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RESUMEN

Con la finalidad de buscar alternativas al control quimico, que sean
ambientalmente sustentables para el manejo de infestaciones de Meloidogyne hapla
Chitwood en cultivos, esta investigacion plante6 como objetivo el determinar si
extractos acuosos de tejido fresco y seco de Ruta graveolens L. (ruda), Mentha x
piperita L. (menta) y Chenopodium ambrosioides L. (paico), en cinco concentraciones y
por dos periodos de tiempo influyen en la infestacion del nematodo, basandose en la
hipétesis fundamentada por literatura que indica que estas especies aromaticas tienen
un efecto supresor de las poblaciones de M. hapla. En el ensayo se utilizaron plantas
de lechuga (Lactuca sativa L. cv. Reina de mayo) inoculadas con aproximadamente
1.400 propagulos del nematodo, expuestos previamente a cuatro concentraciones:
25%, 50%, 75% y 100% y dos tiempos de exposicion (24 h y 48 h) de extractos
acuosos de tejido foliar fresco y seco de R. graveolens, M. x piperita y Ch.
ambrosioides, ademas de tratamientos testigo de extracto sin inocular, de inéculo sin
extracto y absoluto. Las macetas se mantuvieron en invernadero frio por 45 dias,
momento en que se evalud la biomasa aérea y radicular de las plantas, el agallamiento
radicular asi como el numero de propagulos formados en raices. Los resultados
obtenidos muestran que los extractos acuosos de menta y en menor proporcion de
paico, asi como un mayor tiempo de exposicion (48 h), disminuyeron el peso total y la
longitud radicular de la planta de lechuga, sin afectar significativamente su desarrollo.
En cuanto al desarrollo infestivo del nematodo, lo afectaron significativamente los
extractos de ruda, menta y paico, el tipo de tejido, y las distintas concentraciones
usadas; R. graveolens, el tejido seco y las concentraciones 75% y 100% demostraron
poseer el mejor efecto. Los distintos extractos y sus concentraciones no disminuyeron
en forma significativa la formacion de propagulos en raices, ain cuando el tejido fresco
y la concentracién al 100% de Chenopodium ambrosioides, demostraron tener mayor

control.



SUMMARY

With the purpose to find alternatives to chemical control, environmentally
sustainable to manage infestations of Meloidogyne hapla Chitwood in crops, this
research aiming to determine if aqueous extracts of fresh and dry tissue of Ruta
graveolens L. (rue), Mentha x piperita L. (peppermint) y Chenopodium ambrosioides L.
(mexican tea) in five concentrations for two periods of time influence the nematode
infestation, based in literature substantiated hypothesis indicating that these aromatic
species have suppressive effect on M. hapla populations. The study used lettuce plants
(Lactuca sativa L. cv. Reina de mayo) inoculated with approximately 1.400 nematode
eggs and juveniles Il, previously exposed to four concentrations: 25%, 50%, 75% and
100%, and two exposure time (24 h and 48 h) of aqueous extracts of fresh and dry leaf
tissue of R. graveolens, M. x piperita y Ch. ambrosioides. There was an uninoculated
extract, inoculum without extract and an absolute control. The pots were kept in the
greenhouse for 45 days. After which the aboveground biomass and plant root, root galls
and the number of propagules formed on roots was assessed. The results show that
the peppermint, in less proportion the Mexican tea aqueous extracts and an increased
exposure time (48 h), decreased the overall weight and root length of lettuce plant
without significantly affecting its development. The nematode infective development
was significantly affected by the aromatic species, the tissue type and the different
concentrations used, demonstrating the best effect R. graveolens, dry tissue and 75%
and 100% concentrations. The aqueous extract and its concentrations doesn't
significantly decrease the level of propagules produced on roots, demonstrating greater

control the extract of Ch. ambrosioides, the fresh tissue and a 100% concentration.



1 INTRODUCCION

El suelo, como base de todo cultivo, es la fuente del sustento, nutricién y
mantencién de la microflora y fauna, y permite la integracion de los nutrientes al
sistema. En él, habitan también muchas especies antagonistas a las plantas como son,
entre otros, los nematodos fitoparasitos, los que por la misma actividad agricola

pueden alcanzar gran importancia por su accién nociva a los cultivos.

Los nematodos son animales microscopicos con forma de gusano,
multicelulares y adaptados para vivir en un medio acuatico. Su poblaciéon puede
alcanzar hasta millones de individuos en una pequefia muestra de suelo, siendo
muchos de vida libre y otros dependientes de un hospedero. Estos dltimos son los
denominados “nematodos parasiticos” entre los cuales se encuentran los fitoparasitos,
gue se alimentan de plantas, destacando entre ellos las especies endoparasitas de los
géneros Pratylenchus, Heterodera y Meloidogyne como los maés dafiinos. Los
individuos del género Meloidogyne, parasitan raices y otros érganos subterraneos de
las plantas induciendo en éstas la formacion de nédulos o agallas y con ello impidiendo

su 6ptimo desarrollo.

El dafio que causan las especies de Meloidogyne en plantas cultivadas, la
amplitud en el rango de hospedantes de cada uno y su habito de parasitismo, hace
necesario diversificar los métodos de control, en especial porque en los Ultimos afos
se ha prohibido la fabricacion y el uso de algunos productos quimicos a causa de su

alta persistencia y dafio ambiental.

El control de nematodos fitoparasitos utilizando métodos bioldgicos,
especialmente referidos a la incorporacion de plantas antagonistas o la inclusién de
sus tejidos o extractos a los sustratos de cultivo constituye una alternativa eficaz
especialmente en la agricultura ecoldgica. Asi por ejemplo, la incorporacién al sustrato
de algunas brasicas, como también la utilizacion de plantas y compuestos de especies

tan diversas como Azaridachta indica, Tagetes sp., Asparagus officinalis, Calendula sp.



y otras han mostrado un efecto controlador sobre diferentes especies de nematodos

como son Radopholus, Xiphinema, Ditylenchus y Meloidogyne.

A lo anterior, se debe sumar el hecho que diversas especies de hierbas
medicinales o plantas aromaticas de uso comun en el pais son consideradas en la
medicina popular como “antihelminticas” o “vermifugas”, por lo cual, es factible plantear
como hipétesis que algunas especies como ruda (Ruta graveolens L.), menta (Mentha
X piperita L.) y paico (Chenopodium ambrosioides L.) tienen un efecto supresor de las

poblaciones de Meloidogyne hapla.

Como existen en la literatura antecedentes diversos sobre la eficacia en el
control de Meloidogyne de algunas plantas o sus extractos, la investigacion propuesta

presenta como objetivo general:

o Determinar el efecto de tres especies de plantas aromaticas sobre Meloidogyne

hapla.
Los objetivos especificos son:

e Establecer la capacidad infestiva de propagulos de Meloidogyne hapla
sometidos, previa inoculacion, a extractos acuosos de tejido foliar fresco y seco
de ruda (Ruta graveolens L.), menta (Mentha x piperita L.) y paico

(Chenopodium ambrosioides L.).

e Evaluar dos tiempos de exposicion (24 h y 48 h) y cuatro concentraciones (25%,
50%, 75% y 100 %) de cada extracto acuoso, en el indice de agallamiento y en
la formacién de huevos y juveniles de M. hapla en raices de lechuga (Lactuca

sativa L. cv. Reina de mayo).

e Analizar la respuesta de las plantas de lechuga inoculadas con propagulos de

M. hapla sometidos, previamente, a las variables antes mencionadas.



2  REVISION BIBLIOGRAFICA

Los nematodos se encuentran entre los diversos microorganismos que afectan
cultivos. Algunas especies destacan por su agresividad y accién depresora sobre la
planta hospedera, hallandose entre los géneros ampliamente distribuidos y frecuentes
a: Meloidogyne, Xiphinema, Tylenchulus, Heterodera, Globodera y Ditylenchus
(BRIDGE y WILLIAMS, 2002; STIRLING et al., 2002). Estos poseen gran adaptabilidad
en cuanto a su habito de vida y se encuentran en medios como: suelo, agua, plantas y
animales (MAGUNACELAYA y DAGNINO, 1999).

