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. Titulo

EFECTO NEMATICIDA DE LOS ACEITES VEGETALES DE MARIGOLD,
CHIJCHIPA Y MUNA PARA EL CONTROL IN VITRO DE Nacobbus spp.

II. Resumen del Proyecto de Tesis

El presente trabajo de investigacién se realizara a razén de que en la regién de Puno el cultivo de
Papa es considerado una actividad esencial para la subsistencia de los pobladores; y en cada
campana agricola se presentan numerosas plagas y enfermedades, dentro de ellos el Nacobbus
spp; motivo por el cual se ha propiciado el desarrollo de la presente investigaciéon con el objetivo
general de evaluar el efecto nematicida de los aceites vegetales de Marigold, Chijchipa y Mufa
para el control in vitro de Nacobbus spp; y con los objetivos especificos de demostrar la
concentracion mas efectiva de nematicidas con aceites vegetales de Marigold, Chijchipa y Mufa
para el control in vitro de Nacobbus spp, y determinar el tiempo de mortalidad in vitro del falso
nematodo del nédulo de la raiz (Nacobbus spp.) con la aplicacion de aceites vegetales de Marigold,
Chijchipa y Muna; obteniendo los aceites vegetales por el método quimico denominado “Arrastre
por vapor”; para posteriormente obtener los nematodos (Nacobbus spp.); empleando el método
modificado de Baermann; y con ello aplicar los aceites vegetales de cada planta al 5%, 10% y 15%;
todo ello expuesto a un tiempo de: 5, 10 y 15 minutos; en estudio; para asi conocer la concentracién
optima y tiempo de mortalidad éptima de nematicida con aceites vegetales de Marigold, Chijchipa
y Mufa para el control in vitro de Nacobbus spp.; y finalmente determinar su efectividad. Esperando
que los resultados esperados sirvan para que se expendan nematicidas naturales y amigables con
el medio ambiente; haciendo uso sostenible de los recursos naturales para las actuales y futuras
generaciones; siendo la agricultura el sustento necesario para las sociedades, por lo que por medio
de esta investigacién se pretende dar un referente te6rico para que ya no se emplee agentes
quimicos en los cultivos.

lll. Palabras claves (Keywords)

Aceites vegetales, control, nematodos, dosis, Nacobbus spp.

IV. Planteamiento del problema

Actualmente en el mundo uno de los problemas mas relevantes en los productores de diferentes
cultivos; como es el caso de la Papa, que es el mas consumido del Mundo; es sin duda el ataque
de plagas y enfermedades (Ochoa, y otros, 2019); entre las cuales destaca la infestacion por
nematodos Fito parasitarios; las cuales afectan la raiz de las plantas generando importantes
pérdidas econdémicas (Betancourt, 2020); siendo un Fito parasito que emerge del huevo como
juvenil, penetrando a las raices e invadiendo el tejido vascular generando nodulos que obstruyen
el paso de nutrientes y agua hacia la planta ocasionando su muerte (Alvarez & Gutiérrez, 2022);
Ante ello para combatir dicha situacion surge la aplicacién de sustancias con efectos nematicidas
pero sin embargo presentan compuestos quimicos potencialmente dafiinos para los seres vivos;
causando afecciones a nivel del sistema nervioso central provocando muerte por paro respiratorio
y generando un impacto negativo significativo en el medio ambiente (ller, 2017).

Asi mismo en el Peru al igual que en el mundo existe la predominancia sobre el uso de nematicidas
quimicos para generar un mejor rendimiento en los cultivos; como es el caso en el cultivo de la
Papa; siendo el alimento que mayor se consume (Vilca, 2018); En este tipo de cultivos
principalmente se emplea agroquimicos como nematicidas; siendo los tipos organofosforados y
carbonatos; sin embargo su uso viene siendo una causal de dafios hacia la salud y al medio
ambiente; por ello se es necesario investigar otros tipos de estrategias eco amigables con el medio
ambiente que puedan minimizar los nhematodos y con ello mejorar el rendimiento de los cultivos
(Ramos, 2020); Ahondando todo ello se puede decir que los hematodos ejercen una importante
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influencia en la estructura y estabilidad del ecosistema; las cuales se introducen en las raices de
la planta; alimentandose directamente de ellas; causandoles dafios (Cornejo, 2019).

En la region de Puno, el cultivo de Papa es considerado una actividad esencial para la subsistencia
de los pobladores; y actualmente cada afo se suscitan numerosas plagas y enfermedades como
son los agentes Fito parasitarios (insectos, hongos, bacterias, virus y nematodos) durante su etapa
de crecimiento, desarrollo y post cosecha, disminuyendo significativamente su calidad comercial y
rendimiento (Checahuari, 2018). Ante ello se es necesario practicas de bajo impacto ambiental
para el manejo de los nematodos; si bien es cierto que existe algunos productos naturales como
extractos de plantas con actividad nematicida; los aceites vegetales 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 2 y
sesquiterpenos, fenilpropanoides, derivados de hidrocarburos parafinicos, alcoholes, cetonas,
acidos grasos y compuestos que contienen azufre y nitrogeno, que les confiere actividad
nematicida.

