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Resumen

En las ultimas décadas el Cinturén Horticola Platense ha adoptado el modelo de
produccion bajo invernaculo, acompafiado por el riego localizado, empleo de
variedades horticolas mejoradas, fertilizantes y agroquimicos. La aplicacion
inadecuada de estas tecnologias ha afectado la capacidad productiva de los suelos.
En estos sistemas horticolas intensivos, se requiere aplicar métodos de control para
disminuir la poblacién de adversidades bidticas a niveles de dafio econdmicamente
aceptables, siendo la mas empleada el control quimico, particularmente la fumigacion
con bromuro de metilo. La suspension de este fumigante trajo aparejada la reaparicion
de importantes adversidades bidticas para los cultivos de la region, como los
nematodos fitoparasitos, destacando asi la importancia de redisenar programas de
manejo integrados. El nematodo de suelo Nacobbus aberrans, constituye una de las
adversidades bidticas mas importantes en los cultivos bajo cubierta del Cinturdn
Horticola Platense provocando anualmente importantes pérdidas econdmicas en la
region. El presente trabajo tiene como objetivo disminuir la poblacién de N. aberrans
en cultivos horticolas de invierno, para que los cultivos de primavera-verano, de mayor
susceptibilidad al patégeno, inicien su ciclo con una poblacion menor del nematodo.
Para ello se evalud el efecto de la aplicacion in vitro de aceites esenciales sobre
estadios juveniles de nematodos, por aplicacion directa y por aplicacién en muestras
de suelo, como asi también la inoculacion con hongos micorricicos arbusculares sobre
la multiplicacion del N. aberrans en un cultivo de acelga. Los resultados preliminares
demostraron que la acelga no es una especie micorrizable por el hongo Funneliformis
mosseae. El empleo de los aceites esenciales (AE) evaluados, en las concentraciones
utilizadas, no presenta efectos fitotdxicos y contribuyen a disminuir la poblacién de
este nematodo en el suelo. Es por ello que esta practica puede ser considerada una

alternativa valida dentro de un plan integrado de manejo.



Introduccion

En las ultimas décadas los sistemas de produccién horticola se han modificado
considerablemente. La incorporacién de invernaderos para cultivo bajo cubierta fue
uno de los cambios mas destacados, el cual fue acompafado por el riego localizado,
el uso de cultivares mejorados e hibridos, fertilizantes y agroquimicos, siendo estos
ultimos los principales responsables de los problemas socioambientales de la
horticultura bonaerense (Bocer, 2002; Souza Casadinho & Bocero, 2008). El Cinturén
Horticola de La Plata constituye el area productiva mas importante del Cinturén Verde
Bonaerense con el 46,15% de la superficie productiva total y el 25,15% de la superficie
horticola total. Las especies mas importantes son la lechuga, el tomate y el pimiento
(Garcia, 2012). Para el caso particular de la acelga se estima una superficie de 45 has

cultivadas en invernaculo y 353 has cultivadas a campo (CFHB, 2005).

Aplicar métodos de control para disminuir la poblacién de adversidades bioticas
a niveles de dafo econdmicamente aceptables, es una practica de manejo casi
obligada en los sistemas intensivos horticolas actuales, debido a las altas poblaciones
presentes en los invernaculos y el monocultivo. Existen numerosas herramientas para
llevar adelante esta practica. Sin embargo, la mas adoptada por los productores a nivel
mundial ha sido el control quimico. Para el caso de patégenos de suelo durante

muchos anos tuvo gran difusion la fumigacién con bromuro de metilo.

Este producto es un gas que destruye la capa de ozono a un ritmo 50 veces
superior que los clorofluorocarbonos (CFCs), y es muy peligroso para la salud de los
trabajadores que lo manipulan (SENASA, 2006). Nuestro pais ha adherido a distintos
protocolos internacionales y actualmente su uso se encuentra prohibido. Sélo en casos

particulares y para usos especificos se permite su utilizacion con autorizacion previa y



bajo declaracién jurada. Se pretende hacer un listado de los productores que usaran la

sustancia, pero en el 2020 ya dejaria de aplicarse definitivamente.

La suspension de este fumigante trajo aparejada la reaparicién de importantes
plagas y enfermedades para los cultivos de la region, como los nematodos
fitoparasitos, destacando asi la importancia de redisefar programas de manejo

integrados.