En general, la mayoria de los nematodos fitoparasitos presentan mas de un
hospedero, no siendo el género Meloidogyne una excepcidn. Llamados cominmente
“nematodo del nudo de la raiz”, se han descrito alrededor de 80 especies a nivel
mundial (JEPSON, 1987; MOENS et al., 2009), entre ellas M. incognita, M. hapla, M.
arenaria y M. javanica, causantes reconocidos de méas de un 95% de los dafios en
plantas herbaceas, lefiosas en suelos agricolas de Chile (ABALLAY et al., 1998;
NAVAS et al., 2001; HUSSEY y JANSSEN, 2002).

2.1 Meloidogyne hapla

El género Meloidogyne tiene una amplia distribucion en todas las areas
agricolas del mundo y en Chile, causando grandes pérdidas en cultivos y frutales (SAN
MARTIN y MAGUNACELAYA, 2005; KUTYWAYO y BEEN, 2006). Recibe el nombre
comun de “nematodo del nudo de la raiz” y “nematodo agallador”, y afecta una vasta
gama de especies vegetales, entre plantas cultivadas y malezas, siendo su control muy
dificil, especialmente por ser endoparasitos obligados (MAGUNACELAYA y DAGNINO,
1999; CHEN et al., 2004).

2.1.1 Clasificacién taxondémica de M. hapla Chitwood, 1949. SOUTHEY (1978) y
BRIDGE y WILLIAMS (2002), indican que todos los fitonematodos pertenecen al
Phylum Nematoda, perteneciendo la mayoria de los géneros parasitos importantes al

orden Tylenchida.



Phylum: Nematoda
Clase: Secernentea
Orden: Tylenchida

Suborden: Tylenchina
Superfamilia: Heteroderoidea
Familia: Meloidogynidae
Subfamilia:  Meloidogyninae
Género: Meloidogyne
Especie: Meloidogyne hapla

2.1.2 Caracterizaciéon morfolégica y ciclo de vida. Los nematodos del género
Meloidogyne son parasitos sedentarios y una vez que ingresan o se establecen en los
tejidos de la planta, no se mueven ni cambian de posicion (SASSER, 1989; BRIDGE y
WILLIAMS, 2002).

Las especies de Meloidogyne presentan cinco estados de desarrollo. El primero
corresponde al huevo, de tamafio diminuto y menor a 0,08 mm, seguido por cuatro
estados juveniles, los que se suceden por cuatro mudas cuticulares, siendo el ultimo el
adulto (BRIDGE y WILLIAMS, 2002; HUSSEY y JANSSEN, 2002).

El primer juvenil que eclosiona del huevo es el Jll y corresponde al Gnico estado
capaz de iniciar el proceso infestivo, al poseer un estilete desarrollado y estructurado
para abrirse paso entre las células vegetales hasta alcanzar el sitio de alimentacién
(BRIDGE y WILLIAMS, 2002). Este presenta la tipica forma vermiforme, con un tamafio
entre 0,3 a 0,4 mm de largo (BRIDGE y WILLIAMS, 2002; STIRLING et al., 2002) y
posee una gran reserva de lipidos en las células del intestino que lo sustentan en su
desplazamiento por el suelo (ROBINSON, 2007).

Este juvenil Il luego de iniciar la infestacion y a medida que se alimenta y
desarrolla, sufre tres mudas, logrando diferenciarse en hembra o macho. La hembra
sufre un aumenta el grosor de su cuerpo, alcanzando aproximadamente la mitad de su
longitud, llegando a ser de forma ovalada y con un tamafio de 0,4 a 1,3 mm de largo

por 0,3 a 0,8 mm de ancho; por otro lado, el macho, sale de la cuticula del juvenil IV



como gusano vermiforme capaz de movilizarse en el medio (HUSSEY y JANSSEN,
2002; AGRIOS, 2005).

Las hembras de M. hapla comienzan a depositar huevos después de 20 a 30
dias de haber penetrado en las raices (entre 200 a 2000 huevos) (BRIDGE vy
WILLIAMS, 2002). Previo a depositar los huevos, secreta a través de una glandula
ubicada en el sector anal una sustancia gelatinosa, rica en acidos polisacaridos,
complejos proteicos y algunas enzimas (BIRD y ROGERS, 1965). Esta tiene por
objetivo mantener los huevos unidos y formar con ella una cubierta protectora, variando
su color desde amarillo claro al pardo oscuro (Willmott et al., 1972: citado por BARRIA,
1997). La formacion de los huevos puede ocurrir a través de la fecundacion cruzada,
con la participaciéon del macho o por medio de partenogénesis meibtica facultativa
(HUSSEY y JANSSEN, 2002).

Los machos de Meloidogyne también estimulan el desarrollo de agallas
(hipertrofia e hiperplasia) en las raices en la misma forma que las hembras, aun

cuando es por un periodo menor (RODRIGUEZ et al., 1997).

Luego de eclosionar del huevo, el juvenil Il se mueve entre las particulas del
suelo por estimulos de las raices, captados por amfidios quimiorreceptores ubicados
en el sector de la apertura bucal (PERRY, 1996), hasta tomar contacto con tejido
radicular, usualmente el apice de la raiz o la zona de elongacion (MAGUNACELAYA y
DAGNINO, 1999). Una vez que ingresa, migra a través de las células del cortex para
alimentarse de las células protoxilematicas contiguas (McCLURE y ROBERTSON,
1973; TAYLOR y SASSER, 1983). Si esto no sucede, pueden sobrevivir en el suelo en
un estado de quiescencia por un cierto periodo de tiempo, el que dependera de sus

reservas alimenticias (EVANS et al., 1993).

Una vez que el juvenil Il se instala en el tejido cortical, en la zona de
diferenciacion, se ubica orientando su cuerpo hacia la corteza (PERRY, 1996;
AGRIOS, 2005; CURTIS, 2007). En esta posicion establece su sitio de alimentacion,
donde inserta su estilete en las células contiguas para succionar su contenido,
mientras el proceso de digestién del contenido celular se hace en parte extra
corporalmente por efecto la secrecion de enzimas en la saliva del nematodo

(JAUBERT et al., 2002). Es este fluido salival el que provoca que las células contiguas



se agiganten (MAGUNACELAYA y DAGNINO, 1999; BRIDGE y WILLIAMS, 2002),
caracterizandose por poseer una proliferacion nuclear, ribosomal y mitocondrial intensa
debido a la acelerada actividad metabolica (ROBINSON, 2007).

Durante las siguientes semanas, el tejido alrededor de este sitio de alimentacion
cambia, sucediendo excesivas hipertrofias e hiperplasias de las células, con lo que se
da forma a una agalla (CAILLAUD et al., 2008). Paralelamente el nematodo muda tres
veces pasando de ser una larva a una hembra adulta, con su cuerpo totalmente
embebido en el tejido radicular con solamente la parte posterior expuesta al exterior de
la raiz, de donde se originard la matriz gelatinosa que contendra los futuros huevos
(ROBINSON, 2007).

Los huevos podran eclosionar inmediatamente o algunos de ellos podran pasar
el invierno para eclosionar en primavera cuando las condiciones sean mas favorables
para las larvas (HARI et al., 2000; PERRY, 2003; AGRIOS, 2005; WESEMAEL et al.,
2006).

El ciclo de vida puede completarse en aproximadamente 25 dias, aumentando o
disminuyendo su duracién dependiendo de la temperatura (TRUDGILL y PERRY,
1994; TRUDGILL, 1995; PLOEG y MARIS, 1999; AGRIOS, 2005).

2.1.3 Sintomas. El efecto de la infestacion de nematodos en una planta hospedante
generalmente provoca sintomas. Sin embargo, esto va a estar directamente
relacionado con su nivel poblacional y con el nivel de susceptibilidad de la planta
(TAYLOR y SASSER, 1983). Ademas, el nivel de dafio dependera de la interaccion de
varios factores que condicionan estrés al huésped como: sequia, nutriciéon inadecuada
o0 el presentar las plantas afectadas otros patdégenos que bajan sus defensas
(SASSER, 1989).

Entre los sintomas que se pueden percibir luego de una infestaciéon se
encuentran los sintomas aéreos, muy generales, no especificos y muy parecidos a

aquellos que son producidos por deficiencia de minerales (CHEN et al., 2004).

