp.

Tabla 4.1 Taxonomia de Meloidogyne sp.

Reino Animalia
Phylum Nematoda

clase Secernentea
Orden Tylenchida
Subfamilia Tylenchoidea
Familia Meloidogynidae
Género Meloidogyne

Fuente: (Taylor, Sasser, 1983 citado Escobar, 2006)

1.6.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Meloidogyne, como se observa en la Figura 6.1, estd dado por una serie de
cuatro estadios juveniles, separados por mudas (cambio de cuticula). El primer estadio se
caracteriza por un huevo embrionario donde crece una pequefa larva. Esta fase termina con la
primera muda. El segundo estadio denominado J2 es el infectivo dado a que el nematodo penetra
la raiz y migrar a un sitio cercano del tejido vascular para destinarlo como un sitio permanente de
alimento. El sedentarismo del nematodo se inicia con la alimentacion y da inicio al tercer estadio.
La adultez la alcanza en el cuarto estadio. Las hembras adultas son bulbosas y carecen de
movilidad, la produccion de huevos empieza pasadas las 3 a 6 semanas de la infeccion inicial

dependiendo de las condiciones ambientales y caracteristicas de las especies. (Williamson & Hussey,
1996 citado en Zarate, Santiago; 2008)

Ciclo de vida de Meloidogyne sp. J2 ingresan a la raiz

P T——= /"2 —

Huevos embrionarios \L

o
Hembica - (1°muda)

deposita
T\ 29 muda

huevos
T g T —— 3° muda
Machos salen de la raiz 4° muda

© Nematode Int

Rothamsted

Figura 5.1 Ciclo de vida de Meloidogyne sp.
Fuente: (Zarate, Santiago; 2008)
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1.6.3 Sintomas ocasionados por los nematodos

Los nematodos que infectan a las plantas producen sintomas tanto en las raices como en los
organos aéreos de las plantas. Los sintomas de la raiz aparecen en forma de nudos, agallas o
lesiones en ella, ramificacion excesiva de la raiz, puntas dafiadas de estas Gltima y pudriciones de
la raiz cuando las infecciones por nematodos van acompafadas por bacterias y hongos saprofitos

o fitopat6genos. (Carmona G.et al., 2014)

Estos sintomas con frecuencia van acompafiados por otras sefiales no caracteristicos en los
organos aéreos de las plantas y que aparecen principalmente en forma de un menor crecimiento,
deficiencia en nutrientes como el amarillamiento del follaje, el marchitamiento excesivo en

tiempo célido o seco, una menor produccion de las plantas y una baja calidad de sus productos.
(Agrios, 2002 citado en Carmona G.et al., 2014)

Algunas especies de nematodos invaden los 6rganos aéreos de las plantas mas que las raices, y
en ello producen agallas, pudriciones y lesiones necréticas (muerte), retorcimientos o
deformaciones de las hojas y tallos y un desarrollo anormal de los verticilos florales. Algunos
nematodos atacan a los granos o gramineas formando agallas llenas de ellos mismos en vez de

semillas. (Agrios, p. 668)

1.6.4 Lechuga - Lactuca sativa L.

La lechuga (Lactuca sativa L.), se consume durante todas las épocas del afio, por lo que siempre
existe en el mercado gran demanda de este producto. La duracion del cultivo suele ser de 50-60
dias para las variedades tempranas y de 70-80 dias para las tardias, como término medio, desde

la plantacion hasta la recoleccion. (Figura 5.1) (Japén José, p.2)
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1.6.4.1 Taxonomia

En la Tabla 4.1 se indica la clasificacion taxonémica de la lechuga

Tabla 5.1 Taxonomia de la lechuga

Reino Espermatofita

Division Angiospermas
Subclase Dicotiledonea

Familia Compositae (Asteracea)
Género Lactuca

Especie L.Sativa

Variedad Botanica | Capitata

Fuente: (Osorio & Lobo, 1983, citado en Jaramillo Jorge, 2016)

1.6.4.2 Variedad

Las variedades de lechuga se pueden clasificar en los siguientes grupos botanicos:

Romanas: Lactuca sativa var. Longifolia, no forman un verdadero cogollo, las hojas son
oblongas, con bordes enteros y nervio central ancho, ejemplo: la romana y la baby.
Acogolladas: Lactuca sativa var. Capitata, estas lechugas forman un cogollo apretado de hojas,
ejemplo: Batavia, Mantecosa o Trocadero, Iceberg.

De hojas sueltas: Lactuca sativa var. Inybacea, son lechugas que poseen las hojas sueltas y
dispersas, ejemplo: Lollo Rossa, Red Salad Bowl, Cracarelle.

Lechuga espérrago: Lactuca sativa var. Augustaza, son aquéllas que se aprovechan por sus

tallos, teniendo las hojas puntiagudas y lanceoladas. (Casaca Angel, 2005)

Lechugas de cabeza, arrepollada (L. sativa var. capitata L.)

En este grupo se encuentran las lechugas que se caracterizan por presentar cabeza cerrada y mayor
resistencia al dafio mecanico. En su interior las hojas forman un cogollo apretado o cabeza firme,

las hojas exteriores son abiertas, gruesas, crujientes con bordes rizados y sirven de envoltura y

proteccion al cogollo. (Flérez et al., 2012, citado en Jaramillo Jorge, 2016)

18



CAPITULO Il

2  METODOLOGIA

2.1 Hipdtesis y especificacion de variables

2.1.1 Identificacion de variables

2.1.1.1 Variable dependiente

e Porcentaje de mortalidad

2.1.1.2  Variables Independientes

Extractos

Concentraciones

Nematodos

Tiempo de exposicion

2.1.2  Hipdtesis

2.1.2.1 Hipétesis nula

HO: Los extractos, concentraciones, el tiempo de exposicién no causa mortalidad en las dos

especies de nematodos Passalurus sp y Meloidogyne sp.).

2.1.2.2 Hipotesis alternativa

H1: Al menos un extracto, una concentracion y un determinado tiempo de exposicion causan

mortalidad en las dos especies de nematodos (Passalurus sp y Meloidogyne sp).
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2.2 Tipoy disefio de la investigacion

2.2.1 Por el tipo de investigacion

Este trabajo de titulacion es investigacion aplicada, ya que realizo la indagacion tedrica y se llevd

a la préctica.

2.2.2  Por el disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion es Experimental, debido a que se manipula los diferentes factores
como concentracién, los cuatro tiempos y los nematodos Passalurus sp y Meloidogyne sp, para

evaluar actividad nematicida del Pleurotus ostreatus.