Con base a lo indicando se realizara la experimentacion in vitro de la actividad Nematicida con
aceites vegetales de Marigold, Chijchipa y Mufa para el control del nematodo de la Papa
(Nacobbus spp); presentando las siguientes interrogantes.

4.1. Formulacion de preguntas del problema

4.1.1. Problema general

¢ Qué nivel nematicida tendra los aceites vegetales de Marigold, Chijchipa y Mufa para el control
invitro de Nacobbus spp?

4.1.1. Problemas especificos

» ¢ Cual sera la concentracion mas efectiva de los aceites vegetales con propiedades nematicidas
de Marigold, Chijchipa y Mufa para el control in vitro de Nacobbus spp?

+ ¢ Cual sera el mejor tiempo de aplicacion de aceites vegetales de Marigold, Chijchipa y Muna
para el control invitro de juveniles del falso nematodo del nédulo de la raiz Nacobbus spp?

V. Justificacién del proyecto

El control de nematodos es mas complejo y es por eso que en la actualidad el método mas
empleado es la aplicacién 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. Ademas, al ser la papa un producto de consumo masivo resulta interesante identificar
unaalternativa al control de nematodos mediante el uso de productos naturales; por ello se justifica
eldesarrollo del presente estudio; en el cual se experimentara con aceites vegetales derivados de
vegetales del Marigold, Chijchipa y Mufa; para conocer su efecto nematicida In vitro; a razén de
gue actualmente no se ha conocido su capacidad nematicida.

VI. Antecedentes del proyecto

6.1. A nivel internacional

Delillo (2019), realizo el trabajo de investigacion denominado “Aplicacion de aceites esenciales en
tomate (Solanum lycopersicum L.) como alternativa al control de Nacobbus aberrans”; con el
objetivo de Aplicar aceites esenciales en tomate (Solanum lycopersicum L.) como alternativa al
control de Nacobbus aberrans”; Por las razones expuestas, se estudiaron nuevas alternativas de
control como es el uso de aceites esenciales de especies vegetales. Se trabajé con aceites
esenciales de cuatro especies: canela (Cinnamomum verum J.Presl), eucalipto (Eucalyptus
globulus L.), menta (Mentha x piperita L) y laurel (Laurus nobilis L.). Estos se usaron en pruebas
a campo, para estudiar su efecto sobre el rendimiento y en el niumero final de huevos del nematodo
en raices. En ensayos in-vitro se evalué la fitotoxicidad, el efecto sobre las formas juveniles y la
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eclosiéon de huevos. Los resultados preliminares muestran que, en las dosis usadas, los aceites
no son toxicos para las plantas, se observé una reduccion significativa del nimero de huevos de
N. aberrans respecto al testigo y el rendimiento, con la aplicacién del aceite esencial de eucalipto,
fue superior al resto de los tratamientos. Por consiguiente, los aceites esenciales deben ser
considerados, si se piensa en un manejo integrado de plagas en busca de un sistema sustentable
que tienda al equilibrio.

Duarte (2018), realizo el trabajo de investigacion denominado “Efecto de la biofumigacion con
Brassicaceas sobre Nacobbus Aberrans en plantas de tomate platense (Solanum lycopersicum I.
Var. Platense)”; con el objetivo de estudiar el efecto de la biofumigacion con Brassicaceas sobre
el nematodo N. aberrans en plantas de tomate platense. Para tal fin, se realizd un ensayo con un
diseno factorial 2X3 completamente al azar con 5 repeticiones por tratamiento. Los tratamientos
aplicados resultan de la combinacion de los siguientes factores con sus correspondientes niveles:
2 condiciones de infestacion con nematodos: plantas no inoculadas e inoculadas con N. aberrans
y 3 niveles de residuo de repollo en el sustrato: 0 gr, 140 gr, y 280 gr por kg de sustrato. Se midieron
semanalmente, la altura de las plantas, el indice de verdor y el numero de hojas. A los 75 dias
después del trasplante, se determiné el peso fresco (PF) aéreo y radical, nimero de huevos totales
de nematodo por planta, contenido de clorofila, malondialdehido (MDA), proteinas solubles, prolina
y se contabilizaron y pesaron los frutos. Los datos se analizaron mediante ANOVA. El PF,
contenido de clorofila, altura de las plantas y cantidad y peso de los frutos, aumenté junto con la
cantidad de repollo incorporada al suelo, sin verse influenciado por la presencia o ausencia del
nematodo, exceptuando el numero de frutos. Las proteinas en el tejido foliar se redujeron tanto
por laincorporacion de Brassica sp., como por la infestacién con nematodos. En el tejido radicular,
la concentracion de proteinas aumentd en los tratamientos con nematodos. El tiempo transcurrido
entre la inoculacion y las determinaciones fue insuficiente para que las plantas alcancen un nivel
de estrés que pueda ser cuantificado a través de parametros bioquimicos (prolina, MDA). El
numero de huevos y el factor de reproduccion, disminuy6 a medida que aumento la concentracion
de repollo incorporada al sustrato. Se evidencié un aumento del crecimiento y rendimiento de las
plantas de tomate biofumigadas.