Segln TAYLOR y SASSER (1978), MAGUNACELAYA y DAGNINO (1999) y
CHEN et al., (2004), entre los sintomas aéreos los mas comunes son: inhibicién de la
brotacién, disminucion del crecimiento y deficiencias nutricionales en forma de clorosis

del follaje, ya que los nematodos interfieren en la produccion y translocacién de



substancias provenientes de las raices, como las hormonas giberelinas y citoquininas,
y también de substancias que regulan la fotosintesis. Otro sintoma, a pesar de existir
humedad adecuada en el suelo, es la marchitez temporal, que debido al menor tamafio
del sistema radical y a que los elementos vasculares en los nodulos se rompen y
deforman, interrumpiendo mecanicamente el flujo normal de agua y nutrientes, con una

final disminucién de la produccioén o pérdida de ésta.

Los sintomas directos se observan en el tejido afectado, es decir 6rganos
subterrdneos o raices en el caso de las especies de Meloidogyne (HUANG vy
MAGGENTI, 1969; JEPSON, 1987; EISENBACK y TRIANTAPHYLLOU, 1991) entre
los que se encuentran formacion de agallas. De acuerdo a los mismos autores, éstas
son una consecuencia de las alteraciones en el desarrollo celular, por la interaccién de
proteinas y glicoproteinas introducidas al hospedero desde las glandulas del eséfago
subventral del juvenil Il. De esta forma, se van desarrollando células gigantes,
multinucleadas, debido al efecto de mitosis repetitivas de un nucleo simple dentro de la
misma célula, a las células teniendo un citoplasma denso y/o paredes celulares
altamente invaginadas; menor numero de raices principales y la presencia de
excesivas raices adventicias (FAVERY et al., 1998; BRIDGE y WILLIAMS, 2002;
CAILLAUD et al., 2008).

Segun CHEN et al. (2004), los cambios morfologicos de la raiz dependen del
hospedero y de la especie de nematodo que esté involucrado e incluye la cantidad,
extension, y tipo de agalla y, en casos especiales, ocurre también la supresion de las
raicillas secundarias y el desarrollo de las finas raices laterales alrededor de la zona

infectada.

Para alimentarse Meloidogyne se ubica en las células parenquimaticas de las
plantas, estimulando con sus secreciones a las células que rodean su cabeza a
aumentar de tamafo o fusionarse con las células adyacentes; los nlcleos aumentan de
tamafo y el citoplasma se hace mas denso, mientras los organelos incrementan en
namero (CAILLAUD et al.,, 2008). Ello hace que estas células aumenten su
metabolismo de sintesis en respuesta a la puncién y succién del nematodo y se les

denominan “células gigantes” o agallas (SASSER, 1989).
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Los tejidos preferidos para esto son el floema o el parénquima adyacente,
alimentandose de 5 6 6 células, sin llegar a destruirlas. Las células del parénquima
superficial y del periciclo sufren hiperplasia mientras que las células corticales cercanas
usualmente solo sufren hipertrofia (MAGUNACELAYA y DAGNINO, 1999; GOVERSE
et al., 2000).

La magnitud de estos sintomas variara de acuerdo al nimero de juveniles que
penetre en las raices y de la cantidad que se establezca dentro de los tejidos
radiculares del hospedero, asi también como de la susceptibilidad del hospedero
(MAGUNACELAYA y DAGNINO, 1999; BRIDGE y WILLIAMS, 2002).

2.1.4 Efectos de la infestacidén por M. hapla en plantas. La alimentacién directa del
nematodo puede afectar drasticamente la absorcion de nutrientes y agua de la planta
cuando esta es susceptible al ataque del nematodo, afectando en el crecimiento y
rendimiento del cultivo (EL-SHERIF et al., 2007). Este dafio se puede ver incrementado
por bacterias y hongos parasitos, que penetran e infectan el tejido radicular debilitado
por las heridas causadas por la alimentacién del nematodo y las células indiferenciadas
e hipertrofiadas de las agallas; algunos hongos como: Fusarium, Rhizoctonia y
Pythium, se reproducen con mayor rapidez en las agallas, induciendo un temprano
colapso del sistema radicular (DUFOUR et al., 2003; AGRIOS, 2005).

SASSER y JENKINS (1960), indican que la relacion hospedero-parasito es
afectada, ademas de la habilidad parasitaria inherente al nematodo y la relacion de
otros microorganismos con el hospedero, por multiples factores como: la caracteristica
genética del hospedero, el inéculo potencial o el nUmero de parasitos involucrados en

la etiologia, las condiciones ambientales, entre otras.

Entre algunas condiciones ambientales influyentes en esta relacién nematodo-
hospedero, los factores que inciden directamente sobre la supervivencia y
reproduccion del nematodo son: temperatura, humedad y las propiedades fisicas del
suelo (TAYLOR Y SASSER, 1978).

Las altas temperaturas (20 - 28° C) aumentan la poblaciéon en corto tiempo,
mientras que bajas temperaturas (0 - 5° C) alargan el ciclo biolégico, con lo que
disminuye su multiplicacion (BIRD y WALLACE, 1965; TAYLOR Y SASSER, 1983;
LAHTINEN et al., 1988; PLOEG y MARIS, 1999).
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La humedad del suelo es importante para la actividad y supervivencia de los
nematodos como para la actividad de la planta, pudiendo vivir los nematodos en estado
de stress hidrico con una pelicula de agua en el suelo, esencial para su movilidad, ya

gue de lo contrario se inactivan o mueren (BRIDGE, 1996).

Junto con la humedad del suelo, la textura, la estructura y la cantidad de
materia organica presente en éste son de gran importancia, ya que Meloidogyne es
mAas severo en suelos arenosos que en suelos arcillosos, influyendo la materia
organica por los componentes secundarios secretados por la descomposicién de estas,
los que algunas veces llegan a ser toxicos para el nematodo (TAYLOR y SASSER,
1983; MAGUNACELAYA y DAGNINO, 1999).

Algunos estudios indican que ciertos cultivos reducen activamente la poblacién
de nematodos mediante la exudacién de componentes con efecto nematicida, mientras
que otros simplemente son cultivos no huéspedes (RODRIGUEZ-KABANA, 1992).
Estas exudaciones también pueden contribuir a estimular el desarrollo de poblaciones
de hongos y bacterias antagonistas propias del suelo, alimentandose algunas de
huevos de Meloidogyne sp., ayudando a controlar su poblacion (GREWAL, 1989;
CHAVARRIA-CARVAJAL et al., 1994).

2.2  Alternativas para el control de nematodos

En Chile, diversos cultivos horticolas y ornamentales, ademéas de muchos otros
como alfalfa, frutales de carozo, praderas, papas, remolacha y vid, son altamente
susceptibles a M. hapla y otras especies del género, generando grandes pérdidas en el
rendimiento si no se controla adecuadamente (EISENBACK y TRIANTAPHYLLOU,
1991; MITKOWSKI, 2002; SAN MARTIN y MAGUNACELAYA, 2005).

Una vez que el nematodo se ha establecido en un cultivo, es muy dificil de
erradicar, ya que por las labores agronémicas de éste como el transplante, paso de

magquinaria y en especial el riego, se dispersan cada vez mas (PEET, 1996).

Hoy en dia, los nematodos fitoparasitos son controlados por métodos culturales,
nematicidas quimicos y cultivares resistentes, donde el uso de productos quimicos
tiene preponderancia (HAGAN et al., 1998; FERRAZ y FREITAS, 2004; VAN DER

PUTTEN et al., 2006). Aun asi, a futuro su utilizacién sera cada vez mas restringida por
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los problemas ambientales, humanos y animales que estos conllevan al aplicarlos
(QUENEHERVE et al., 1998; OKA et al., 2000).

Lo anterior lleva a utilizar otros métodos de control y a buscar nuevas
alternativas; generalmente, una combinacion o una integracion de algunas de las
practicas de control tienen mayor efectividad reduciendo el dafio del nematodo que el
usarlas por si solas. Estos efectos pueden clasificarse bajo dos categorias: a)
previniendo la introducciéon al usar material libre de nematodos, y b) uséndolos
directamente al observar los sintomas del ataque sobre el cultivo (BRIDGE, 1996;
BRIDGE y WILLIAMS, 2002; DUFOUR et al., 2003).