2.2.3 Lugar de investigacion

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias y
en el Laboratorio de Ciencias Bioldgicas de la Facultad de Recursos Naturales de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo (Figura 1.2), en el primero laboratorio se realizo la extraccion
del extracto etandlico del Pleurotus ostreatus, y en el de Ciencias Bildgicas de se ejecutd la
extraccion del extracto acuoso del hongo y la mortalidad de los nematodos Passalurus sp y

Meloidogyne sp.

20



y
\*
ab. Ciencias
-t
PN

- .
{Escuela

7 ; \
| ,Sru'pefr_v\lor\ .
;Pohtecm%l.de\“
AChimborazog

Figura 1.2 Ubicacion de los laboratorios donde se ejecut6 la investigacion
Fuente: Google Earth

2.2.4 Unidad de andlisis

El extracto etandlico y acuoso del Pleurotus ostreatus.

2.2.,5 2.2.5Poblacion de estudio

Fueron 96 tratamientos para el extracto etandlico, para las diferentes variantes que hubo: cuatro
concentraciones, cuatro tiempos, en dos especies de nematodos y las tres repeticiones, también

96 tratamientos para el extracto acuoso para las mismas variantes antes mencionadas. (Anexo A-
B)
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2.3 Etapas de la investigacion

2.3.1 Materiales, equipos y reactivos

Materiales
e Mortero
e Papel filtro

e Dos mangueras

e Reverbero

e Soporte universal

e Pinzas

e Cartucho o dedal (muestra)
e Hiloyaguja

e (Gasas

e Frasco vidrio

e Pala

e Guantes

e Marcador permanente
e Fundas ziploc

e Pala

e Marcador permanente

e Cuchillo
e Soporte

e Servilleta
e Ligas

e Cribade 25 um

e Vaso de precipitacion 20 mi
e Cajas Petri

e Micro Pipeta

e Pipeta Pauster

e Libreta

e Esfero

e Marcador
e Reloj

e Camara fotogréafica
22



Reactivo

e Etanol

Equipos

e Balanza analitica

e Estufa

e Equipo Soxhlet

e Rotavapor

e Embudo de Baermann

e Microscopio

2.3.2 Obtencion del hongo Pleurotus ostreatus

El Pleurotus ostreatus, fue proporcionado por el Laboratorio de Biotecnologia Ambiental de la

Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. (Anexo D.1)

2.3.3 Preparacion de muestra

Los hongos fueron deshidratados en la estufa a 45 °C durante 24 horas después fue triturado y
pesado 10g para cada una de las 8 extracciones, luego los 10g pesados fue colocada en el cartucho

o llamado también dedal (Anexo D.3y D.4).

2.3.4  Obtencidn del extracto etandlico

La extraccion se realiz6 en el equipo Soxhlet (Figura 2.2), donde se utiliz6 10 g de Pleurotus
ostreatus y 200 ml de etanol para cada una de las ocho extracciones. Una vez que se ha dado por
terminada la operacion de extraccion, el extracto que quedo en el balén fue llevado al equipo
rotavapor a la temperatura de la extraccion del solvente, el extracto concentrado que se obtuvo en
las ocho extracciones fue de 7ml de extracto, luego fue colocado en una botella de vidrio ambar
y se etiqueto. (Nufiez C, 2008). (ANEXO E)
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Figura 2.2 Equipo Soxhlet
Fuente: (Guarnizo.A; 2009)

2.3.5 Obtencidn del extracto acuoso

Se macero 6g de micelio del Pleurotus ostreatus con 10 ml de agua durante 15min y del cual se
obtuvo 14 ml de extracto acuoso, luego se colocd en un frasco de &ambar y se lo etiqueto. (ANEXO
F)

2.3.6  Muestreo de estiércol de conejo
El muestreo de estiércol de conejo se realiz6 en la Unidad Académica de especies menores de la
Facultad de Ciencias Pecuarias, se recogio aleatoriamente las muestras de estiércol de conejo. Por

lo que efectdo lo siguiente:

¢+ Tomar con una pala el estiércol de conejo y colocar en bolsas ziploc de los diferentes puntos
muestreados.

e

A

Identificar las muestras

0
0.0

Llevar al laboratorio

7
0‘0

De la muestra recogida sacar las ramas de alfalfa para dejar solo el estiércol para la extraccion
de los nematodos. (ANEXO G.1)

2.3.7 Muestreo del suelo de la rizosfera de las lechugas

Para realizar el muestreo del suelo de la rizosfera del cultivo de lechuga se establecid lo siguiente:

/

«»+ Se identificé donde se va a muestrear

®

¢+ Para muestrear se utilizé una pala para sacar raices con suelo adherido
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% La muestra se deposita en una bolsa ziploc.

«+ Luego se identificd la muestra que plantacion, fecha y otros datos (ANEXO H.1)

2.3.8 Extraccion de nematodos

2.3.8.1 Extraccion del nematodo Passalurus sp

Se ejecuto la extraccion de nematodos mediante el embudo de Baermann (Figura 3.2) consta de
un embudo de 12 cm de didmetro de vidrio en la parte inferior una manguera de hule suave que
sostiene un tubo de vidrio, este método de extraccion se basa en el movimiento de nematodos, ya
que las heces son suspendidas en agua y estos nematodos se mueven hacia el fondo, donde pueden
ser recolectadas mediante el tubo que se encuentra en la parte inferior del embudo y en la parte

superior una malla para la muestras.

La muestra de estiércol de conejo se coloca en una servilleta para que no se derrame la muestra
se coloca una liga de ahi va al embudo de Baermann, se esperd dos horas, luego el agua se vierte
por una criba de 25 um de didmetro donde los nematodos se quedan, luego es lavado con un poco

de aguay recogido los nematodos en un vaso de precipitacion de 10 a 20 ml. (ANEXO G.2y G.3)

Figura 3.2 Embudo de Baermann
Fuente: (Morales Gustavo, 2016)
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2.3.8.2 Extraccion del nematodo Meloidogyne sp.

Mediante el embudo de Baermann (Figura 3.2) se extrajo los nematodos el cual consta de un
embudo de vidrio de 12 cm de didmetro con una malla en la parte superior para sostener la muestra

y en la parte inferior una manguera de hule suave que sostiene un tubo de vidrio.

Luego la muestra de suelo de la rizosfera de las lechugas se ubico en una servilleta y para que no
se riegue se coloca una liga, después se puso la muestra de suelo en la malla del embudo de
Baermann y se llen6 de agua potable hasta la muestra (ANEXO H.2 — H.3). Pasado de 24 horas
el agua se vierte por una criba de 25 um de diametro donde los nematodos se quedan, luego es

lavado con un poco de agua y recogido en un vaso de precipitacion de 20 ml los nematodos.