6.2. A nivel nacional

Alvarez & Gutiérrez (2022), realizaron el trabajo de investigacion denominado “Uso de
Purpureocillium lilacinum, Trichoderma harzianum y Pimenta dioica (L.) Merrill para control de
nematodos en platano (Musa paradisiaca L.), en el centro experimental El Plantel”; con el objetivo
de evaluar la eficacia biologica de los hongos Hypocreales (Purpureocillium lilacinum y
Trichoderma harzianum) y el aceite esencial de pimienta de Jamaica (Pimenta dioica (L.) Merrill)
como agentes de biocontrol de nematodos en el cultivo de platano. Las cepas de P. lilacinumy T.
harzianum fueron proporcionadas por el laboratorio de hongos entomopatégenos de la Universidad
Nacional Agraria (UNA) y el extracto botanico de pimienta de Jamaica fue adquirido en una casa
comercial. El estudio se realizo en el periodo comprendido de mayo a julio del afio 2021, en el
centro experimental El Plantel, propiedad de la UNA, se realizaron cinco aplicaciones con
intervalos de 21 dias. La metodologia de muestreo fue la siguiente: se extrajo 20 g de raiz y 200
g de suelo por cada unidad experimental, posteriormente las muestras fueron procesadas en el
laboratorio de nematologia de la UNA. Se utilizé6 un disefio de bloques completos al azar (BCA)
con cinco tratamientos conformados por cada uno de los hongos entomopatdgenos y el aceite de
pimienta de Jamaica. Se realiz6 un analisis de varianza utilizando el programa estadistico InfoStat,
version 2020. Las variables evaluadas fueron nimero de nematos por planta, altura de planta,
didmetro basal de planta y area foliar de planta. Los resultados indican que los géneros de
nematodos encontrados fueron: Pratylenchus sp., Scutellonema sp., Rotylenchulus sp. y
Helicotylenchus sp. El analisis estadistico mostrd que existen diferencias significativas entre los
tratamientos; en raiz, las menores cantidades de nematodos de los géneros Scutellonema sp. y
Rotylenchulus sp. se presentaron en el tratamiento T. harzianum con 720 y 340 nematodos
respectivamente; en suelo, las menores poblaciones de Scutellonema sp. y Helicotylenchus sp. se
registraron en el tratamiento P. lilacinum mas T. harzianum con 795 y 395 nematodos
respectivamente; la mayor altura de planta, diametro basal y area foliar se registraron en el
tratamiento pimienta de Jamaica con 177.85 centimetros de altura, 52.70 centimetros de diametro
basal 6.59 centimetros cuadrados de area foliar.




163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180

181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195

196

197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209

210
211
212
213
214
215
216

Huamani (2022), realizo el trabajo de investigacion denominado “Extractos vegetales para el
control del nematodo Nodulador de la raiz Meloidogyne incognita, kofoid y white 1919, chitwood
1949”; con el objetivo de evaluar los extractos acuosos de Lupinus mutabilis, Ricinus communis,
Chenopodium quinoa, Nerium oleander, Chenopodium ambrosioides, Brassica oleracea var. italica
y Brugmansia arborea a tres concentraciones para el control de Meloidogyne incognita. La
investigacion se realiz6 a nivel de laboratorio e invernadero en el departamento de Nematologia
de la Universidad Nacional Agraria la Molina, con un disefio completamente al azar. En la fase en
laboratorio se evaluo el efecto sobre la eclosion de huevos dentro y fuera de la ooteca y movimiento
de los juveniles de segundo estadio de Meloidogyne incognita. Los resultados muestran que los
mejores tratamientos fueron el testigo quimico (Oxamyl), el Tarwi y Quinua. En base a esto se
realizé la prueba de invernadero en la cual se inoculé 20 000 huevos de Meloidogyne incognita
sobre plantulas de tomate sembradas en macetas de un kilogramo y luego se evalu6 los
parametros: altura de la parte aérea, peso de la raiz, peso fresco y seco de la parte aérea, grado
de nodulacion, poblacion en la raiz, poblacion en el suelo, poblacién total y la tasa de reproduccion.
El mejor tratamiento a nivel de invernadero fue el Tarwi 5000 ppm en los parametros de peso seco
y fresco de follaje, siendo estadisticamente similar al testigo quimico. Esto se debe a sus
compuestos toxico que inhiben el movimiento, la eclosién dentro y fuera de la ooteca como se ve
en la tasa de reproduccion de 0.17 siendo estadisticamente similar al testigo quimico.