Los nematodos del género Meloidogyne sp. son considerados oportunistas, al
ser uno de los primeros organismos en invadir el suelo luego de un disturbio o
movimiento de este, lo cual se suma a la resistencia que le confiere la matriz gelatinosa
a los huevos (DROPKIN, 1980; INGHAM, 1996; DUFOUR et al., 2003; VAN DER
PUTTEN et al., 2006). Es por esto que es importante manejar el suelo con tareas
como: compost, enmienda animal, enmienda vegetal, cultivos de cubierta y rotaciones
de cultivos, promoviendo el crecimiento de organismos benéficos, disminuir la
poblaciobn de nematodos y otros dafios a los cultivos, por un mejoramiento de la
estructura y fertilidad del suelo, un desprendimiento de compuestos téxicos o un
incremento de la poblacion de hongos y bacterias parasitas al nematodo junto con
otros agentes antagonicos (STIRLING, 1991; AKHTAR y MASHKOOR, 1993; AKHTAR
y MALIK, 2000).

2.2.1 Rotacién de cultivos. Si un mismo cultivo susceptible es establecido afio tras
afio, los nematodos aumentan su poblacién exponencialmente mientras disponga para
su desarrollo de alimento suficiente (PARK et al., 2007; BRINKMAN et al., 2008). El
rotar cultivos susceptibles con otros no-hospederos a Meloidogyne permite prevenir
que la poblacion del nematodo alcance el nivel econémico de dafio, pero sin llegar a
eliminarlo (PEET, 1996).

Lo ideal, es incluir en las rotaciones cultivos taxonédmicamente no relacionados,
aln mejor si se puede rotar de una hoja ancha a una graminea. Entre algunas de las

especies que son aptas para rotaciones de cultivos y que actdan reduciendo la
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poblacion de estos se pueden nombrar a: espérragos, maiz, cebolla, arroz, entre otros
(DROPKIN, 1980; PEET, 1996).

Un ejemplo, actualmente en practica por algunos agricultores, es la rotacion de
dos afios entre ajo y cereales de grano pequefio, lo que ha demostrado una
disminucion efectiva de la densidad poblacional de M. hapla, teniendo un buen control
de las posibles malezas hospederas del fitonematodo (BELAIR, 1992; BELAIR y
PARENT, 1996).

2.2.2 Control quimico. ElI uso de compuestos quimicos, especificamente
compuestos nematicidas, ha ido declinando considerablemente a través de los afios ya
que muchos de los productos que se encontraban en el mercado como los fumigantes,
que utilizan bromuro, han sido eliminados por su toxicidad y alto costo (NOLING y
BECKER, 1994; OKA et al., 2001; SAN MARTIN y MAGUNACELAYA, 2005). Ademas,
se encuentra el dafio ambiental y humano que conlleva, junto con un efecto detrimental
a organismos favorables del agroecosistema (BRIDGE y WILLIAMS, 2002; VAN DER
PUTTEN et al., 2006; ROBINSON, 2007).

Existen dos grupos de nematicidas: los de bajo peso molecular o conocidos
como fumigantes de suelo y los de contacto como los carbamatos y organofosfatos
(BAKKER, 1993; WHITEHEAD, 1997). Entre los mas usados se encuentran: 1,3
Dicloroprofeno (Telone Il), Metan sodio y los inhibidores de cloresterasa: aldicarb y
oxamyl (BUTOOL et al., 1998; BRIDGE y WILLIAMS, 2002; ROBINSON, 2007).

Segun (OKA et al., 2000) como se ha prohibido el uso de muchos nematicidas
fumigantes, el uso de los nematicidas no fumigantes basados en los organofosforados
y en el carbamato aumentaria, lo que conllevaria a nuevas implicancias y analisis en el

uso de quimicos en el control de nematodos.

2.2.3 Control biolégico. El control biolégico ain no ha sido adoptado como una
practica de control para el manejo de los problemas causados por los nematodos, pero
si es posible tratar un suelo infestado con Meloidogyne mediante organismos vivos o
sus compuestos, que actlen controlando su poblacion (SIDDIQUI y MAHMOOD, 1993;
KERRY, 2000; CHITWOOD, 2002; VAN DER PUTTEN et al., 2006). Entre ellos se
puede mencionar a microorganismos como: las bacterias Pasteuria penetrans, Bacillus

thuringiensis, B. chitinosporus y Burkholderia cepacia; agunos hongos como:
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Trichoderma harzianum, Dactylella oviparasitica y Paecilomyces lilacinus que parasitan
los huevos de Meloidogyne, ademas de Hirsutella rhossiliensis, H. minnesotensis,
Verticillium chlamydosporum, Arthrobotrys dactyloides y Myrothecium verrucaria
(AGRIOS, 2005; ROBINSON, 2007).

2.2.4 Otros métodos. Entre otras opciones para controlar nematodos se pueden
mencionar por ejemplo: la solarizaciéon del suelo y el barbecho, siendo utilizado
también el mejoramiento genético a través de cultivares resistentes y el uso de aceites

esenciales de ciertas especies, entre otros (AGRIOS, 2005).

Generalmente, el uso de cultivares resistentes ofrece un mejor control con
nematodos sedentarios como lo es Meloidogyne, ya que en la mayoria de los casos los
juveniles que penetran a las raices no pueden establecer el sitio de alimentacion,

gquedando “atrapados” en su interior (DUFOUR et al., 2003).
2.3 Alelopatia en el control de nematodos

INSUNZA y FIABANE (1991) como HALBRENDT (1995 y 1996), sefialan que
ciertas plantas usadas como cultivos de cobertera y/o incorporadas como abonos
verdes, liberan compuestos con efectos controladores o antagénicos sobre los
nematodos fitoparéasitos en huertos comerciales, sefialando la existencia de unas 2.400
especies de plantas con estas propiedades plaguicidas a escala mundial, de las cuales

350 tendrian accion nematicida y estarian presentes en Chile.

ALLAM et al. (1990), INSUNZA y FIABANE (1991) y BIRCH et al. (1993)
indican que los compuestos liberados por algunas plantas tienen un efecto directo
sobre los nematodos fitoparasitos al modificar su comportamiento en relacion con la
planta hospedera, pero también pueden presentarse efectos indirectos, consistentes
en: estimular el crecimiento de la planta, aumentar la tolerancia al ataque, mejorar las
reacciones de defensa del vegetal y en algunos casos aumentar el rendimiento en mas
de 30%.

El concepto de alelopatia es clave para entender por qué algunas plantas
pueden reducir o modificar las poblaciones de nematodos fitoparasitos. RICE (1984)
define alelopatia como: “cualquier efecto, directo o indirecto, beneficioso o perjudicial,
provocado por una planta o microorganismo sobre otro, alin asi sea por la liberacién de

metabolitos secundarios liberado al ambiente”. HALBRENDT (1996), indica que estos
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metabolitos secundarios estan presentes en diversas plantas, ya sea en el tejido crudo,
en descomposicion o en un extracto de ellas; pudiendo utilizarlos beneficiosamente en

rotaciones, cultivos intercalados o como abono orgénico contra los nematodos.

De acuerdo a MOREND (1999), los vegetales producen dos tipos de
componentes quimicos: los “principios inmediatos” o metabdlicos primarios (proteinas,
gldcidos y lipidos) que derivan de la fotosintesis y los “principios activos” o metabdlicos

secundarios, que derivan de la asimilacién del nitrégeno.

Los metabdlicos secundarios son sintetizados y almacenados durante el
desarrollo de la planta, no distribuyéndose equitativamente a través de ella (PALOW,
1985). Se liberan via volatilizacion o exudacion, via las raices, lixiviandose desde la
planta o sus residuos, o a partir de la descomposicion de estos (HALBRENDT, 1996);
donde segin CHITWOOD (2002), muchos de estos compuestos quimicos presentes
en las plantas y nocivos para los nematodos, son amigables con el medio ambiente y

los humanos, no asi los nematicidas quimicos.