2.3.9 Seleccion de la poblacion de neméatodos

Los nematodos extraidos del estiércol de conejo y de la rizosfera de las lechugas se seleccioné 30
nematodos como se muestra cdmo se indica en la Tabla 1.2 para cada una de las cuatro
concentraciones escogidas también para cada tiempo determinado y cada nematodo Passalurus
sp y Meloidogyne sp, con la ayuda de una micro pipeta (Thermo Labsystems 4500 de 10-100 ul
pipeta Finnpipette) por el microscopio (AmScope). (ANEXO 1)
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Tabla 1.2 Seleccién de la cantidad de nematodos para las dos especies, las cuatro concentraciones
y los cuatro tiempos

Passalurus sp. MR 52
Concentracion | Tiempo #Nematodos Concentracion Tiempo | #Nematodos

10min 30 10min 30
12 20min 30 12 20min 30
30min 30 30min 30
60min 30 60min 30
10min 30 10min 30
20min 30 20min 30
30min 30 30min 30

Extracto . :
etanélico 25 60min 30 25 60min 30
10min 30 10min 30
20min 30 20min 30
30min 30 30min 30
50 60min 30 50 60min 30
10min 30 10min 30
20min 30 20min 30
30min 30 30min 30
75 60min 30 75 60min 30
10min 30 10min 30
12 20min 30 12 20min 30
30min 30 30min 30
60min 30 60min 30
10min 30 10min 30
20min 30 20min 30
30min 30 30min 30
Extracto 25 60min 30 25 60min 30
ALY 10min 30 10min 30
20min 30 20min 30
30min 30 30min 30
50 60min 30 50 60min 30
10min 30 10min 30
20min 30 20min 30
30min 30 30min 30
75 60min 30 75 60min 30

Realizado por: Lizeth Alvear, 2017
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2.3.10 Determinacion de la mortalidad de los nematodos

En una poblacién de 30 nematodos para cada una de las cuatro concentraciones del extracto
etandlico y acuoso, para los cuatro tiempos de exposicion, los nematodos Passalurus sp y

Meloidogyne sp que se plante6 en la investigacion.

En cada caja Petri de 30 nematodos se coloc6 12, 25, 50 y 75 ul de extracto etandlico en un tiempo
de exposicion de 10, 20, 30 y 60 min y para cada una de las especies de nematodos. EI mismo
procedimiento se realizd para el extracto acuoso del Pleurotus ostreatus, posteriormente se
observé por el microscopio los nematodos muertos (ANEXO J, Ky L) y por tltimo se obtuvo el

porcentaje de mortalidad
Para analizar los datos obtenidos se sometieron al anélisis de varianza (ANAVA) y prueba de

comparacién de medias de Tukey a un nivel de probabilidad del 5% mediante el empleo del

programa InfoStat 2017.
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CAPITULO III

3 RESULTADOS

3.1 Andlisis de resultados

3.1.1 Mortalidad de dos especies de nematodos por efecto de los extractos etandlico y acuoso

del Pleurotus ostreatus en cuatro concentraciones, en cuatro tiempos.

Para la prueba in vitro, se realizo6 el analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad (efecto
nematicida) de dos especies de nematodos (Passalurus sp y Meloidogyne sp.) por efecto de los
extractos etandlico y acuoso provenientes de Pleurotus ostreatus sometidos a cuatro
concentraciones que son 12, 25,50 y 75 %, en cuatro tiempos de exposicion 10 min, 20 min, 30
min y 60 min, lo cual indic6 diferencias altamente significativos para extractos, tiempo de
exposicion, extractos *tiempo y concentracién*tiempo, en cambio para los significativos fueron

concentracion, extractos * concentracion. (Tabla 1.3 y ANEXO M)

Tabla 1.3 Analisis de la VVarianza para mortalidad de dos especies de nematodos de los extractos
etandlico y acuoso del Pleurotus ostreatus en cuatro concentraciones y cuatro tiempos.

Fuente de Variacion Suma de G_rados de Meqia} F p-valor

cuadrados libertad cuadratica

Extractos 458251,11 1| 458251,11| 208015,31| <0,0001 **

Concentraciones 45,14 3 15,05 6,83 0,0002 *

Nematodos 4,09 1 4,09 1,85 0,1752 ns

Tiempo 1204 3 40,13 18,22 | <0,0001 **

Extractos*concentracion 25,72 3 8,57 3,89 0,0102 *

Extractos*nematodos 0,75 1 0,75 0,34 0,5601 ns

Extractos*tiempo 69,56 3 23,19 10,53 | <0,0001 **

Concentracion*nematodos 4,13 3 1,38 0,62 0,6000 ns

Concentracion*tiempo 86,03 9 9,56 434 | <0,0001 **

Error 341,46 155 2,20

Total 458963,2 191

CV 2,95

**/ Denotan diferencias o efectos altamente significativos (< P 0.0001)
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3.1.2 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos mediante el extracto

etanolico y acuoso

Se observa en la Tabla 2.3 que el extracto etandlico presenta el 99.10% de mortalidad
estadisticamente siendo altamente significativo (p=>0.001) y ocupando el nivel A, al contrario,
para el extracto acuoso murieron el 1,40% de los nematodos Passalurus sp y Meloidogyne sp,

guedando en el grupo B. (Grafico 1. 3)

Tabla 2.3 Andlisis de la Varianza para mortalidad de dos especies de nematodos de los extractos
etandlico y acuoso del Pleurotus ostreatus en cuatro concentraciones y cuatro tiempos.

% de

mortalidad Grupo

Extractos

Extracto Etanolico 99,10 A

Extracto Acuoso 1,40 B

Con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

120

100

80

60

40

20

Porcentaje de mortalidad

Extracto Etandlico Extracto Acuoso

% de

mortalidad 91 L4

Extractos del Pleurotus ostretus

Grafico 1.3 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos mediante el extracto

acuoso y etandlico del P. ostreatus
Realizado por: Lizeth Alvear, 2017

Datos de la investigacion de Heydari, R. Pourjam, E y Mohammadi, G. (2006), de los filtrados de
cultivo del P. ostreatus mostraron mayor actividad nematicida hacia Meloidogyne sp en el estado
J2 , en una dilucién mataron el 100% de nematodos en un periodo de 24h, en la cual hubo una
similitud en porcentaje alto ya que se obtuvo 99.10% de mortalidad con el extracto etandlico pero

el tiempo de exposicion varian ya que de 60 min a 24h hay una gran diferencia, en cambio con
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los datos de menor porcentaje de mortalidad en (Heydari, et al.,2006) fue en una dilucion de 25
durante 4 horas de exposicién mataron el 10,6 % de Meloidogyne sp.,comparando con el extracto
acuoso obtuvo menor porcentaje de muerte que una fuente de variacion pudo ser el menor tiempo

de exposicidn.