El nematodo de suelo Nacobbus aberrans (Thorne & Allen) constituye una de
las adversidades bidticas mas importantes en los cultivos bajo cubierta del Cinturdn
Horticola Platense, provocando anualmente importantes pérdidas econdmicas en la
region ya sea por la disminucién en el rendimiento, o por el elevado costo de los
fumigantes aplicados al suelo. Los datos formales sobre el dafio econdmico causado
por este nematodo son escasos. Un informe de INTA-Mar del Plata indica que los
dafios en tomate y pimiento bajo cubierta alcanzan el 40 % (Adlercreutz et al., 2007) e
investigadores mexicanos indican, en tomate, mermas del 80 % (Cristdbal et al., 2006)
y hasta la pérdida total del cultivo (Manzanilla-Lopez et al., 2002). Esta especie retne
una serie de caracteristicas que la hacen diferente de otros nematodos del suelo; se
destacan su polifagia, un elevado potencial reproductivo y una notable capacidad de
adaptacion, motivos por los que se encuentra ampliamente distribuido, abarcando

diferentes regiones geograficas de nuestro pais (Doucet & Lax, 2005).



En las raices de
las plantas afectadas por
N. aberrans se observa la
presencia de agallas que
se extienden a lo largo de
la raiz (Manzanilla-Lopez
et al., 2002). Fotografia

propia.

A nivel celular, se han registrado alteraciones de la apariencia vy fisiologia de
las células que corresponden a respuestas de hiperplasia e hipertrofia (Hewezi &
Baum, 2013). Estas alteraciones provocadas por las agallas derivan en la ruptura del
xilema y el floema. Como consecuencia de esto se reduce el flujo de sustancias a
través de los tejidos de conduccion y las plantas sufren marchitamiento, deficiencia en
la absorcién de Nitrogeno, Fdésforo, Potasio, Calcio y Magnesio, disminucion de la
conductancia estomatica y en consecuencia baja asimilacion de CO,, retraso del
crecimiento, pérdidas de rendimiento e incluso la muerte de la planta (Castillo &

Marban-Mendoza, 1984, Inserra et al., 1985).

Entre las practicas de bajo impacto ambiental utilizadas para el manejo de
nematodos endoparasitos se destacan el uso de agentes biolégicos, como la
inoculacion con hongos nematofagos y micorrizas arbusculares (Puertas et al., 2006),
la solarizacion (Alcoser et al., 2006), la incorporacion de enmiendas organicas
biofumigantes (Bongiorno et al., 2009) y la aplicacion de aceites esenciales (Gupta et

al., 2011).

Las micorrizas arbusculares son asociaciones simbioticas entre las raices de

las plantas y hongos del género Glomeromycota (Ruiz Sanchez et al., 2011). Las hifas



de este hongo crecen intracelularmente y se extienden también por fuera del tejido
vegetal sobrepasando la regién de la rizésfera y permitiendo una mayor exploracion
del suelo. Esta simbiosis proporciona a las plantas micorrizadas una serie de
beneficios que les permiten tener un mejor desempeno en situaciones de estreses
bidticos y abidticos. Diversos estudios evidencian que la simbiosis micorricica aumenta
la absorcion de agua y nutrientes, incrementando asi la tolerancia al estrés hidrico y
nutricional (Ruscitti et al., 2015). También ha sido documentado que esta asociacion
mejora la tolerancia al estrés causado por salinidad, metales pesados (Ruscitti et al.,

2011; 2017), y herbicidas (Ronco et al., 2008).

Muchos compuestos organicos presentes en las plantas han demostrado tener
una fuerte actividad biocida contra los patdgenos del suelo y las plagas. Entre ellos se

encuentran los aceites esenciales sintetizados por plantas aromaticas.

Las plantas aromaticas se definen como aquellas que pueden generar
por algun proceso fisicoquimico un producto con olor o sabor determinado,
independientemente de su calidad comercial o estética (Bandoni, 2002). Estas
especies vegetales son utilizadas a nivel comercial o industrial como material vivo,
fresco o desecado o para la obtencién de extractivos y aceites esenciales debido a sus
caracteristicas organolépticas, que otorgan aromas, colores y sabores caracteristicos
a los alimentos (Bandoni, 2002).