Jaramillo (2018), realizo el trabajo de investigacién denominado “Evaluacién de aceites esenciales
de Brassica carinata braun, Nicotiana glauca graham y Ricinus communis |. en nematodos bajo
condiciones controladas”; con el objetivo de evaluar aceites esenciales de Brassica carinata braun,
Nicotiana glauca graham y Ricinus communis |. en nematodos bajo condiciones controladas; Por
esta razdn en la actualidad se busca nuevos métodos de control ya sean mecanicos, quimicos,
biolégicos o botanicos, originando la presente investigacion que tiene como finalidad evaluar la
actividad biocida in vitro de tres aceites esenciales al 1% de concentracién (Brassica carinata,
Nicotiana glauca y Ricinus communis.) con tres dosis (300, 400 y 500ul) frente a nematodos
Meloidogyne, durante 48 horas en diferentes periodos de tiempo. Obteniendo mejores resultados
con la aplicacion de la dosis de 500pl en los tres aceites esenciales, sin embargo, tuvo mayor
eficacia el aceite esencial de Nicotiana glauca el cual generé el 77,33% de mortalidad a las 48
horas de exposicién. Debido a los resultados obtenidos la utilizacion del aceite esencial de
Nicotiana glauca ofrece una posibilidad alentadora de ser una nueva herramienta de control para
disminuir el uso indiscriminado de nematicidas quimicos siendo un método de control agradable al
medio ambiente y a la salud humana.

6.3. A nivel local

Ramos (2020), realizo el trabajo de investigacién denominado “Respuesta de variedades nativas
y mejoradas de papa (Solanum sp.) al nematodo del Nodulo de la raiz (Meloidogyne incognita
kofoid y white, 1919) en condiciones de invernadero-Puno.”; con el objetivo de evaluar la respuesta
de 10 variedades de papa entre nativas y mejoradas de la region Puno al ataque de Meloidogyne
incognita en condiciones de invernadero. Para el efecto se inocularon 5000 huevos +
juveniles/planta del nematodo, en cinco variedades de papa nativa y cinco variedades de papa
mejorada; distribuidas en un disefio experimental bloque completamente al azar, con 1 tratamiento
y seis repeticiones. Los parametros evaluados fueron: Altura de planta (AP), Peso fresco de la
parte aérea (PFPA), Peso fresco de la raiz (PFR), Numero de tubérculos (NT), numero de nédulos
en la raiz (NNR), y factor de reproduccion (FR = 0, inmune; FR = < 1 resistente; FR = > 1
susceptible). Como resultado se determiné resistencia en las variedades Huayro, Imilla negra,
Ccompis, Imilla blanca, Venturana, Silver y Canchan, mientras que en las variedades Altiplano,
Peruanita y Ruki, el resultado manifestd respuesta de inmunidad a M. incégnita.

Jiménez (2017), realizo el trabajo de investigacion denominado “Identificacion y evaluacion

poblacional del nematodo de papa (Solanum tuberosum |.) en dos variedades de papa en dos
localidades de Puno -Peru”; con el objetivo de Identificar los géneros de nematodos fitoparasitos
en el cultivo de la papa en dos localidades de Puno; Comparar la poblacién del nematodo en dos
variedades, Imilla negra y Peruanita y Evaluar rendimientos por la presencia de nematodos
fitoparasitos en dos variedades de papa en el distrito de Capachica comunidad Hilata y en la
provincia de Yunguyo comunidad Tahuaco, las muestras evaluadas se sometieron a los métodos
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de aislamiento y extraccién de nematodos (Fenwick y Baermann) y para la identificacion se
emplearon las claves propuestas por Cepeda, 1996, Meredith, 1997, Jacoby Middelplaats,
1990.siendo el resultado los géneros encontrados son Nacobbus, Pratylenchus, Helicotylenchus,
Globoderay nematodos de vida libre (saprofitas y predadores). La informacién obtenida de
poblacion se expres6 (nematodos en 1 cm3 o en 1 g de suelo) y en huevos y J2 en 1 g de raices
la comparacién de la poblacién de nematodos en suelo de Capachica en las dos variedades se
obtuvo que el género Globodera spp. Que Tiene mayor poblacion de 69.5 quistes /100g de suelo
en la variedad Imilla negra seguido del género Nacobbus sp. Con una poblacién de 50.2 Individuos
/100cm3 de suelo y el género, Helicotylenchus sp, Pratylenchus sp. Y nematodos de vida libre y
una poblacién por debajo de 10 individuos. relacién de la poblacion del nematodo en la produccion
en dos variedades de papa, El numero de plantas de papa por hectarea es de 33300 plantas donde
se pesoO una planta de papa con nematodo con 250 g en la variedad Peruanita y 180 g en la
variedad Imilla negra los pesos se multiplicaron por 33300 obteniendo asi la produccion de plantas
de papa con nematodos que son la variedad imilla negra que tiene una produccién de 5994kg/ha
y la variedad Peruanita que es de 8325 kg/ha, 3. La evaluacion de la produccién del cultivo de
papa es de perdida en mas del 43.3% en la variedad Imilla negra y la Variedad Peruanita 21.3%
comparado con la produccién promedio de las dos zonas.