3.1.3 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos a través de las

concentraciones de los extractos del P. ostreatus

El Grafico 2.3y la Tabla 3.3 indica que con 75 ul de concentracion de extracto acuoso y etanélico
del P. ostreatus causa un mayor porcentaje de mortalidad dado que este se encuentra en el grupo
A con el 50,96% de muerte de los nematodos Passalurus sp y Meloidogyne sp, para el 50 ul de
extracto se obtuvo una mortalidad del 50.44% estando en el grupo A - B y para las concentraciones

de 25 ul'y 12 pl de los extractos resultaron en el grupo B.

Tabla 3.3 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos de las cuatro
concentraciones de los extractos del P. ostreatus

L Porcentaje de
Concentracion .J Grupo
mortalidad
75 ul 50,96 A
50 ul 50,44 A B
25 ul 49,83 B
12 ul 49,77 B
Con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
51,2
= 51
§e, 50,8
© 50,6
£
o 50,4
E 502
[<5]
© 50
(5]
'5 49,8
c 49,6
[«5)
g 49,4
o 49,2
49
75 ul 50 pl 25 pl 12 ul
Porcentaje de 50,96 50,44 49,83 49,77

mortalidad

Concentracion delextracto

Gréfico 2 .3 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos con respecto a las cuatro

concentraciones de los extracto del P. Ostreatus
Realizado por: Lizeth Alvear, 2017
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En la investigacién de Barron y Thorn 1987, que fueron transferidos 25 nematodos y s6lo 1
recuperado, de este modo se compard con el extracto etandlico se obtuvo la mortalidad de los 30
nematodos escogidos sobre las cuatro concentraciones, en cambio para el extracto acuso mayor

mortalidad se obtuvo en 75ul con la muerte de 2 nematodos Meloidogyne sp y 3 Passalurus sp.

3.1.4 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos mediante el tiempo de

exposicion

En cuanto al tiempo de exposicion de los extractos etanélico y acuoso del Pleurotus ostreatus
(Tabla 4.3), se identifico que el mejor resultado en la muerte de las dos especies de nematodos
fue de 60 min con el 51.60% de mortalidad dando esto el nivel A, por lo tanto, para los 30,20 y

10 minutos que obtuvieron un porcentaje menor se encuentran en el grupo B. (Grafico 3.3)

Tabla 4.3 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos mediante los cuatro tiempos
de exposicién

. % de
Tiempo . Grupo
P mortalidad P
60 min 51,60 A
30 min 49,98 B
20 min 49,79 B
10 min 49,63 B
Con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0,05)
T 52,00
=l
c—j 51,50
S 51,00
IS
3z 50,50
% 50,00
S 49,50
e
g 49,00
48,50 . . . .
60 min 30 min 20 min 10 min
= 9%de
mortalidad 51,60 49,98 49,79 49,63
Tiempo de exposicion

Grafico 3.3 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos mediante los cuatro
tiempos de exposicién
Realizado por: Lizeth Alvear, 2017

En comparacion con la investigacion de Kwok, Plattner. R, Weisleder. D, y Wicklow (1992), de

toxina del Pleurotus ostreatus NRRL3526 que inmoviliz6 el 95% de los nematodos (Panagrellus
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redivivus) dentro de 1 hora a 300 ppm de concentracion, se puede indicar que se tiene el mismo
tiempo de exposicidn no por eso se debe obtener el mismo porcentaje de mortalidad porque hay
otras variantes para el resultado del porcentaje de muerte como puede ser la concentracion, la

forma de obtener el extracto para la exposicién sobre los nematodos.

3.1.5 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos mediante la interaccion

entre extractos y concentraciones del Pleurotus ostreatus

El Grafico 4.3 muestra el mayor porcentaje de mortalidad de las cuatro concentraciones que
fueron de 75, 50, 25 y 12ul del extracto etandlico del Pleurotus ostreatus, quedandose en el grupo
A,y para el extracto acuoso el que causo mayor muerte fue el 75y 50 ul de extracto encontrandose
en el grupo B, dado a esto en el grupo C se compartieron las concentracion de 12, 25,50ul de
extracto acuosos quienes causaron menor muerte en las especies de nematodos Passalurus sp y

Meloidogyne sp. (Tabla 5.3)

Tabla 5.3 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos a causas de las cuatro
concentraciones del extracto etan6lico y acuoso Pleurotus ostreatus.

Extractos Concentraciones % de mortalidad Nivel

Etanolico 75 ul 99,29 A

Etandlico 50 pl 99,13 A

Etandlico 25 ul 99,04 A

Etanolico 12 pl 98,06 A

ACu0s0 75 ul 2,63 B
Acuo0s0 50 ul 1,75 B C
Acuos0 25 ul 0,62 C
Acuos0 12 ul 0,58 C

Con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Grafico 4.3 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos para la interaccion entre

el extracto etanélico y acuoso y las cuatro concentraciones del extracto
Realizado por: Lizeth Alvear, 2017

El trabajo de Sierra Janeth, 2014, demuestra que el tratamiento de P. ostreatus a las 72 horas en
la dosis de 75 gramos fue la que presentd un mayor porcentaje de individuos muertos con el 46.8%
de mortalidad, en comparacion con la concentracion fue superior a la que se utiliz6 en el ensayo,
pero asi se obtuvo el 99,29% de muerte de las dos especies de nematodos y el tiempo de

exposicion del trabajo fue menor al de la investigacion con la que fue comparado.

3.1.6 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos mediante la interaccion

entre extractos y tiempo

Mediante la prueba de Tukey para la interaccion entre los extractos etandlico y acuoso del
Pleurotus ostreatus frente a los diferentes tiempos de exposicion que se tomaron en cuenta (Tabla
6.3), el mayor porcentaje de mortalidad en las dos especies de nematodos fue con el extracto
etandlico, en los 60,30,20 y 10min de exposicion con el 99, 42% a 98,79% el cual nos proporciona
al nivel A. Distinto a lo que pasa con el extracto acuoso ya que el mayor porcentaje de individuos
muertos es de 3.79% en una exposicion de 60 min con una nivel B y para los demas tiempos de
30,20 y 10min quedandose en el nivel C. (Gréfico 5.3)
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Tabla 6.3 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos para la interaccidn extractos
etandlico, acuoso y los cuatro tiempos de exposicion.