Los aceites esenciales, son liquidos oleosos, aromaticos, pertenecientes al
metabolismo secundario de las plantas, formados por una mezcla de diversos
compuestos quimicos de estructuras diferentes, entre los que se incluyen algunos
terpenoides (principalmente sesquiterpenos y monoterpenos). En su composicién
también se encuentran compuestos aromaticos derivados de fenoles, alcoholes
simples, cetonas y otras moléculas alifaticas (Ringuelet & Vifa, 2013). Se caracterizan

por ser arrastrables por vapor de agua y se obtienen a partir de distintos materiales
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vegetales, tales como flores, yemas, semillas, hojas, brotes, corteza, madera, frutos,
raices, etc. (Ringuelet, 2013). Entre las familias botanicas que presentan especies que
producen aceites esenciales se encuentran las Asteraceae (0 Compositae), Labiatae,
Umbeliferae, Mirtaceae, Rutaceae y Lauraceae. Los aceites esenciales se destinan
principalmente a la industria perfumistica. Muchos de ellos, o alguno de sus
componentes, presentan propiedades antimicrobianas e insecticidas (Burt, 2004).
Dichos compuestos naturales son de baja toxicidad para mamiferos, biodegradables y
no persistentes. Por lo tanto, resultan adecuados para un control amigable con el

medio ambiente (Kimpinski et al., 2000).

Diversos estudios han informado que los componentes volatiles de los aceites
esenciales tienen accion nematicida (Isman, 2000; Pandey, 2000; Barbosa et al., 2010;
Oka, 2012). Entre las especies promisorias se destaca la utilizacién de plantas del
género Tagetes (Asteraceae), el cual ha sido reconocido por producir compuestos
nematicidas como e-tagetona, cis-ocimeno, dihidrotagetona, entre otros (Ploeg, 2000;
Kimpinski et al., 2000). También se ha ensayado la aplicacion de AE de especies del
geénero Eucalyptus. En un cultivo de tomate la aplicacién de AE de E. globulus, E.
citriodora, Ruta graveolens y Mentha piperita redujeron significativamente la
multiplicacién y formacion de agallas de Meloidogyne incognita, en las raices (Laquale
et al., 2015). Diversos estudios determinaron que el mecanismo de accion de los AE
frente a hongos, bacterias y otros microorganismos ocurre a nivel celular, afectando la
membrana plasmatica, volviéndola permeable y susceptible a otros componentes mas
téxicos. Ademas, dependiendo de la dosis de exposicion, los aceites esenciales

interfieren en la respiracién celular pudiendo provocar lisis celular (Pérez, 2012).



Caracteristicas de las especies aromaticas utilizadas para la obtencion de los

aceites esenciales aplicados en el ensayo.

El Eucaliptus globulus pertenece a la familia
Myrtaceae. Es uno de los arboles de mas rapido
crecimiento en el mundo y alcanza a veces una altura
de 100 m. Sus hojas poseen glandulas que segregan

aceites esenciales los cuales producen su olor

caracteristico. El componente clave de las hojas de
eucalipto es un terpenoide volatil conocido como eucaliptol (1,8-cineol) encontrado con
la mas alta proporcion (70% como minimo). Los aceites esenciales de Eucalyptus se
conocen desde hace cientos de afos como antibacterianos, antifungicos y antisépticos

naturales y se utilizan como repelentes de insectos y como pesticidas (Barton, 2000).

La Mentha x piperita L. (familia Lamiaceae),
conocida como menta inglesa, es producto de
hibridaciones espontaneas (cruzamientos entre
individuos) y luego multiplicada en forma vegetativa,

siendo una de las especies de menta mas cultivadas

en Argentina (Bandoni, 2002). El valor comercial de
esta especie esta dado por su aceite esencial, cuyos componentes mayoritarios son el
mentol y mentona. Esta esencia es utilizada en la industria alimenticia, para la
fabricacion de licores y golosinas, para dar el sabor conocido como “peppermint” y en
la industria perfumistica. También se comercializan sus hojas desecadas, utilizadas
para infusiones y sus hojas frescas con aplicaciones culinarias. Entre sus propiedades
medicinales, se destaca por sus capacidades estimulante, antisépticas y analgésicas

(Alippi et al., 1996, Sanchez, 1996).



El laurel (Laurus nobilis L.) pertenece a la
familia Lauraceae, es un arbol de hoja perenne de
hasta 20 metros de altura, nativo de la region del
Mediterraneo. Esta planta es utilizada
extensivamente en la industria alimenticia, asi como

en la elaboracion de medicamentos y cosméticos.

Las hojas secas y su aceite esencial son usados extensivamente en la alimentacion
como condimento, debido a su sabor y aroma, y como conservante por sus
propiedades antimicrobianas e insecticidas. Entre los componentes mayoritarios
encontrados en el laurel se encuentran el 1,8-cineol (29,3%) y el linalol (31,3%)

(Ringuelet et. al 2012).

Objetivo general

Disminuir la poblacién de Nacobbus aberrans en cultivos horticolas de invierno, para
que los cultivos de primavera-verano, de mayor susceptibilidad al patdgeno, inicien su

ciclo con una poblacién menor del nematodo.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la aplicacion in-vitro de AE sobre estadios juveniles de
nematodos, por aplicacion directa y por aplicacion en muestras de suelo.