Velasquez (2013), realizo el trabajo de investigacion denominado “Extractos de plantas con
potencial nematicida en el control del falso nematodo del nédulo de la raiz (Nacobbus spp.) in
vitro”; con el objetivo de evaluar el efecto letal in vitro del extracto de plantas de lechuga (Lactuca
sativa L.), Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) y Tarwi silvestre (Lupinus chlorilepis) sobre el falso
nematodo del nodulo de la raiz (Nacobbus spp.) y como objetivos especificos: a) Determinar el
extracto de plantas y su dosis de aplicacion mas efectiva para el control del falso nematodo del
nddulo de la raiz (Nacobbus spp.) in vitro y b) Detectar el tiempo de mortalidad éptimo de juveniles
del falso nematodo del nddulo de la raiz (Nacobbus spp.) a la aplicacién de los extractos de plantas
in vitro. Se utilizé el Disefio Experimental Completamente al Azar (D.C.A), con un arreglo factorial
de tres plantas con propiedades nematicidas por dos dosis de aplicacidon, con un total de seis
tratamientos, con tres repeticiones, haciendo un total de 18 unidades experimentales. Antes de
realizar los analisis de varianza, los datos originales fueron transformados a la funcién de x +1,
para homogenizar las varianzas debido a que estos constituyen valores de contadas (Calzada,
1996). Llegando a las siguientes conclusiones: 1. El extracto de plantas que tuvo mejor resultado
en la mortalidad de nematodos juveniles de Nacobbus spp. fue del tarwi silvestre al 40% en las
dos evaluaciones realizadas. 2. El mejor tiempo en mortalidad de nematodos juveniles de
Nacobbus spp. fue a los 30 minutos de aplicacién del extracto de plantas de tarwi silvestre al 40%.

II. Hipotesis del trabajo

Hipotesis General:
Los aceites vegetales de Marigold, Chijchipa y Mufa presentan altos niveles nematicidas para el
control invitro de Nacobbus spp

Hipotesis Especifica:

e La concentracion mas efectiva de nematicidas de los aceites vegetales con propiedades
nematicidas de Marigold, Chijchipa y Mufia para el control in vitro de Nacobbus spp es del
10%.

e El tiempo de mortalidad in vitro del falso nematodo del nédulo de la raiz Nacobbus spp. con la
aplicacion de aceites vegetales de Marigold, Chijchipa y Mufia es de 10 minutos.

VIIIl. Objetivo general

Evaluar el efecto nematicida de los aceites vegetales de Marigold, Chijchipa y Mufa para el control
in vitro de Nacobbus spp.
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IX. Objetivos especificos

e Demostrar la concentracidon mas efectiva de los aceites vegetales con propiedades
nematicidas de Marigold, Chijchipa y Muna para el control in vitro de Nacobbus spp.

e Determinar el mejor tiempo de mortalidad con la aplicacion de aceites vegetales de Marigold,
Chijchipa y Mufa para el control in vitro de juveniles del falso nematodo del nédulo de la raiz
Nacobbus spp.

X. Metodologia de investigacién

10.1. Tipo de Investigacion:

El tipo de investigacion es aplicativo centrandose en aplicar los conocimientos de las teorias
generales en la realidad, la cual ayuda a resolver las necesidades que aborda la sociedad (Baena,
2017).

10.2. Disefio de la Investigacion

El disefio experimental que se usara para el siguiente trabajo de investigacion sera el disefio
completamente al Azar (D.C.A.) con un arreglo factorial de 3 x 3 x 3 (3 plantas con potencial
nematicida, por 3 dosis de aplicacién, por 3 tiempos de aplicacion), haciendo asi un total de 27
tratamientos combinados conducidos bajo 3 repeticiones, haciendo asi un total de 81 unidades
experimentales.

Asi mismo se aplicara el modelo aditivo lineal el cual surge cuando existe una relacién entre
variables; establecida mediante una funcion.

10.3. Metodologia para el desarrollo del Proyecto:
10.3.1. Variables en estudio:
Variable Independiente:

Los aceites vegetales de plantas (Marigolt, Chijchipa y mufia), las cuales cada una de ellas estaran
constituidas a diferentes concentraciones 5,10 y 15%.