. % de
Extractos Tiempo mortalidad Grupo

Etandlico 60 min 99,42 | A

Etandlico 30 min 99,21 | A

Etanodlico 20 min 99,00 | A

Etandlico 10 min 98,79 | A

AcCU0s0 60 min 3,79 B
ACU0s0 30 min 0,75 C
AcCu0s0 20 min 0,58 C
AcCu0s0 10 min 0,46 C

Con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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extractos etandlico, acuoso y los cuatro tiempos de exposicién.
Realizado por: Lizeth Alvear, 2017

En la investigacion de Kwok, Plattner.R, Weisleder.D, y Wicklow (1992), concluyen gue la toxina
del Pleurotus ostreatus inmoviliza hasta el 95% de los nematodos (Panagrellus redivivus) dentro
de 1 hora a 300 ppm de concentracion, comparando con el analisis del extracto etandlico

obtuvieron un alto porcentaje de mortalidad de los nematodos, en un mismo tiempo de exposicion.
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3.1.7 Porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos mediante la interaccion

entre concentracion de los extractos y el tiempo de exposicion

El porcentaje de mortalidad de los nematodos Passalurus sp y Meloidogyne sp, mediante la
interaccion entre el tiempo de exposicion y las concentraciones de los extractos etanélico y acuoso
fueron altamente significativo p = >0.0001 (Tabla 1.3), lo cual se consiguio el 54 %y 52,25% de
muerte, con la concentracién de 75 ul y el 50 ul de los extractos del Pleurotus ostreatus durante
60 min por lo que se encontraron en el grupo A. Por otro lado, para las concentraciones de 12, 25,
50 y 75ul en los tiempos de exposicién de 30, 20 y 10 min se encuentran en el grupo B. (Tabla
7.3 y Grafico 6.3)

Tabla 7.3 Porcentaje de mortalidad para las dos especies de nematodos a causa de los cuatro
tiempos de exposicidn y los extractos etanolico y acuoso

Concentracion Tiempo % de mortalidad Grupo

75ul 60 min 54,00 A

50ul 60 min 52,25 A

25ul 60 min 50,17 B
75ul 30 min 50,17 B
50ul 30 min 50,00 B
12pul 60 min 50,00 B
25ul 30 min 49,92 B
75ul 20 min 49,92 B
50ul 20 min 49,83 B
12ul 30 min 49,83 B
75ul 10 min 49,75 B
25ul 20 min 49,75 B
50ul 10 min 49,67 B
25ul 10 min 49,67 B
12ul 20 min 49,58 B
12ul 10 min 49,50 B

Con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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De la misma manera se realiza la comparacién con otra investigacion en el caso de Sierra Janeth,
2014, demuestra que el tratamiento de P. ostreatus a las 72 horas en la dosis de 75 gramos fue la
que presentd un mayor porcentaje de individuos muertos con el 46.8% de mortalidad, la cual varia
ya que la concentracion mas significativa en el trabajo fue de 75ul y el tiempo de exposicion de
60 min cual fue otra variante, pero asi se obtuvo el 54 % de mortalidad de los nematodos

Passalurus sp y Meloidogyne sp.
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CONCLUSIONES

La mayor actividad nematicida se encontr6 en el extracto etandlico que se obtuvo el 99.10%
de mortalidad de los nematodos Passalurus sp y Meloidogyne sp, en cambio con el extracto

acuoso la mortalidad fue de 1.40%.

El mayor porcentaje de mortalidad de las dos especies de nematodos fue el 51,60% durante
60 min de exposicion, seguido de los 30 min con el 49,89% de muerte por los extractos

etandlico y acuoso del Pleurotus ostreatus.

Referente a las concentraciones de los extractos del Pleurotus ostreatus, la concentracién de
mayor efectividad fue de 75 ul del extracto acuosos y etanélico con el 50,96% de mortalidad
de los Passalurus sp y Meloidogyne sp, seguido del 50 ul de los extractos con el 50.44% de

muerte de los nematodos.

RECOMENDACIONES

Realizar nuevas investigaciones con otras especies de nematodos y diferentes

concentraciones del extracto del hongo Pleurotus ostreatus.

Se necesitan investigaciones sobre actividad nematicida de Pleurotus ostreatus y buscar otras

alternativas en bacterias, plantas que tengan accion nematici
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ANEXOS

ANEXO A. Tratamiento para el extracto etanolico
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E1: Extracto Etanélico N1: Passalurus sp. N2: Meloidogyne sp.

C1: Concentracion 12%, C2: Concentracion 25%, C3: Concentracion 50%, C4: Concentracion 75% R1, 2, 3: Repeticion 1, 2, 3



ANEXO B. Tratamiento para el extracto acuoso
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E2: Extracto Acuoso N1: Passalurus sp. N2: Meloidogyne sp.
C1: Concentracion 12%, C2: Concentracion 25%, C3: Concentracion 50%, C4: Concentracion 75% R1, 2, 3: Repeticion 1,



ANEXO C. Cadigos de los tratamientos en cajas Petri

Caddigo de los tratamientos

E1CIN1ITIR1 E1C2N1T1R1 E1C3N1T1R1 E1C4N1T1R1
E1CINITIR2 E1C2N1T1R2 E1C3N1T1R2 E1C4AN1TIR2
E1CINITIR3 E1C2N1T1R3 E1C3N1T1R3 E1C4N1T1R3
E1CIN1T2R1 E1C2N1T2R1 E1C3N1T2R1 E1C4N1T2R1
E1CIN1T2R2 E1C2N1T2R2 E1C3N1T2R2 E1C4AN1T2R2
E1CIN1T2R3 E1C2N1T2R3 E1C3N1T2R3 E1C4N1T2R3
E1CINIT3R1 E1C2N1T3R1 E1C3N1T3R1 E1C4AN1T3R1
E1CIN1T3R2 E1C2N1T3R2 E1C3N1T3R2 E1C4N1T3R2
E1CIN1IT3R3 E1C2N1T3R3 E1C3N1T3R3 E1C4N1T3R3
E1CIN1T4R1 E1C2N1T4R1 E1C3N1T4R1 E1C4AN1T4R1
E1CIN1T4R2 E1C2N1T4R2 E1C3N1T4R2 E1C4AN1T4R2
E1CIN1T4R3 E1C2N1T4R3 E1C3N1T4R3 E1C4N1T4R3
E1CIN2T1R1 E1C2N2T1R1 E1C3N2T1R1 E1C4N2T1R1
E1CIN2T1R2 E1C2N2T1R2 E1C3N2T1R2 E1C4AN2T1R2
E1CIN2T1R3 E1C2N2T1R3 E1C3N2T1R3 E1C4N2T1R3
E1CIN2T2R1 E1C2N2T2R1 E1C3N2T2R1 E1C4AN2T2R1
E1CIN2T2R2 E1C2N2T2R2 E1C3N2T2R2 E1C4AN2T2R2
E1CIN2T2R3 E1C2N2T2R3 E1C3N2T2R3 E1C4AN2T2R3
E1CIN2T3R1 E1C2N2T3R1 E1C3N2T3R1 E1C4N2T3R1
E1CIN2T3R2 E1C2N2T3R2 E1C3N2T3R2 E1C4AN2T3R2
E1CIN2T3R3 E1C2N2T3R3 E1C3N2T3R3 E1C4N2T3R3
E1CIN2T4R1 E1C2N2T4R1 E1C3N2T4R1 E1C4AN2T4R1
E1CIN2T4R2 E1C2N2T4R2 E1C3N2T4R2 E1C4AN2T4R2
E1CIN2T4R3 E1C2N2T4R3 E1C3N2T4R3 E1C4N2T4R3