2. Evaluar el efecto de la aplicacion de AE y de la inoculacion con hongos
micorricicos arbusculares sobre la multiplicacién de Nacobbus aberrans en un
cultivo de acelga bajo cubierta.

3. Determinar el efecto de la aplicacion de AE en la germinacién, emergencia.

crecimiento y rendimiento de acelga.
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Materiales y métodos

Extraccion de aceites esenciales

La extraccidbn de aceites esenciales (AE) se realizd6 por
hidrodestilacién, en el laboratorio de Bioquimica y Fitoquimica

(FCAyYF-UNLP), utilizando un destilador a escala de laboratorio.

Se recolectaron hojas de: Eucalyptus globulus (eucalipto),
Mentha x piperita (menta inglesa) y Laurus nobilis (laurel), las
cuales fueron sometidas a un proceso de secado a temperatura
ambiente durante 72 horas. Muestras de 100 g de cada una de

las especies fueron colocadas en un balén con agua destilada

para proceder a la extraccion de los aceites esenciales. Los
mismos fueron capturados en una trampa tipo Clevenger para ser separados de la

fraccion acuosa.

Otros productos utilizados:

- Abamectina: insecticida, acaricida y antihelmintico de accién
translaminar ampliamente utilizado en la agricultura. Abamectina es una
mezcla de avermectinas que contiene mas del 80% de avermectina B1a y
el resto de avermectina B1b. Estos dos compuestos B1a y B1b tienen
propiedades toxicolégicas parecidas. La avermectina es un derivado de
compuestos obtenidos por fermentaciones en laboratorio de la bacteria del
suelo Streptomyces avermitilis. La abamectina es el producto de la

fermentacioén natural de esta bacteria.

11
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- Dioctil sulfosuccinato (Tensioactivo comercial): este producto ha sido
utilizado como alternativa a los acaricidas convencionales por su reducido
impacto en el medio ambiente, enemigos naturales y bajo costo, como
alternativa de manejo en la produccién integrada. Sin embargo, puede
generar casos de fitotoxicidad en algunas especies vegetales, dependiendo

de la concentracion utilizada (Curkovic & Araya, 2004).

- Saponinas (QL Agri®): glucdsidos de esteroides o de triterpenoides,
llamadas asi por sus propiedades semejantes a las del jabdn: cada
molécula esta constituida por un elemento soluble en lipidos (el esteroide o
el triterpenoide) y un elemento soluble en agua (el azucar), y forman
espuma cuando se las agita en agua. Actualmente se estan utilizando como
nematicidas, acaricidas e insecticidas. Por ser productos naturales se los

recomienda en programas de manejo integrado.

Disefio experimental

- El analisis estadistico de las pruebas in vitro se realizd6 por ANOVA simple
con 3 repeticiones por tratamiento.

- Para el ensayo a campo, el disefio experimental se realizd siguiendo un
disefio de bloques completos al azar, con 3 bloques y 8 plantas en cada
uno de los tratamientos.

- En todos los casos, las medias se compararon por el test de LSD (p<0,05),

utilizando el programa InfoStat.

12



Tratamientos aplicados en los distintos ensayos

1. Agua (Testigo)

2. Micorrizacién (Solo en el ensayo a campo)

3. AE de Eucaliptus globulus, 1,25 ul. de AE. mL ™.

4. AE de Laurus nobilis, 1,25 uL de AE. mL 7

5. AE de Mentha x piperita, 1,25 uL de AE. mL .

6. Saponinas extraidas de Gleditsia amorphoides 5000 ppm
7. Avermectina A1, 216 ppm

8. Dioctil sulfosuccinato 0,2 ppm

En la preparacion de los AE se utiliz6 Tween-20 al 0,5% (v/v) para facilitar la

homogenizacién del AE (compuesto hidrofébico) en agua.

Evaluacion de la actividad nematicida de los aceites esenciales

Se utilizaron los AE en una concentracion de 125 pyL de AE en 100mL de solucién
acuosa de tween al 0,5% para verificar su efecto en las formas moéviles de nematodos

de suelo. Para ello, se aplicaron las mismas soluciones en dos situaciones:

a) Aplicaciones sobre muestras de suelo conteniendo formas juveniles
de distintos nematodos, realizando una posterior extraccidon de nematodos

Vivos.

b) Aplicacion directa de las soluciones sobre formas juveniles

contenidas en tubos de ensayo.