Uno de los primeros efectos de alelopatia nematodo-planta se observo con
caléndula (Tagetes sp.), al controlar algunas especies de Meloidogyne usandola como
cultivo de rotacion o como enmienda (RICE, 1983; BHATTI, 1988).

2.4 Plantas antag6nicas a nematodos

Las secreciones de ciertas plantas no hospedantes para nematodos, pueden en
alguna forma enmascarar o neutralizar los efectos de la secrecion de una planta
huésped a la que, de otra forma, si habria respuesta. Si estas secreciones o principios
activos, se encuentran en concentraciones suficientes, pueden incluso llegar a ser
toxicas para los nematodos (DECKER y SVESHNIKOVA, 1989.).

Segun UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY (EPA)
(2003), hasta 1998 en Norteamérica se habrian registrado unos 175 ingredientes
activos y 780 productos de la categoria de bioplaguicidas, encontrandose varios de
origen vegetal, extraidos de plantas como: ajo, menta, y familias como las Rutaceas y

Asteraceas.

Estos principios activos propios de las plantas pueden estar en distintas

concentraciones (0,1 a 3% del peso seco) dentro de una misma planta, influyendo en
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esto ultimo la familia botanica, el género y la especie (ALONSO, 1998; ROJAS, 1999;
MUNOZ et al., 2001).

INSUNZA et al. (2001), afirman que cerca de 30 especies de plantas en Chile,
nativas y naturalizadas, presentan propiedades antihelminticas, pudiendo algunas de
ellas alcanzar un potencial de control frente a nematodos fitoparasitos, dependiendo de
la concentracién de los extractos y a la especie del nematodo. Entre ellas destacan:
Asparagus officinalis, Brassica campestris, Calendula officinalis, Melissa officinalis,
Plantago major, Ruta graveolens; y de las plantas nativas chilenas: Aristotelia chilensis

(hojas); Cestrum parqui (corteza); Quillaja saponaria (hojas y flores).

Algunas alomonas seleccionadas de estas plantas han mostrado tener varios
efectos sobre los nematodos fitoparasitos, como por ejemplo, antioviposicion,
repelencia, nematotoxicidad, anti-alimentario, reduccién de la actividad vectorial,

inhibicion del desarrollo de las hembras, entre otros (BIRCH et al., 1993).

Junto con esto, DUFOUR et al. (2003) indican que aceites esenciales de
hierbas arométicas y culinarias contienen componentes nematicidas como el carvacrol
y el timol, que a muy pequefias concentraciones (1000 pg/L, 6 0,001 mg/L) pueden
inmovilizar a los juveniles y reducir la eclosién de los huevos de los nematodos del

nudo de la raiz, pero no necesariamente al inmovilizarlos los elimina.

Un ejemplo de la alelopatia planta-nematodo se puede apreciar en raices de
caléndula africana (Tagetes erecta L.), donde especies de Meloidogyne no logran
establecer un sitio de alimentacion que les permita cumplir su ciclo de vida, donde al
efecto depresor se atribuye a los politienilos existentes en la planta (CHITWOOD,
2002). Ademas, se pueden mencionar otras especies con similar efecto supresor
como: esparrago (Asparragus sp.), albahaca (Ocinum sp.), ruda (Ruta graveolens),
paico (Chenopodium ambrosioides), llantén (Plantago major L.) y otras (INSUNZA,
1990).

Otro ejemplo son las brasicas, las cuales contienen un componente quimico de
la clase de los glucosinalatos y los isotiocianatos, que presenta una nematotoxicidad al
degradarse producto de la accion enzimatica, que aunque no lo mata, interfiere con su

ciclo reproductivo (CHITWOOD, 2002). Otras Brasicas que también han sido evaluadas
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para controlar nematodos son: el rAbano (Raphanus sativus) (COLLINGBORN et al.,

2000), raps (Brassica napus) (DE WAELE et al., 1988), y Sinapsis sp., entre otras.

A su vez, el sorgo (Sorghum bicolor, Fam. Poaceae) y la yuca (Manihot
esculenta, Fam. Euphorbiaceae) contienen los glicésidos durrina y linamarina
respectivamente, los que por medio de la hidrolizacion enzimética liberan cianuro por
intermedio de la cianihidrina, téxico para el nematodo (WIDMER y ABAWI, 2000;
CHITWOOD, 2002).

Entre otras familias que liberan compuestos nematotoxicos se pueden nombrar
a las Asteraceae que liberan poliacetilenos (KOGISO et al., 1976a; KOGISO et al.,
1976b, KAWAZU et al., 1980), algunas especies de la familia Fabaceae que liberan
alcaloides (BIJLOO, 1965; FASSULIOTIS y SKUCAS, 1969; MATSUDA et al., 1989;
MATSUDA et al., 1991), algunas especies de la familia Poaceae que tienen &cidos
grasos y sus derivados presentes en tejidos animales y vegetales como esteres
(TARJAN y CHEO, 1956; SAYRE et al., 1965), algunas especies de las familias
Labiaceae y Myrtaceae que presentan terpenoides (MALIK et al., 1987, OSMAN y
VIGLIERCHIO, 1988; VIGLIERCHIO y WU, 1989; SANGWAN et al., 1990; BAUSKE et
al., 1994), otras especies que presenten fenoles (MAHESHWARI y ANWAR, 1990;
MAHMOOD y SIDDIQUI, 1993), entre otros compuestos.

2.4.1 Ruda (Ruta graveolens L.) como planta antagonista. La ruda, de la familia
Rutaceae y originaria del sur de Europa, es una hierba aromatica pequefia y
siempreverde, con hojas verde-azuladas que emiten un fuerte aroma y tienen un sabor
amargo (ZENG et al., 2008).

Las hojas y las flores contienen aceites esenciales (0,1% del peso seco),
heterésidos como la rutina (1 - 2%), alcaloides y taninos, los cuales le dan la
caracteristica de planta antihelmintica (SABILLON y BUSTAMANTE, 1996; ROJAS,
1999; VANACLOCHA y CANIGUERAL, 2003). La aplicacion de tejidos foliares de ruda
como extracto, entre otros, han mostrado efecto nematicida hacia especies de
Meloidogyne sp., como también para Ditylenchus dipsaci y Xiphinema index (INSUNZA
y VALENZUELA, 1995; SASANELLI, 1995; MAREGGIANI et al., 1997).

Ademas, PAULINI et al. (1991), SASANELLI (1992) y SASANELLI vy

D’ADDABBO (1993) encontraron que estos compuestos quimicos participan en la
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respuesta de defensa de las células de las plantas como antivirales, antibidticas y

antifingicas.

Los tejidos de esta hierba, inhiben la eclosion de los huevos de Heterodera
schachtii (SASANELLI y D'’ADDABBO, 1992 y 1993), sefialando SASANELLI vy
D’ADDABBO (1995) a un flavonoide: la rutina, el primer compuesto aislado de ruda,
como el responsable de la actividad nematicida de esta planta, complementandose con
una cumarina: la xantotoxina, y dos alcaloides: kokusaginina y la skimianina; mientras
que DUKE (1991), atribuye a la 2-rudeacrona, principal componente del aceite de ruda,

la actividad antihelmintica

2.4.2 Menta (Mentha x piperita L.) como planta antagonista. La menta, pertenece
a la familia Lamiaceae. Es una hierba perenne, rizomatoza y aromatica, originaria de la

zona templada del hemisferio norte (MUNOZ et al., 2001).

Su valoracion econdmica para propdsitos culinarios es reconocida, y podria ser
muy valorado su uso en la agricultura, aiun mas si se demuestra su efecto depresor en
las poblaciones de nematodos (WALKER y MELIN, 1996).

Entre los principios activos que presenta la Mentha x piperita, se encuentran
componentes aromaticos como los monoterpenos, los cuales han sido investigados
como controladores de enfermedades en plantas (VOKOU et al., 1993; BAUSKE et al.,
1994).

Sus hojas y flores son ricas en aceites esenciales (1 a 3% del peso seco) donde
su componente principal es el mentol (30 a 55%), conteniendo ademas mentil acetato
(4 a 10%), mentona (15 a 25%), pulegona, felandreno, cineol, linalol, pineno y otras
esencias. Contiene también cantidades considerables de los flavonoides apigenol,
luteolol y mentosido, asi como taninos, triterpenos y carotenoides (WIJESEKERA,
1991; MUNO?Z et al., 2001).