Continuacion

E2CIN1T1R1 E2C2N1T1R1 E2C3N1T1R1 E2C4N1T1R1
E2CIN1T1R2 E2C2N1T1R2 E2C3N1T1R2 E2C4N1T1R2
E2CIN1T1R3 E2C2N1T1R3 E2C3N1T1R3 E2C4N1T1R3
E2CIN1T2R1 E2C2N1T2R1 E2C3N1T2R1 E2C4N1T2R1
E2CIN1T2R2 E2C2N1T2R2 E2C3N1T2R2 E2C4N1T2R2
E2CIN1T2R3 E2C2N1T2R3 E2C3N1T2R3 E2C4N1T2R3
E2CIN1T3R1 E2C2N1T3R1 E2C3N1T3R1 E2C4N1T3R1
E2CIN1T3R2 E2C2N1T3R2 E2C3N1T3R2 E2C4N1T3R2
E2CIN1T3R3 E2C2N1T3R3 E2C3N1T3R3 E2C4N1T3R3
E2CIN1T4R1 E2C2N1T4R1 E2C3N1T4R1 E2C4N1T4R1
E2CIN1T4R2 E2C2N1T4R2 E2C3N1T4R2 E2C4AN1T4R2
E2CIN1T4R3 E2C2N1T4R3 E2C3N1T4R3 E2C4N1T4R3
E2CIN2T1R1 E2C2N2T1R1 E2C3N2T1R1 E2C4N2T1R1
E2CIN2T1R2 E2C2N2T1R2 E2C3N2T1R2 E2C4N2T1R2
E2CIN2T1R3 E2C2N2T1R3 E2C3N2T1R3 E2C4N2T1R3
E2C1IN2T2R1 E2C2N2T2R1 E2C3N2T2R1 E2C4N2T2R1
E2C1IN2T2R2 E2C2N2T2R2 E2C3N2T2R2 E2C4N2T2R2
E2C1IN2T2R3 E2C2N2T2R3 E2C3N2T2R3 E2C4N2T2R3
E2C1IN2T3R1 E2C2N2T3R1 E2C3N2T3R1 E2C4N2T3R1
E2C1IN2T3R2 E2C2N2T3R2 E2C3N2T3R2 E2C4N2T3R2
E2C1IN2T3R3 E2C2N2T3R3 E2C3N2T3R3 E2C4N2T3R3
E2CIN2T4R1 E2C2N2T4R1 E2C3N2T4R1 E2C4N2T4R1
E2C1IN2T4R2 E2C2N2T4R2 E2C3N2T4R2 E2C4N2T4R2
E2C1IN2T4R3 E2C2N2T4R3 E2C3N2T4R3 E2C4N2T4R3
E = Extraccion T = Tiempo

C = Concentracion
N = Nematodo

R = Repeticiones




ANEXO D. Preparacion de la muestra del Pleurotus ostreatus

ANEXO D.3. Muestra triturada.

ANEXO D .4. Cartucho




ANEXO E. Obtencion del extracto etanolico

ANEXO E.2 Extracto concentrado por el

rotavapor
ANEXO E.1 Extraccion etanolico mediante

el equipo Soxhlet

ANEXO E.3 Extracto Etanélico




ANEXO F. Obtencién del extracto acuoso

l|. L] . ol 1 : I
ANEXO F.2 Extracto acuoso del P.O

ANEXO F.1 Micelio del P. ostreatus

ANEXO F.3 Ext. acuoso




ANEXO G. Muestreo y extraccion de nematodos Passalurus sp.

ANEXO G.2 Estiercol de conejo

ANEXO G.3 Extraccion de nematodos
estiércol de conejo - embudo de Baermann




ANEXO H. Muestreo y extraccion de los nematodos Meloidogyne sp.

ANEXO H.2 Muestra de suelo de larizosfera | ANEXO H.3 Extraccion de nematodos

de la lechuga Meloidogyne sp. - Embudo de Baermann




ANEXO 1. Seleccién y mortalidad de nematodos (Passalurus sp. Meloidogyne sp.)

ANEXO 1.1 Seleccion de nematodos

ANEXO 1.2 Nematodos seleccionados en la

caja Petri.

Ao

ANEXO 1.3 Colocar el extracto en los

nematodos

ANEXO 1.4 Extracto sobre los nematodos




ANEXO J. Mortalidad de los nematodos (Passalurus sp. Meloidogyne sp.)

ANEXO J.1 Los Passalurus sp, con extracto

etandlico.

ANEXO J.2 Los Meloidogyne sp con
extracto acuoso

ANEXO J.3 Los Passalurus sp, con extracto
acuoso.

ANEXO J.4 Los Meloidogyne sp, con
extracto acuoso




ANEXO K. Cantidad de Passalurus sp muertos

Nematodo Passalurus sp.
Extractos Concentraciones (ul) Tiempos Poblacion de Nematodos
nematodos muertos
10min 30 30
12 20min 30 30
30min 30 30
60min 30 30
10min 30 30
o5 20min 30 30
30min 30 30
- 60min 30 30
Etandlico 10min 30 30
50 20min 30 30
30min 30 30
60min 30 30
10min 30 30
20min 30 30
30min 30 30
75 60min 30 30
10min 30 0
12 20min 30 0
30min 30 0
60min 30 0
10min 30 0
25 20min 30 0
30min 30 0
ACLOSO 60min 30 0
10min 30 0
20min 30 0
S0 30min 30 0
60min 30 2
10min 30 0
75 20m?n 30 0
30min 30 0
60min 30 3




ANEXO L Cantidad de Meloidogyne sp. muertos

Nematodo Meloidogyne sp.
. . Poblacion de Nematodos
Extractos | Concentraciones (ul) | Tiempos nematodos muertos