Para el primer caso se utilizaron muestras de 100 cm® suelo previamente tamizadas, y
colocadas en pequefios recipientes. El suelo fue humedecido hasta capacidad de
campo con las soluciones e incubado por 24 horas a 26° C. Luego de la incubacion las
muestras se colocaron en embudos Baermann para la extraccion de las formas

moviles vivas. Luego de 24 horas de permanencia de las muestras en los embudos, se
13



recolecté el filtrado y utilizando instrumental 6ptico se contabilizé el numero de

nematodos vivos.

Para la aplicacion directa de las soluciones sobre las formas moviles, fueron colocados
100 individuos en estadio juvenil de distintos nematodos de suelo en tubos Eppendorf
a los cuales se les adicion6é cada una de las soluciones evaluadas. Al cabo de 24
horas de incubacién se contabilizdé el nUmero de nematodos méviles e inméviles de

cada tratamiento.

Evaluacion de los distintos tratamientos sobre la germinacion y emergencia de

plantulas de acelga

Para determinar si los AE tenian algun efecto estimulador o inhibidor de la germinacion
de acelga se colocaron 20 semillas de acelga (Beta vulgaris var. cicla L.) en cajas de
Petri, sobre papel de filtro y se humedecieron con 5 ml de cada una de las soluciones
mencionadas anteriormente. Las cajas se sellaron con film y se incubaron en estufa de
germinacion a una temperatura de 28°C. Se realizaron tres repeticiones de cada

tratamiento y, transcurridos 10 dias, se evalud el porcentaje de germinacion.

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la emergencia de las plantulas de
acelga se utilizaron macetas de 0,5 kg de capacidad con tierra tindalizada donde se
sembraron 10 semillas de acelga. Las macetas fueron regadas con las soluciones
correspondientes a los distintos tratamientos, y colocadas en camara de crecimiento a
28 °C. De cada tratamiento se realizaron 3 macetas y a los 15 dias se cuantifico el

porcentaje de emergencia.

14



Ensayo a campo

El ensayo se llevo a cabo en la Estacién Experimental J.J. Hirschhorn (34° 51
lat. sur; 57° 53 long. oeste), perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de La Plata, ubicada en la localidad de Los
Hornos, partido de La Plata. Plantines de acelga de la “variedad Fordhook” fueron
trasplantados en un invernaculo tipo capilla infestado con Nacobbus aberrans. Para el
ensayo se tomaron tres lomos o surcos y en cada uno de ellos se realizaron dos lineas

de plantas, separandose 20 cm entre lineas y 60 cm entre plantas (Figura 1).

Figura 1: Implantacién de cultivo de acelga en Estacion Experimental J.J Hirschhorn.
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Fotografia propia.
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A partir del momento del trasplante, cada 20 dias, se aplicaron en drench (riego

dirigido al cuello de la planta) 200 mL por planta de las siguientes soluciones:

1. Agua (Testigo)

2. 50 g de inéculo micorricico por planta.

3. Aceite esencial de Eucaliptus globulus 250 pyL de AE en 200mL
4. Aceite esencial de Laurus nobilis 250 uL de AE en 200mL

5. Aceite esencial de Mentha x piperita 250 yL de AE en 200mL
6. Saponinas extraidas de Gleditsia amorphoides 5000 ppm

7. Avermectina A1, 216 ppm

8. Dioctil sulfosuccinato 0,2 ppm

Para el tratamiento “micorrizacion”, la siembra de la acelga se realiz6 incorporando en
el speedling, 40-60 esporas por celda del hongo micorricico Funneliformis mosseae
(T.H. Nicolson & Gerd), multiplicado en camara de cultivo en las instalaciones del

Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE) (Coleccion Instituto Spegazzini, UNLP).

Parametros evaluados a lo largo de Trabajo Final

Rendimiento en aceite del material vegetal utilizado.

- Evaluacion del porcentaje de micorrizacion

- Porcentaje de germinacion de semillas de acelga en cajas de Petri.

- Porcentaje de emergencia de acelga en contenedores de 0,5 kg

- Porcentaje de sobrevivencia de formas juveniles de nematodos

- Infestacion inicial: Previo a la implantacion del cultivo se realizaré un muestreo

de suelo del invernaculo para confirmar y cuantificar la infestacion por N.
16



aberrans. Para ello las muestras de suelo se procesaron segun la técnica de
tamizado, centrifugacion y flotacion indicada por Coolen, (1979).