Algunos de estos componentes aromaticos han mostrado ser letales para
nematodos (SANGWAN et al., 1990), como lo comprobd un ensayo de IBRAHIM et al.
(2006) donde demuestra el poder nematicida del carvacrol, timol y linalol, seguidos del
terpenol y la mentona, extraidos de Mentha microcorphylla contra el Juvenil Il de

Meloidogine incognita y una inhibicién completa de la eclosién de los huevos.
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Reafirmando lo anterior, ABD-ELGAWAD y OMER (1995) indican que una
combinacion entre el geraniol y el timol, suprimen las poblaciones de Meloidogyne,
mientras que extractos de sus aceites esenciales: geraniol, mentol y linalol han
demostrado inhibir el movimiento de los hematodos, la eclosion de los huevos, con la
consiguiente reduccion en el numero de agallas provocadas por Meloidogyne,

sugiriendo que los tres aceites nombrados, son los reales causantes de la fitotoxicidad.

2.4.3 Paico (Chenopodium ambrosioides L.) como planta antagonista. De la
familia de las Chenopodiaceae, el paico es una planta anual o bianual, aromética y
rastrera, originaria de la India (MUNOZ et al., 2001).

El género Chenopodium, que se encuentra en casi todo el mundo, contiene
sustancias con propiedades fungicidas, bactericidas, viricidas, insecticidas,
nematicidas, moluscocidas y alelopaticas, siendo Chenopodium ambrosioides, Ch.
quinoa y Ch. album las especies que presentan mayor control contra diversos
fitonematodos (QUARLES, 1992).

Entre los componentes activos con propiedades nematicidas identificados en el
paico (Ch. ambrosioides) se pueden nombrar a: saponinas, flavonoides, esteroides y
aceites esenciales (KARR et al., 1990), siendo los més activos los aceites esenciales,
conformados por el ascaridol en un 86% (QUARLES, 1992).

MURNOZ et al. (2001) indica que, cada 100 g de hojas contiene 0,06 mg de
tiamina, 0,28 mg de riboflavina, 0,6 mg de niacina y 11 mg de vitamina C, ademas de:
saponinas, alcaloides, glicésidos variados, etc., mientras que el aceite esencial puede
contener casi hasta un 90 % de ascaridol, genariol, 1-limoneno, mirceno, p-cimeno y

acido butirico.

Un ejemplo del control de nematodos con paico lo menciona MUNOZ et al.
(2001) y el ensayo efectuado por INSUNZA y VALENZUELA (1995), donde los
extractos de hojas de paico disminuyeron la densidad poblacional de Ditylenchus
dipsaci asi también como disminuyeron los sintomas de la planta susceptible, con

respecto al testigo.
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3 MATERIAL Y METODO

A continuacion se detallan los materiales utilizados y la metodologia aplicada en

esta investigacion
3.1 Materiales

Para el desarrollo de la investigacion, se cont6 con las instalaciones y

materiales descritos en los siguientes parrafos.

3.1.1 Instalaciones. El ensayo se realizé durante los meses de marzo a junio del afio
2008 en el Laboratorio de Nematologia y en un invernadero del Instituto de Produccién
y Sanidad Vegetal, ubicados en el Campus Isla Teja de la Universidad Austral de Chile,

Valdivia.

3.1.2 Material vegetal. El material vegetal utilizado corresponde a tejido vegetal seco
y fresco de: ruda (Ruta graveolens L.), menta (Mentha x piperita L.) y paico
(Chenopodium ambrosioides L). Ademas, se utilizaron plantulas de lechuga (Lactuca
sativa L), cultivar Reina de Mayo, con dos hojas verdaderas y aproximadamente 5 cm

de altura.

De ruda y menta se usaron solamente hojas obtenidas de plantas propagadas y
cultivadas desde semilla al estado adulto en bandejas de plumavit, en invernadero frio,
bajo riego periddico; y del paico se usaron hojas y flores obtenidas de una planta de la

zona en estado adulto.

3.1.3 Material de laboratorio. ElI material fungible empleado en el ensayo
correspondié basicamente a: bandejas plasticas, bisturi, bolsas de papel, cintas de
papel engomadas, cubreobjetos, etiquetas, lapices marcadores, macetas de plumavit
(240 cc), papel absorbente, pipetas, piscetas, placas Petri, portaobjeto, probetas,

tijeras, tubos de ensayo (200 mL) y vasos precipitados.

Entre el instrumental correspondié a: balanza de precision NEOLAB 410,

contador nematolégico METROLAB 3725, horno, lupa estereoscépica binocular NIKON
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Smz-445, micropipeta NICHIRYO 8100, microscopio CARL ZEISS, procesadora

Moulinex, refrigerador y tamices de bronce con diferente graduacion.

3.1.4 Reactivos. El Unico reactivo utilizado fue hipoclorito de sodio al 1% (NaClO) (en

base a Clorox ", 5 %).

3.1.5 Sustratos. Como sustrato de cultivo para las plantas en el ensayo, se utilizé
una mezcla de arena de rio (50%) y suelo (50%), este ultimo obtenido de una pila de
compostaje ubicada en la Estacion Experimental Santa Rosa, el cual se encontraba
comprobadamente libre de la presencia de nematodos fitopatogenos, de acuerdo al

analisis nematolégico realizado en el mismo laboratorio.

3.1.6 Nematodo. Para el ensayo se utilizaron huevos y juveniles de Meloidogyne
hapla, extraidos de una poblacién identificada como tal, la que se encontraba

infestando plantas de peonia (Peonia sp.) mantenidas en invernadero.
3.2 Método

En esta investigacién se evalud el efecto sobre la infestacion de M. hapla en
plantas de lechuga, de someter propagulos del nematodo a cuatro concentraciones y
dos tiempos de interaccion de extractos acuosos de tejido fresco y seco de las tres

especies en estudio.

3.2.1 Preparacion y transplante de plantas de lechuga. Se utilizaron plantulas de
lechuga cv. Reina de Mayo, sembrando 400 semillas en bandejas conteniendo sustrato
estéril; se mantuvieron a temperatura ambiente y riego periddico, en el Laboratorio de
Nematologia. Al observar un 50% de emergencia de la segunda hoja verdadera se

trasladaron 335 plantulas a igual nimero de macetas de plumavit de 240 cc.

3.2.2 Obtenciéon de huevos y juveniles de M. hapla. Para el ensayo se utilizaron
juveniles de M. hapla, obtenidos de raices de plantas de peonias mantenidas en
laboratorio e infestadas con el patégeno. Para su extraccion se utilizé el procedimiento
indicado por HUSSEY y BARKER (1973), que consistié en trozar (1 - 2 cm) las raices
infestadas y colocarlas en un frasco Erlenmeyer con 200 mL de solucién de hipoclorito
de sodio al 1% (NaClO), tapado y agitando por 4 minutos. Luego, se vaciaron y lavaron
con agua corriente a presion suave a través de un set de tamices de 200 mesh (poros

de 74 pm) y de 500 mesh (poros de 26 um), obteniendo desde el Ultimo tamiz la
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suspension de huevos y juveniles del nematodo, la que se dispuso en un vaso

precipitado.

El procedimiento se repitio con mas raices para lograr la cantidad necesaria de

indculo.

La concentracion de propagulos (huevos y juveniles) en la suspensién se
determiné homogenizando la muestra y extrayendo con la pipeta graduada una
alicuota de 1 mL, que se depositd en un portaobjeto para contabilizar bajo microscopio
los individuos presentes. Este proceso se repitio tres veces, promediando los
resultados y ajustando con agua la suspension del vaso precipitado hasta obtener un

promedio aproximado de 2.800 huevos y juveniles/mL para la inoculacion.

3.2.3 Preparacion de los extractos acuosos de las plantas arométicas en
estudio. En marzo del 2008 se obtuvieron hojas de Mentha x piperita, hojas de R.

graveolens y hojas y flores de Ch. ambrosioides.