Variable dependiente:

Control invitro de Nacobbus spp. (Numero de nematodos juveniles muertos con la aplicaciéon de
aceites vegetales de Marigold, Chijchipa y Mufa)

10.3.2. Demostrar la concentracion més efectiva de los aceites vegetales con propiedades
nematicidas de Marigold, Chijchipay Mufia para el control in vitro de Nacobbus spp.

a) Extraccion de aceites vegetales-. Se emplearan tres especies vegetales (Marigold, Chijchipa
y Mufa); siendo plantulas con un tamarfio apropiado y que estén libres de enfermedades.

Seguidamente se extraeran los aceites vegetales mediante el método quimico denominado
“Arrastre por vapor”; siguiendo el procedimiento propuesto por (Velasquez, 2013); el cual indica
que la destilacion por arrastre con vapor se emplea con frecuencia para separar aceites de plantas
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de tejidos vegetales de la siguiente manera:
Figura 1: Extracciéon de aceite vegetal por arrastre al vapor

Fuente: (Velasquez, 2013)

- Se colocara aproximadamente 150 ml de agua destilada en el matraz (a).

- En el matraz (b) se colocara hojas de cada planta (Marigold, Chijchipa y Mufia) de manera
separada; todo ello en trozos pequefios; de aproximadamente 100g cada una

- Con el mechero, se calentara hasta ebullicién el matraz (a) a fin de generar el

- vapor de agua que pasara al matraz (b), extrayéndose de esta manera el aceite de cada planta,
que inmediatamente sera arrastrado por el vapor de agua en un proceso de codestilacion al
matraz (c).

- Se suspendera el calentamiento cuando el volumen del destilado sea de 100 ml
aproximadamente

Luego de extraer el aceite vegetal de las plantas (Marigold, Chijchipa y Mufa), se guardaran en
frascos ambar de vidrio para cada uno y seran puestos a refrigeracion 8°C hasta el momento de
usarlos.

b) Obtenciéon de nematodos (Nacobbus spp) -. Se obtendran nematodos (Nacobbus spp); de
las raices agalladas de la papa; con una tipica forma de rosario; todo ello realizado empleando el
método modificado de Baermann descrita por Pérez (2019), el cual consiste en la trituracién de
tejidos con ayuda de una licuadora para obtener nematodos endoparasitos; todo ello tomando
aproximadamente 10 gr. de raices agalladas, cortandolas en trozos de 2 a 3 cm de longitud y se
colocaran dentro de una licuadora; posteriormente se incorpora agua necesaria para cubrir el
material y dependiendo de la dureza del material, se licuara a maxima velocidad de 20 a 60s;
seguidamente la solucién resultante se vertiera sobre un juego de tamices de N°60 (250um), donde
quedaran los residuos vegetales mas grandes mientras que los nematodos que se recuperaran en
el tamiz mas fino N°325 (45um); se trasladara al embudo de Baermann en donde se lograra la
separacion final de los nematodos luego de 48 horas del proceso, el cual consiste hacer pasarlo
por un papel filtro, desechando el excedente de agua y material vegetal contenido en el papel filtro.
En el embudo se colocara agua de tal manera que se encuentre ligeramente en contacto con la
malla y humedecida.

Pasadas las 48 horas se recolectaran voliumenes de 30 ml de agua del embudo, bajo el
estereoscopio se concentrara la suspension de nematodos quitando el exceso de agua hasta
lograr una concentracion aproximada de 400 nematodos/ml.

Para la identificacién de los nematodos extraidos del género (Nacobbus spp) se utilizard un
microscopio en el cual se observara la forma del cuerpo y se procedera a la identificacion a nivel
de géneros y para ellos se utilizaran las claves correspondientes.

c) Aplicacion de los aceites vegetales-. Para la aplicaciéon de los aceites esenciales; sobre los
juveniles de Nacobbus spp; se toman las consideraciones descritas por Delillo (2019); ante ello se
tomaran 10 juveniles (Nacobbus spp); por tratamiento visualizandose en el microscopio;
empleando una micropipeta para colocarlos en las placas Petri.