10min 30 30

12 20min 30 30

30min 30 30

60min 30 30

10min 30 30

o5 20m!n 30 30

30min 30 30

Etanélico 60m!n 30 30
10min 30 30

50 20m!n 30 30

30min 30 30

60min 30 30

10min 30 30

20min 30 30

30min 30 30

75 60min 30 30

10min 30 0

12 20m!n 30 0

30min 30 0

60min 30 0

10min 30 0

o5 20m!n 30 0

30min 30 0

60min 30 0

ACUO0S0 -

10min 30 0

50 20m!n 30 0

30min 30 0

60min 30 1

10min 30 0

75 20m!n 30 0

30min 30 0

60min 30 2




ANEXO M. Resultados del ensayo

Extractos | Concentraciones | Nematodos Tiempo | Repeticiones | Mortalidad
Etanolico 12% | Passalurus sp 1 1 96
Etanolico 12% | Passalurus sp 1 2 100
Etandlico 12% | Passalurus sp 1 3 100
Etandlico 12% | Passalurus sp 2 1 97
Etandlico 12% | Passalurus sp 2 2 100
Etanolico 12% | Passalurus sp 2 3 100
Etanolico 12% | Passalurus sp 3 1 97
Etandlico 12% | Passalurus sp 3 2 100
Etandlico 12% | Passalurus sp 3 3 100
Etandlico 12% | Passalurus sp 4 1 100
Etanolico 12% | Passalurus sp 4 2 98
Etanolico 12% | Passalurus sp 4 3 100
Etandlico 12% | Meloidogyne sp. 1 1 96
Etanolico 12% | Meloidogyne sp. 1 2 100
Etanolico 12% | Meloidogyne sp. 1 3 100
Etanolico 12% | Meloidogyne sp. 2 1 96
Etandlico 12% | Meloidogyne sp. 2 2 100
Etandlico 12% | Meloidogyne sp. 2 3 100
Etanolico 12% | Meloidogyne sp. 3 1 100
Etanolico 12% | Meloidogyne sp. 3 2 98
Etanolico 12% | Meloidogyne sp. 3 3 100
Etandlico 12% | Meloidogyne sp. 4 1 100
Etanolico 12% | Meloidogyne sp. 4 2 97
Etanolico 12% | Meloidogyne sp. 4 3 100
Etandlico 25% | Passalurus sp 1 1 96
Etanolico 25% | Passalurus sp 1 2 100
Etanolico 25% | Passalurus sp 1 3 100
Etandlico 25% | Passalurus sp 2 1 97
Etanolico 25% | Passalurus sp 2 2 100
Etandlico 25% | Passalurus sp 2 3 100
Etandlico 25% | Passalurus sp 3 1 100
Etanolico 25% | Passalurus sp 3 2 98
Etanolico 25% | Passalurus sp 3 3 100
Etanolico 25% | Passalurus sp 4 1 99
Etandlico 25% | Passalurus sp 4 2 100
Etanolico 25% | Passalurus sp 4 3 100
Etanolico 25% | Meloidogyne sp. 1 1 96
Etandlico 25% | Meloidogyne sp. 1 2 100
Etanolico 25% | Meloidogyne sp. 1 3 100
Etanolico 25% | Meloidogyne sp. 2 1 97
Etanolico 25% | Meloidogyne sp. 2 2 100
Etandlico 25% | Meloidogyne sp. 2 3 100




Continuacion

Etanolico 25% | Meloidogyne sp. 3 1 100
Etandlico 25% | Meloidogyne sp. 3 2 97
Etanolico 25% | Meloidogyne sp. 3 3 100
Etanolico 25% | Meloidogyne sp. 4 1 100
Etanolico 25% | Meloidogyne sp. 4 2 97
Etanolico 25% | Meloidogyne sp. 4 3 100
Etandlico 50% | Passalurus sp 1 1 97
Etanolico 50% | Passalurus sp 1 2 100
Etandlico 50% | Passalurus sp 1 3 100
Etanolico 50% | Passalurus sp 2 1 100
Etandlico 50% | Passalurus sp 2 2 97
Etanolico 50% | Passalurus sp 2 3 100
Etandlico 50% | Passalurus sp 3 1 100
Etandlico 50% | Passalurus sp 3 2 98
Etanolico 50% | Passalurus sp 3 3 100
Etanolico 50% | Passalurus sp 4 1 100
Etanolico 50% | Passalurus sp 4 2 99
Etandlico 50% | Passalurus sp 4 3 100
Etanolico 50% | Meloidogyne sp. 1 1 100
Etanolico 50% | Meloidogyne sp. 1 2 96
Etanolico 50% | Meloidogyne sp. 1 3 100
Etanolico 50% | Meloidogyne sp. 2 1 100
Etanolico 50% | Meloidogyne sp. 2 2 97
Etanolico 50% | Meloidogyne sp. 2 3 100
Etanolico 50% | Meloidogyne sp. 3 1 100
Etandlico 50% | Meloidogyne sp. 3 2 97
Etanolico 50% | Meloidogyne sp. 3 3 100
Etanolico 50% | Meloidogyne sp. 4 1 98
Etanolico 50% | Meloidogyne sp. 4 2 100
Etanolico 50% | Meloidogyne sp. 4 3 100
Etanolico 75% | Passalurus sp 1 1 97
Etanolico 75% | Passalurus sp 1 2 100
Etanolico 75% | Passalurus sp 1 3 100
Etanolico 75% | Passalurus sp 2 1 100
Etandlico 75% | Passalurus sp 2 2 98
Etanolico 75% | Passalurus sp 2 3 100
Etanolico 75% | Passalurus sp 3 1 100
Etanolico 75% | Passalurus sp 3 2 98
Etandlico 75% | Passalurus sp 3 3 100
Etandlico 75% | Passalurus sp 4 1 100
Etanolico 75% | Passalurus sp 4 2 99
Etanolico 75% | Passalurus sp 4 3 100
Etanolico 75% | Meloidogyne sp. 1 1 100
Etanolico 75% | Meloidogyne sp. 1 2 97
Etandlico 75% | Meloidogyne sp. 1 3 100