De cada especie aromatica se extrajo tejido fresco, secandolo a temperatura
ambiente para obtener 50 g de tejido seco. Una vez secos, se trituraron con una
Moulinex y se vaciaron a un frasco Erlenmeyer con 1.000 mL de agua destilada estéril,
dejandolas por 48 h a temperatura ambiente y agitando periédicamente (GREWAL,
1989) para finalmente filtrar a un segundo frasco Erlenmeyer a través de papel

Whatman N°1, obteniendo un “extracto acuoso base”.

A su vez, de cada especie aromatica se extrajeron 50 g del tejido fresco, se
trituraron con una Moulinex y se utilizaron para preparar un “extracto acuoso base”
siguiendo la misma metodologia que en el caso del tejido seco, indicada en el parrafo

anterior.

Una vez listos los extractos acuosos base de las especies aromaticas, por
dilucion con agua destilada estéril, se obtuvieron concentraciones de: 25 — 50 - 75 y
100% de cada uno. Como testigo se utilizd, para cada extracto base, agua destilada en

reemplazo al extracto obteniendo asi una concentracion 0%.

3.2.4 Exposiciéon de los propagulos de Meloidogyne al extracto acuoso. Cada
extracto (especie, tipo de tejido y concentracion) se distribuyé con ayuda de una

micropipeta a razéon de 5 mL en un total de 335 tubos de ensayo etiquetados
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correspondientemente. Luego en cada tubo se incorporé nuevamente, con micropipeta,
0,5 mL del inéculo (1.400 huevos y juveniles aproximadamente). Realizado esto, los
tubos se cubrieron con papel aluminio para mantenerlos en oscuridad, dejando
interactuar a una temperatura de aproximadamente 16 °C el extracto acuoso y el
indculo por dos periodos de tiempo (24 h y 48 h), de acuerdo a cada tratamiento
(Cuadro 1).

En los testigos de la concentracion 0% se utilizé agua destilada en reemplazo
del extracto acuoso, a los cuales se aplicé los 0,5 mL del in6culo de M. hapla. Ademas,
se utilizé un segundo testigo absoluto, que contenia solo agua destilada (sin extracto ni
in6culo) y finalmente para determinar el efecto de los extractos sobre las plantas se

utilizé un tercer testigo, utilizando Unicamente 5 mL de cada extracto acuoso base.

3.2.5 Inoculacién de las macetas con las plantulas. Completado el tiempo de
interaccion de cada tratamiento se vertié el contenido de cada tubo en su respectiva
maceta, previamente etiquetada; para ello se realizaron dos perforaciones de
aproximadamente 1 cm de profundidad a los costados de cada planta con el fin de
acercar el inéculo a las raices. Una vez inoculadas se taparon las perforaciones con el

mismo sustrato y se aplico un riego suave.

Las macetas se trasladaron a invernadero donde se mantuvieron por 45 dias

aplicando riego periédico de acuerdo a las necesidades de las plantas.

3.2.6 Distribucion de los tratamientos del ensayo. De cada especie aromatica
usada (ruda, menta y paico) se utilizaron tejidos secos y frescos. Estos se procesaron y
por dilucion se obtuvieron extractos acuosos en concentraciones de 25%, 50%, 75% y
100% del extracto base, usando como testigo la concentracion de 0%, so6lo agua
destilada con el inéculo. El testigo absoluto correspondié a agua destilada, sin extracto
ni inéculo, presentando también un testigo del efecto del extracto sobre las plantas:

extracto al 100% sin in6culo.

Con esto, se tienen 6 extractos acuosos a evaluar y tres testigos, con 5

repeticiones, los que se detallan en el Cuadro 1.
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CUADRO 1 Distribucion de los tratamientos en el ensayo.

MENTA RUDA PAICO
Especie é
Fresco| Seco |Fresco| Seco |Fresco| Seco 8, Repeticiones

B

()

|_

Concentracion |24 |48 (24 |48(24|48|24|48|24 |48 (24|48

0? X X X X|X X X X|X X X X X 5
25 X X X X|X X X X|X X X X X 5
50 X X X X|X X X X|X X X X X 5
75 X X X X|X X X X|X X X X X 5
100 X X X X|x X X X|X X X X X 5
Testigo absoluto X 5

* 1 Testigo con extracto (100%) - sin inéculo.

* 2 Testigo sin extracto - con inéculo.

3.3 Evaluaciones

En el ensayo se evalué la infestacion alcanzada por el nematodo en las plantas
como también la respuesta de las plantas a los extractos y la infestacion del nematodo.
De esta forma se consideraron variables y componentes determinados en forma
directa, como: peso fresco aéreo y radicular de las plantas, peso seco aéreo, longitud
radicular y poblacion final de huevos y juveniles por planta (raiz), asi como variables y
componentes indirectos como fueron el nivel de agallamiento radicular, estimado a
través de dos indices con escalas comparables de TAYLOR y SASSER (1978) y
HUSSEY y JANSSEN (2002).

3.3.1 Levantamiento del ensayo. Transcurridos 45 dias desde el transplante e
inoculacion se procedio a levantar el ensayo. Para ello las plantas de cada maceta
fueron retiradas del sustrato tratando de no romper el sistema radicular. Este se separo

del sector aéreo, procediendo a evaluar primero la parte aérea. El sector radicular se
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depositd en un vaso precipitado conteniendo agua corriente, en el que se agité
suavemente para luego retirar el exceso de agua y secar con papel absorbente, este

se mantuvo a 5 °C en un refrigerador por un par de dias hasta su evaluacion.

3.3.2 Procesamiento y evaluacion de la parte aérea. Con balanza analitica de 0,01
g de precision se registré el peso fresco total del tejido aéreo, disponiendo éste en
forma inmediata en una bolsa de papel rotulada, para luego llevarlas a horno de

secado por 48 h a 60 °C y obtener el peso seco.

3.3.3 Procesamiento y evaluacion de raices. Las raices se revisaron, en primer
lugar directamente bajo lupa estereoscopica estimando el nivel de agallamiento que
presentaban. Esto se determiné segln dos escalas comparables con valores
ascendentes de 0 a 5 (Cuadro 2), que toman en cuenta el nimero de agallas en el

sistema radical (indice A) y el porcentaje de raices con agallas (indice B).

CUADRO 2 Indices de agallamiento de raices de acuerdo a dos escalas

comparables.

indice A indice B
Nivel

Numero de agallas en raices  Porcentaje de raices con agallas
0 sin agallas sin agallas
1 1-2 agallas algunas agallas pequefias
2 3-10 agallas < 25% de las raices agalladas
3 11-30 agallas 25-50% de las raices agalladas
4 31-100 agallas 51-75% de las raices agalladas
5 mas de 100 agallas > 75% de las raices con agallas

FUENTE: TAYLOR y SASSER (1978) y HUSSEY y JANSSEN (2002).

Posteriormente se registré, con regla milimétrica, la longitud del sector radicular,
para luego establecer el nUmero de huevos y juveniles presentes en masas de huevos

formadas en raices. Para ello se sigui6 la misma metodologia de HUSSEY y BARKER
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(1973) explicitada en el punto 3.2.5. En este caso la suspension obtenida de las raices
de cada maceta se deposité en un tubo de ensayo, dejandola reposar a 5 °C para
decantar los propagulos presentes. Transcurridos un minimo de 24 h se extrajo por
sifonacion el agua contenida sobre los 10 mL de base en cada tubo y del remanente,
una vez homogenizado, con una pipeta se extrajo una alicuota de 0,5 mL, se deposité
en un portaobjetos, y bajo microscopio se revisé y contabilizé. Para calcular el nUmero
total de propagulos recuperados en cada planta, se multiplicé el nUmero de huevos y

juveniles contabilizados en la alicuota x 20, estimandose asi el total en 10 mL.
3.4  Analisis de resultados

Considerando la amplitud de variables en el ensayo, la evaluacién de los

resultados se estructurd en cuatro fases o etapas, las que se detallan a continuacion:

3.4.1 Fase 1: Efecto de tres especies arométicas en el desarrollo de plantas de
lechuga. Se evalué si los extractos afectaron el desarrollo de la planta indicadora (L.
sativa). Para ello se utilizaron los datos obtenidos del testigo absoluto y de los testigos
con extracto (100%) todos ellos sin in6culo de M. hapla, obteniendo por lo tanto siete
tratamientos a evaluar: Testigo absoluto, y los seis extractos puros o 100% de cada

especie: menta fresca y seca, paico fresco y seco, y ruda fresca y seca.