Posteriormente con la ayuda de una micropipeta se colocaran sobre estos nematodos juveniles
(Nacobbus spp); el aceite vegetal de cada planta al 5%,10% y 15% (se entiende que en cada
probeta de 100 ml., se agregara la proporcién de 5 ml, 10ml y 15ml de cada aceite vegetal y sobre
este se adicionaran 95ml, 90ml y 85ml de agua destilada, completando asi los 100 ml para cada
solucién procediendo luego a su agitacion hasta su posterior utilizacion).
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Tabla 2: dosis del proceso experimental de nematicidas

Tratamiento Dosis de  Repeticiones
Nematicida

T1: Aceite vegetal 5ml R1, R2, R3
de Marigold, 10ml R1,R2, R3
15ml R1, R2, R3
T2: Aceite vegetal 5ml R1,R2,R3
de Chiichipa 10ml R1, R2, R3
15ml R1, R2, R3
T3: Aceite vegetal 5ml R1, R2, R3
de Mufia 10ml R1, R2, R3
15ml R1,R2, R3

Fuente: Elaboracion propia

d) Determinacion de la concentracién optima de los nematicidas-. Finalmente se conocera
cual concentracién de 5%,10% y 15% de aceite vegetal presento mejores efectos nematicidas

10.3.3. Determinar el mejor tiempo de aplicacién de aceites vegetales de Marigold, Chijchipa
y Mufia para el control invitro de juveniles del falso nematodo del nédulo de la raiz
Nacobbus spp

Con respecto al presente objetivo se evaluara el tiempo de mortalidad in vitro del falso nematodo
del nédulo de la raiz (Nacobbus spp.), tomando las consideraciones establecidas por Delillo
(2019); siendo en este caso con la aplicacién de los aceites vegetales de Marigold, Chijchipa y
Mufa; para ello; constituida por una concentracion del: 5%, 10% y 15% de aceite vegetal estara
expuesto a un tiempo de: 5, 10 y 15 minutos; con los nematodos.

Tabla 2: Tiempo de mortalidad in vitro del nematodo Nacobbus spp.

Tratamiento Dosis de  Repeticiones Tiempo de
Nematicida exposicién con
los nematodos
T1: Aceite vegetal 5ml R1,R2,R3
de Marigold 10m! R1, R2, R3 5, 10 y 15 minutos
15ml R1, R2, R3
T2: Aceite vegetal 5ml R1, R2, R3
de Chiichiga 10ml R1. R2. R3 5,10 Yy 15 minutos
15ml R1, R2, R3
T3: Aceite vegetal 5ml R1, R2, R3
de Mufia 10ml R1, R2, R3 5, 10 y 15 minutos

15ml R1,R2,R3

Fuente: Elaboracién propia

a) Determinacidn del tiempo de mortalidad -. Finalmente se conocera cual tiempo de exposicién
con los nematodos de 5min, 10min y 15 min; con los aceites vegetales presenta mejores
efectos nematicidas.

10.3.4. Disefio estadistico

Para contrastar la hipétesis bajo el disefio completamente al azar; sera el siguiente
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Yim=p+a;+Q; + 1+ (aQ)yj + (@)ir + (Q)jr + (aQ)iji + Sijki

i=1,2,...a (Niveles del factor A)
j=1,2,...b (Niveles del factor B)
k=1,2,...c (Niveles del factor C)
1=1,2,...r (repeticiones)

Donde:

Yijri: Es la variable respuesta de la I-ésima observacion bajo el k-ésima nivel de factor C, en el j-
esimo nivel del factor b, sujeto al i-esimo nivel de tratamiento A

u: Constante, media de la poblacion a la cual pertenecen las observaciones

ai. efecto del i-ésima nivel del factor A.

Qj: efecto del j-ésima nivel del factor B.

k. efecto del j-ésima nivel del factor C.

(aQ);j: Efecto de la interaccion i-ésima nivel del factor A, con el j-ésima nivel del factor B. (a)ix:
Efecto de la interaccion i-ésima nivel del factor A, con el k-ésima nivel del factor C.(Q)j. Efecto
de la interaccion J-ésima nivel del factor B, con el k-ésima nivel del factor C.

(aQ)ijr: Efecto de la interaccion i-ésima nivel del factor A, en el j-ésima nivel del factor B sujetoal
k-ésima nivel del factor C.

sijki: efecto del error experimental que esta distribuido como €ij
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Xll. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto

Con el presente trabajo de investigacion se aspira a que se expenda nematicidas naturales y
amigables con el medio ambiente; practicando el desarrollo sostenible en la minimizacion,
conservacion, restauracion, proteccion, y hacer uso sostenible de los recursos naturales para las
actuales y futuras generaciones; siendo la agricultura el sustento necesario para las sociedades,
por lo que por medio de esta investigacion se pretende dar un referente tedrico para usarlo de
manera sostenible

XIll. Impactos esperados

i. Impactos en Cienciay Tecnologia

Con lainvestigacion se tendra informacion técnica el cual sera de gran utilidad para futuros
proyectos referidos al efecto nematicida de aceites vegetales de la region y del Peru.

ii. Impactos econémicos

10
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El proyecto contribuira a tener un impacto econémico sostenible puesto que la aplicacién
de esta metodologia es de un costo econémicamente bajo debido a que se empleara
especies vegetales endémicos de la regién altiplanica; para la obtencidén de aceites
vegetales y conocer su efecto nematicida del nematodo Nacobbus aberrans.