Continuacion

Etandlico 75% | Meloidogyne sp. 2 1 100
Etanolico 75% | Meloidogyne sp. 2 2 97
Etanolico 75% | Meloidogyne sp. 2 3 100
Etanolico 75% | Meloidogyne sp. 3 1 100
Etanolico 75% | Meloidogyne sp. 3 2 98
Etanolico 75% | Meloidogyne sp. 3 3 100
Etanolico 75% | Meloidogyne sp. 4 1 100
Etanolico 75% | Meloidogyne sp. 4 2 99
Etandlico 75% | Meloidogyne sp 4 3 100
Acuoso 12% | Passalurus sp 1 1 0
ACU0S0 12% | Passalurus sp 1 2 1
ACU0s0 12% | Passalurus sp 1 3 0
Acuoso 12% | Passalurus sp 2 1 0
ACU0s0 12% | Passalurus sp 2 2 1
Acuoso 12% | Passalurus sp 2 3 0
Acuoso 12% | Passalurus sp 3 1 0
ACU0s0 12% | Passalurus sp 3 2 1
Acuoso 12% | Passalurus sp 3 3 0
ACU0S0 12% | Passalurus sp 4 1 2
ACu0s0 12% | Passalurus sp 4 2 0
ACU0S0 12% | Passalurus sp 4 3 0
Acu0so 12% | Meloidogyne sp. 1 1 2
Acuoso 12% | Meloidogyne sp. 1 2 0
Acuoso 12% | Meloidogyne sp. 1 3 0
Acuoso 12% | Meloidogyne sp. 2 1 2
ACU0S0 12% | Meloidogyne sp. 2 2 0
Acu0so 12% | Meloidogyne sp. 2 3 0
Acuoso 12% | Meloidogyne sp. 3 1 2
Acu0so 12% | Meloidogyne sp. 3 2 0
Acu0so 12% | Meloidogyne sp. 3 3 0
ACU0Ss0 12% | Meloidogyne sp. 4 1 3
Acu0so 12% | Meloidogyne sp. 4 2 0
Acuoso 12% | Meloidogyne sp. 4 3 0
ACU0S0 25% | Passalurus sp 1 1 1
Acuoso 25% | Passalurus sp 1 2 0
Acuo0so 25% | Passalurus sp 1 3 0
ACU0s0 25% | Passalurus sp 2 1 2
Acuoso 25% | Passalurus sp 2 2 0
ACU0S0 25% | Passalurus sp 2 3 0
Acu0s0 25% | Passalurus sp 3 1 2
ACU0s0 25% | Passalurus sp 3 2 0
ACU0s0 25% | Passalurus sp 3 3 0
Acuo0so 25% | Passalurus sp 4 1 0
ACU0S0 25% | Passalurus sp 4 2 3




Continuacion

Acuoso 25% | Passalurus sp 4 3 0
Acuoso 25% | Meloidogyne sp. 1 1 0
Acuoso 25% | Meloidogyne sp. 1 2 1
ACU0Ss0 25% | Meloidogyne sp. 1 3 0
Acuoso 25% | Meloidogyne sp. 2 1 0
Acuoso 25% | Meloidogyne sp. 2 2 1
Acu0so 25% | Meloidogyne sp. 2 3 0
Acu0so 25% | Meloidogyne sp. 3 1 0
Acu0so 25% | Meloidogyne sp. 3 2 2
Acuoso 25% | Meloidogyne sp. 3 3 0
ACU0S0 25% | Meloidogyne sp. 4 1 0
Acu0so 25% | Meloidogyne sp. 4 2 3
Acuoso 25% | Meloidogyne sp. 4 3 0
ACU0s0 50% | Passalurus sp 1 1 0
ACu0s0 50% | Passalurus sp 1 2 2
Acuoso 50% | Passalurus sp 1 3 0
ACU0s0 50% | Passalurus sp 2 1 0
Acuoso 50% | Passalurus sp 2 2 2
ACU0S0 50% | Passalurus sp 2 3 0
ACu0s0 50% | Passalurus sp 3 1 0
ACU0S0 50% | Passalurus sp 3 2 3
ACU0S0 50% | Passalurus sp 3 3 0
Acuoso 50% | Passalurus sp 4 1 6,67
ACU0SO0 50% | Passalurus sp 4 2 6,67
Acuo0s0 50% | Passalurus sp 4 3 6,67
ACU0S0 50% | Meloidogyne sp. 1 1 0
Acuoso 50% | Meloidogyne sp. 1 2 1
Acuoso 50% | Meloidogyne sp. 1 3 0
Acu0so 50% | Meloidogyne sp. 2 1 0
Acuoso 50% | Meloidogyne sp. 2 2 2
ACU0Ss0 50% | Meloidogyne sp. 2 3 0
Acu0so 50% | Meloidogyne sp. 3 1 0
Acuoso 50% | Meloidogyne sp. 3 2 0
Acu0so 50% | Meloidogyne sp. 3 3 2
Acuoso 50% | Meloidogyne sp. 4 1 3,33
Acuo0so 50% | Meloidogyne sp. 4 2 3,33
Acu0so 50% | Meloidogyne sp. 4 3 3,33
Acuoso 75% | Passalurus sp 1 1 0
ACU0S0 75% | Passalurus sp 1 2 2
Acu0s0 75% | Passalurus sp 1 3 0
ACU0s0 75% | Passalurus sp 2 1 0
ACU0s0 75% | Passalurus sp 2 2 0
Acuo0so 75% | Passalurus sp 2 3 2
ACU0S0 75% | Passalurus sp 3 1 0




Continuacion

Acuoso 75% | Passalurus sp 3 2 3
ACU0S0 75% | Passalurus sp. 3 3 0
ACU0S0 75% | Passalurus sp. 4 1 10
ACU0S0 75% | Passalurus sp. 4 2 10
ACU0s0 75% | Passalurus sp. 4 3 10
Acuoso 75% | Meloidogyne sp. 1 1 0
Acu0so 75% | Meloidogyne sp. 1 2 1
Acu0so 75% | Meloidogyne sp. 1 3 0
ACU0S0 75% | Meloidogyne sp. 2 1 0
Acuoso 75% | Meloidogyne sp. 2 2 2
Acuoso 75% | Meloidogyne sp. 2 3 0
Acu0so 75% | Meloidogyne sp. 3 1 0
AcCu0so 75% | Meloidogyne sp. 3 2 3
ACU0Ss0 75% | Meloidogyne sp. 3 3 0
Acu0so 75% | Meloidogyne sp. 4 1 6,67
Acuoso 75% | Meloidogyne sp. 4 2 6,67
Acuoso 75% | Meloidogyne sp. 4 3 6,67

Extractos 1= Etanolico, 2=Acuoso

Nematodos 1= Passalurus sp. 2=Meloidogyne sp.

Concentraciones 1=12%,2=25%,3=50%,4=75%
Tiempo 1=10min, 2=20min, 3=30min, 4=1hora




ANEXO N. Espectro infrarrojo del extracto etanélico del Pleurotus ostreatus
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ANEXO O. Espectro infrarrojo del extracto acuoso del Pleurotus ostreatus
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