Tincion de raices de tratamientos inoculados con F. mosseae

Se seleccionaron en forma aleatoria fracciones de raices no lignificadas y se
procedio a clarificar y tefiir segun la técnica de Phillips & Hayman (1970). Las
raices se aclararon con KOH al 10% (p/v) (10 min, 100°C). Luego se lavaron
tres veces con agua y se aplicé una solucion de HCI 0,1N (5 min a temperatura
ambiente). Finalmente se tifieron con azul de tripan (5 min a 95°C). El colorante
tine de color azul las estructuras del hongo que contienen quitina, principal
componente de las paredes celulares de los hongos micorricicos arbusculares
(HMA). Luego las raices se conservaron en una solucién de lacto-fenol.
Porcentaje de micorrizacion de las raices tefidas

La infectividad micorricica se evalud a través de la colonizacién fungica segun
Trouvelot et al. (1986) y se expresé como porcentaje de micorrizacion (M%).
Fragmentos de raices tefidas, de aproximadamente 1cm de longitud, se
montaron en portaobjetos afadiendo gotas de acido lactico y se cubrieron con
un cubreobjeto observandose al microscopio Optico. Se realizaron 3
repeticiones de cada tratamiento, cada una de 10 fragmentos de raiz. Se
observé la presencia de campos negativos (sin presencia de estructuras
fungicas) y positivos (con presencia de estructuras fungicas).

Peso Fresco y area foliar. Las hojas que alcanzaron tamarno comercial fueron
cortadas y se determiné el peso fresco y area foliar, utilizando un medidor de
area foliar (LICOR, Li 3000 Lincoln, NE, EE. UU.).

Numero de huevos de nematodo: Al finalizar el ensayo las plantas fueron
descalzadas, se lavaron las raices y se extrajeron los huevos del nematodo
segun la técnica de tamizado, centrifugacion y flotacion (Coolen, 1979). Las

raices se licuaron a maxima velocidad, durante 30 segundos, en una solucion
17



de hipoclorito de sodio al 0,5%. La mezcla obtenida fue tamizada sobre una
malla de 35 micrones y lo recolectado del tamiz fue centrifugado con caolin a
1000g durante 5 minutos. El sobrenadante fue descartado y el pellet fue
resuspendido con una solucién de sacarosa (484 g.L") centrifugando durante 2
minutos a 1000xg. El sobrenadante se depositd sobre un tamiz de 35 micrones
y fue lavado con agua corriente para retirar la sacarosa. Finalmente se

cuantifico el numero de huevos por observacion microscopica.

Resultados y discusion

Para confirmar la infestacion de Nacobbus aberrans en el invernaculo se realizé un
muestreo en “zig-zag” para la elaboraciéon de una muestra compuesta. Luego de
realizada la extraccion por el método de centrifugacion y flotacion, y su posterior
observacion en el microscopio, se determiné una carga de 6 juveniles.100 g suelo ™.
Para los nematodos agalladores en cultivos horticolas, cargas iniciales superiores a

los 2 juveniles en 100 mL de suelo, es considerado una carga alta, que requiere algun

tipo de practica de control (Figura 2).

Figura 2. Juvenil de Nacobbus aberrans recolectado en Estacién Experimental J.J.

Hirschhorn.

Fotografia propia
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Previo al trasplante, se realizé una tincion de las raices de los plantines de acelga que
habian sido inoculados con el hongo micorricico y no se observaron estructuras
fungicas dentro de las raices (Figura 3).

Figura 3. Raiz de acelga no micorrizada (Izquierda) y Raiz de tomate con estructuras

fungicas en su interior (a: arbusculos; h: hifa; v: vesicula)

Lo o i e -!
Fuente: imégenes propias

Si bien el 97% de las plantas terrestres son micorrizables, existe un pequefio numero
de plantas que no realizan esta simbiosis. Algunos autores incluyen en este grupo a la
acelga y otras especies de la familia Chenopodiaceae. ElI motivo por el cual no se
desarrolla esta simbiosis no esta del todo esclarecido, pero algunos trabajos sugieren
que en estas plantas no estdn presentes algunos genes que median en la
comunicacion con el hongo (Harley & Harley, 1987; Smith & Read, 1997). Por no estar
micorrizadas las plantas, al comenzar el ensayo, este tratamiento fue descartado, y

por esta razén no se analizaron los parametros correspondientes.

El rendimiento de la extraccion de los aceites esenciales de las especies ensayadas
arrojo los siguientes resultados: Eucaliptus globulus: 2,3 % (v/p), Laurus nobilis: 2,1%

(v/p) y Mentha x piperita: 1,6% (v/p).
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El rendimiento obtenido en eucalipto y laurel esta por encima de la media de la
mayoria de las plantas aromaticas que tienen rendimientos entre 1 y 2 %, Estas
especies tienen excelente adaptabilidad en la regién y por ser de porte arbéreo
producen gran cantidad de hojas cada afio lo que viabiliza su uso como fuente de AE

para ser utilizadas en la horticultura intensiva.