iii. Impactos sociales

El proyecto tendra un impacto importante para la regién, dando un conocimiento sobre el
potencial nematicida de aceites vegetales en comparacién a los compuestos quimicos que
dafan el recurso suelo y la salud de las personas.

iv. Impactos ambientales

Se presentan ausencia de impactos negativos, dado que el trabajo usa técnicas de
observacion, con interpretacion de informacién experimental lo cual no ocasionara
impactos significativos al ambiente

XIV. Recursos necesarios

El presente trabajo de investigacion se realizara en el laboratorio de Fitopatologia de la EPIA,
Facultad de Ciencias Agrarias de la UNA, donde se cuenta con los materiales y equipos necesarios

Recursos humanos

Investigador
Asesores

ii. Informacion y soporte informativo

Informacién bibliografica
Internet

iii. Software

- Microsoft Office
- Microsoft Excel

iv. material de campo:

Plantas con propiedades nematicidas:

Marigold, (Tagetes erecta)
Chijchipa, (Tagetes mandoni).

Muha, (Minthostachys mollis).
v. material de escritorio

- Laptop

- USB

- Impresora

- Papel bond
- Boligrafos

XV. Localizacion del proyecto

11



457 El presente trabajo de investigacion, se realizara en el laboratorio de Fitopatologia de la Facultad
458 de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno, ubicado en las Coordenadas

459 Geogréficas, Longitud: 70° 0'56.08"W Latitud: 15°49'29.27"S, a una altitud de 3832 m.s.n.m.

460 Figura 3: Localizacion del proyecto

461 Fuente: Google Earth
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466 XVI.Cronograma de actividades

2022-2023

ACTIVIDADES

A

M

J

J

Redaccion, presentacion y aprobacion del proyecto de tesis

Recoleccion de suelo infestado con Nacobbus spp., para su
multiplicacion en macetas con el cultivo de la papa.

Recoleccion de plantas con potencial ~ Nematicida
(Marigold, chijchipa y mufia).

Instalacion del proyecto

Obtencién de aceitesvegetales y juveniles de
nematodos Nacobbus spp.

Determinacion de la dosis optima de los aceites vegetales

Determinacion de la eficiencia de los aceites vegetales
frente a juveniles de Nacobbus spp.

Procesamiento de datos

Analisis de resultados

Redaccion del borrador de tesis

Redaccion del articulo cientifico
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XVII. Presupuesto
Descripcién Unidad de medida Costo Cantidad | Costo total
Unitario (S/.) (8/)

MATERIALES DE CAMPO
Plantas con potencial kg S/5.00 3 S/ 15.00
nematicida (Marigold,
Chijchipa y Munfa)
Equipo de jardineria Global S/100.00 1 S/100.00
Movilidad para la recoleccion Viaje S/ 200.00 2 S/ 400.00
de suelo infestado con
Nacobbus spp, previo
muestreo.
Camara digital Equipo S/ 200.00 1 S/ 200.00
Lapiz Und S/ 1.00 5 S/5.00
Tablero Und S/10.00 1 S/10.00
MATERIALES DE
ESCRITORIO
Papel bond (tamafio A4 de 75 Millar S/12.00 5 S/60.00
grs)
Posit Ciento S/.6.00 4 S/.24.00
Papel bond (tamafio A4 de 80 Millar S/ 12.00 3 S/ 36.00
grs.)
Energia eléctrica Und S/50.00 1 S/50.00
Laptop Mag/hora S/ 2.00 80 S/160.00
Memoria USB Und S/.30.00 2 S/ 60.00
DVD Und S/0.50 10 S/ 5.00
Impresiones y computo Millar S/100.00 1 S/100.00
MATERIALES DE
LABORATORIO
Agua destilada Lts S/4.00 5 S/20.00
Mechero de alcohol Und S/15.00 1 S/15.00
Micropipetas Und S/ 3.00 3 S/9.00
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Probetas Und S/5.00 3 S/15.00
Matraz Und S/5.00 3 S/ 15.00
Embudo de Baermann Und S/100.00 1 S/100.00
Lunas de reloj Und S/.3.00 50 S/. 150.00
Tamiz Und S/100.00 1 S/100.00
SERVICIOS
Transporte Viajes S/.5.00 6 S/30.00
Internet Hora/hombre S/ 1.00 200 S/200.00
Proyector multimedia Mag/hora S/ 40.00 1 S/ 40.00
Servicios de fotocopia Hoja S/0.10 2000 S/200.00
Redacciéon del Documento Und S/400.00 1.00 S/400.00
Final
Presentacion de Tesis Und S/400.00 3.00 S/ 1200.00
SUBTOTAL S/ 3719.00
Imprevistos 15% S/ 557.85
COSTO TOTAL S/. 4276.85
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