En cuanto a la germinacién de las semillas en cajas de Petri, se observé que la
solucion conteniendo AE de eucalipto fue la unica que no redujo la germinacion. Los
AE de laurel y de menta inhibieron totalmente la germinacién (Tabla 1). Cuando la
germinacion de las semillas se realizé en suelo y se cuantificd la emergencia, muchos
efectos inhibitorios de la germinacién observados en cajas de Petri no se
manifestaron. Sin embargo, el AE de laurel que no permitid la germinacién de las

semillas en las placas, fue el que presenté una menor emergencia en maceta (Tabla

1),

Tabla 1. Germinacién y emergencia de acelga tratada con aceites esenciales.

% de germinacién en

Tratamiento % de emergencia en suelo

Placa

Testigo 72,3 A 86,6 A
Eucalipto 60 A 96,6 A
Laurel 0O D 73,3 B
Menta D 86,6 A
Saponinas 40 B 76,6 AB
Avermectina 13,3 C 86,6 A
Dioctil 26,6 BC 83,3 A

Medias seguidas por la misma letra, no difieren significativamente por test de LSD de Fisher.

Si bien en el ensayo que se realiz6 en campo, la siembra se hizo en bandejas
germinadoras y luego se trasplantd, es habitual que en el Cinturén horticola de La
Plata el cultivo de acelga se inicie por siembra directa. El efecto inhibidor de los AE

20



sobre la germinacién es importante no solo para saber si podria afectar a los cultivos,
sino para explorar su uso como herbicidas naturales.

En el ensayo realizado a campo, la determinacion del nimero total de hojas no mostré
interaccion significativa entre los factores lomo y tratamiento, ni efecto de los lomos,
pero si existieron diferencias significativas entre los tratamientos. Los tratamientos con
AE de menta y eucalipto fueron los que presentaron mayor numero de hojas, y los

tratamientos con avermectina y saponinas el menor numero de hojas (Figura 4).

Figura 4. Numero de hojas de tamafio comercial cosechadas durante el ensayo.
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Columnas acompanadas por la misma letra, no difieren significativamente por test de LSD de
Fisher.

Al pesar el material cosechado, medir el area de las hojas y analizar estadisticamente
los resultados se observa que existe una interaccion entre el factor lomo y el factor
tratamiento, razon por la cual deben analizarse la totalidad de los datos en simultaneo
(Anexo 1). Esto no destaca alguno de los tratamientos como el mas favorable en
términos de rendimiento. Sin embargo, los resultados obtenidos no evidencian un
efecto perjudicial sobre el crecimiento de acelga. Esto permitiria evaluar estos mismos

tratamientos en otras adversidades biéticas que afecten a este cultivo.
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Luego de procesar las raices y cuantificar el N° de huevos, se observd que en todos
los tratamientos hubo una reduccion significativa del numero de huevos respecto al
tratamiento control. Los tratamientos mas efectivos fueron aquellos que utilizaron

aceite esencial (Figura 5).

Figura 5. Numero de huevos extraidos de raices de acelga bajo distintos tratamientos
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Columnas acompanadas por la misma letra, no difieren significativamente por test de LSD de
Fisher,

Estos resultados indican que la multiplicacion del nematodo en las raices disminuye
por las aplicaciones realizadas, reduciendo de esta manera el in6culo que

permanecera en suelo para el siguiente cultivo.

Si bien N. aberrans es un patégeno muy agresivo durante la primavera y el verano, en
el invierno presenta tasas reproductivas bajas, debido a las bajas temperaturas. Por
esta razdn y por ser la acelga un cultivo de gran rusticidad, el tratamiento control no
presenta rendimientos significativamente menores cuando se lo compara con los

restantes tratamientos.

Al realizar las aplicaciones de las distintas soluciones de forma directa sobre las

formas moviles de nematodos, se observé que a las 24 horas de realizada la
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aplicacion, en el tratamiento control la totalidad de los nematodos continuaba
moviéndose, y en los restantes tratamientos el 100 % de los nematodos estaba
inmovil. Distintos trabajos destacan que aceites esenciales cuyos componentes
principales son carvacrol, timol y linalol, seguidos del terpenol y la mentona tienen
efecto letal sobre formas juveniles del nematodo Meloidogyne incognita (lbrahim,
2006). Existen sustancias que tienen efecto nematostatico que paralizan los
individuos, pero luego de un tiempo al desaparecer el principio activo que los afecta,
éstos recuperan la movilidad. Otros compuestos tienen efecto nematicida o letal. En
este caso, se puede afirmar que todos los tratamientos tuvieron un efecto
nematostatico, pero para corroborar si hubo muerte del patégeno deberian realizarse

ensayos de inoculacién de plantas con nematodos tratados previamente.

Al realizar las aplicaciones de las soluciones sobre muestras de suelo, y extraer luego
los nematodos moéviles, se observa que todos los tratamientos tienen efecto sobre las
formas juveniles. Sin embargo, por el efecto “buffer’ que ejerce el suelo, los valores de
control alcanzados son menores que en el ensayo anterior donde la aplicacién de las
soluciones es directa (Figura 6).

Figura 6. Numero de juveniles extraidos de suelo, luego de 24 horas de la aplicacion
de los tratamientos.
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Columnas acompafadas por la misma letra, no difieren significativamente por test de LSD de
Fisher,

Existen numerosos trabajos que muestran la efectividad de los AE para el control de
nematodos cuando la aplicacién se realiza de forma directa sobre los individuos
(Gupta et al., 2001; Oka, 2012; Laquale et al., 2015) En este trabajo, se evidencia la
importancia de complementar este tipo de pruebas realizando aplicaciones a muestras
de suelo, principalmente cuando el objetivo buscado es el control de nematodos que

viven y se protegen en el suelo.

Por lo expuesto, se evidencia que la aplicacién en drench de aceites esenciales es una
practica eficaz para disminuir la poblacion de nematodos fitoparasitos en cultivos de

invierno.

Los aceites de laurel y eucalipto presentan como ventaja que son especies que
producen una importante cantidad de biomasa. En el caso del eucalipto, el follaje de
los arboles podados y talados representan una fuente de biomasa aprovechable para
la obtencion de aceites esenciales, resultando una alternativa para el aprovechamiento

de residuos de la industria forestal.

Ninguna practica utilizada de forma individual es suficiente para realizar un eficaz
manejo de adversidades bidticas por o que es necesario evaluar los sinergismos vy

antagonismos de esta practica con otras utilizadas en la horticultura local.
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Conclusiones

- La acelga, en las condiciones ensayadas, no resulté ser una especie

micorrizable por el hongo Funneliformis mosseae.

- El aceite esencial de menta, eucalipto y laurel aplicado junto al agua de riego

contribuyen a disminuir la poblacion de Nacobbus aberrans en el suelo.

- Los aceites esenciales de menta, eucalipto y laurel no tienen efecto fitotdxico

aplicados en una concentracién de 1,25 pL de AE. mL ™.

- Los aceites esenciales de menta, eucalipto y laurel provocan inmovilidad en

formas juveniles de nematodos de suelo.

- La aplicacion de AE puede ser considerada una herramienta valida dentro de
un plan integrado de manejo, al tener bajo efecto residual, ser rapidamente

biodegradables e inocuos para la salud.
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Anexo 1. Peso Fresco (gr) y Area Foliar (cm?) de hojas de acelga cosechadas durante

el ensayo.

Tratamiento Bloque Area Foliar Peso fresco
Laurel 4 9438,33 A 893.33 A
Avermectina 2 9753,67 A 921,67 A

Control 4 9867,33 A 904,67 A

Control 3 10042,67 A 899,00 A
Saponinas 3 10918,67 A B 983,33 A
Avermectina 4 1153767 A B 126533 A B CD
Saponinas 4 11834,33 A B 1153,00 A B C
Dioctil 2 12026,67 A B 1041,33 A B
Saponinas 2 1228533 A B C 1128,67 A B C
Laurel 2 12818,33 A B C 114467 A B C
Eucalipto 4 12842,33 A B C 1155,00 AB C D
Eucalipto 2 14138,33 A B CD 1305,00 AB C D E
Dioctil 4 14186,33 A B C D 1387,67 AB CDE
Menta 4 1431867 A B C D 1207,33 ABCD
Menta 2 14647,00 A B CD 1516,33 BCD
Dioctil 3 15602,00 BCD 1310,00 AB C D E
Avermectina 3 16249,67 BCD 1666,67 DE
Laurel 3 17590,00 CcCD 1516,67 BCDE
Menta 3 17741,67 CD 1504,33 BCDE
Control 2 17767,00 CcCD 1811,00 E
Eucalipto 3 18950,33 D 1629,33 CDE

Medias seguidas por la misma letra, no difieren significativamente por test de LSD de Fisher,
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