3.4.2 Fase 2: Efecto de M. hapla en el desarrollo de plantas de lechuga. En este
caso se analizé el efecto solamente del nematodo en dos tiempos de exposicion al
agua destilada: 24 h y 48 h, sobre el desarrollo de las plantas indicadoras; utilizando
los resultados obtenidos en el testigo absoluto y de los testigos con indculo pero sin
extracto (agua destilada) a las 24 h y 48 h, dando lugar al andlisis de tres tratamientos:

Testigo absoluto, indculo sin extracto a las 24 h e indculo sin extracto a las 48 h.

3.4.3 Fase 3: Efecto de la especie aromatica y dos tiempos de exposicién en la
infestacién de M. hapla. Se evalué si las especies aromaticas en interaccion con el
in6culo por dos tiempos: 24 h y 48 h, influyen en la capacidad infestiva del nematodo.
En este caso se utilizaron los resultados del testigo (0% de concentracién) a los dos
tiempos de exposicion: 24 h'y 48 h, y el promedio de las cuatro concentraciones (25%,
50%, 75% y 100%) y del tipo de tejido (seco y fresco) del extracto de cada especie

(menta, ruda y paico) a las 24 h y 48 h, dando lugar al analisis de ocho tratamientos:
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testigo 0% y el promedio de las concentraciones y tipo de tejido de las especies

(menta, paico y ruda), todos por dos tiempos de exposicion: 24 h'y 48 h.

3.4.4 Fase 4. Efecto de la especie aromética, concentracion, tipo de tejido y
tiempo de exposicion del extracto acuoso, en la infestacion de M. hapla. Se
evaluo si la especie aromatica, el tipo de tejido, las concentraciones y el tiempo de
interaccion presentan influencia en el desarrollo infestivo del nematodo, en forma
individual o en conjunto, utilizando los datos obtenidos a las 48 h de exposicién para

todos los factores.
3.5 Analisis estadistico

Los datos se analizaron a través del programa estadistico STATGRAPHICS
plus 5.1, por medio de cuatro fases. Las dos primeras fases utilizaron un andlisis
paramétrico unifactorial, la fase tres un analisis no paramétrico unifactorial y un analisis
paramétrico unifactorial, mientras que la fase cuatro utilizé un andlisis no paramétrico

multifactorial y un andlisis paramétrico multifactorial.
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4 PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

A continuacion se presentaran y analizaran los resultados obtenidos en el
ensayo, en primer lugar se muestran los relacionados al efecto de los extractos

acuosos sobre las plantas y posteriormente su efecto en el control del nematodo.
4.1 Efecto de tres especies aromaticas en el desarrollo de plantas de lechuga

Al analizar el efecto general de los extractos acuosos frescos y secos (sin
in6culo de M. hapla, al 100% de concentracion), aplicados en el sustrato de plantas de
lechuga cv. Reina de mayo (Lactuca sativa) (Cuadro 3), en comparacion al testigo se
observa que si bien no hubo diferencias significativas entre los tratamientos y el testigo,
la aplicacion de extracto acuoso de tejido seco de ruda parece ser el mas favorable en

el desarrollo de las plantas.

CUADRO 3 Desarrollo de plantas de lechuga en respuesta a la incorporacién

de extractos acuosos de especies aromaticas.

Tratamiento Peso fresco plantas Peso seco aéreo Longitud radicular

Especie| Tejido (@) (@) (cm)

Testigo (agua) 834 + 514 a 0,34 + 0,21 a 15,50 + 5,96 a
Menta [Fresco 3,46 £ 155 a 0,08 £ 0,04 a 10,33 + 4,08 a
Menta |[Seco 3,26 £ 2,78 a 0,10 £ 0,10 a 9,38 £ 2,95 a
Ruda Fresco 8,48 + 6,31 a 0,16 = 0,12 a 11,64 + 3,73 a
Ruda Seco 1298 + 4,45 a 0,34 + 0,16 a 16,22 + 4,07 a
Paico Fresco 6,07 £ 573 a 0,17 =+ 0,11 a 13,20 + 3,79 a
Paico Seco 8,96 + 7,82 a 0,23 = 0,28 a 11,24 + 3,01 a

* Los valores corresponden al promedio de 5 repeticiones.
* Valores dentro de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias significativas de
acuerdo al test de Tukey, p<0,05 (Anexos 2, 3, 4,5y 6).
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Para mayor claridad de los resultados, se estimo el efecto porcentual de los
extractos acuosos sobre el desarrollo de las plantas de lechuga, en relacion al testigo
(Figura 1).

4.1.1 Efecto en el peso fresco total de las plantas. En el Cuadro 3 se observo que
estadisticamente no existen diferencias significativas entre los tratamientos, mientras
que al graficar el desarrollo proporcional de las plantas de lechuga expuestas a los
extractos y su tipo de tejido frente a las plantas testigo (Figura 1), se puede observar
que la mayor estimulacién en el peso fresco total fue de un 56% con el tejido seco de
ruda, mientras que la menta, tanto fresca como seca y, en menor grado el paico fresco,

ejercieron una disminucion en el peso fresco total de un 59%, 61% y 27%

respectivamente.
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Peso fresco planta Peso seco aéreo Longitud radicular
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= Menta fresca Ruda fresca = Paico fresco
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FIGURA 1 Desarrollo proporcional con respecto al testigo, de plantas de
lechuga inoculadas con extractos acuosos de tres especies

aromaticas.

Al analizar por separado los resultados en el peso fresco aéreo y el peso fresco
radicular de las plantas, en la Figura 2 destaca que los tratamientos afectaron cada uno

de estos parametros en la misma forma que en el peso fresco total; asi el extracto
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acuoso de ruda seca, estimulé en un 59% el peso fresco aéreo y en un 32% el peso
fresco radicular, mientras que al aplicar extractos de menta fresca, menta seca y de
paico fresco, el peso fresco aéreo de las lechugas disminuyé en 58%, 59% y 28%

respectivamente y el peso fresco radicular en un 61%, 71%y 25%.

18
16
14

Ll

Testigo Menta Menta Ruda Ruda Paico Paico
fresca seca fresca seca fresco seco

Peso fresco (g)

SO N b~ OO

= Peso fresco aéreo (Q) m Peso fresco radicular (g)

FIGURA 2 Peso fresco aéreo y radicular de plantas de lechuga en respuesta a

laincorporacion de extractos acuosos de especies aromaticas.

4.1.2 Efecto en el peso seco aéreo de las plantas. El extracto de ruda seca no
alter6 (Figura 1) el peso seco de las hojas con respecto al testigo, mientras que todos
los demas tratamientos (menta fresca, menta seca, ruda fresca, paico fresco y paico
seco) ejercen una disminucion en el peso seco de las hojas. Destaca, sin embargo,
que estadisticamente no existen diferencias significativas entre el efecto de los seis

extractos puros en el peso seco de las hojas de las plantas indicadoras (Cuadro 3).

4.1.3 Efecto en la longitud radicular de las plantas. Al igual que en el caso del
peso seco aéreo, el extracto acuoso de ruda seca ejerce una estimulacién leve (5%) en
la longitud radicular (Figura 1), lo cual sin embargo, no lo diferencia del testigo (Cuadro
3), mientras que el resto de los tratamientos: menta fresca, menta seca, ruda fresca,

paico fresco y paico seco, ejercieron una supresion de un 33%, 40%, 25%, 15% y 28%
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respectivamente, las que tampoco se reflejaron en diferencias estadisticas entre ellas

ni con el testigo (Cuadro 3).

Si bien no se detectaron diferencias estadisticas en los resultados, atribuibles
probablemente a las condiciones restrictivas de cultivo en macetas de tamafio pequefio
y al tiempo de cultivo, en general, los extractos de menta (seco y fresco) produjeron un
efecto adverso en el desarrollo total de la planta con respecto al testigo, al presentar
las plantas expuestas a estos extractos un menor peso total (aéreo y radicular) y una
menor elongacién radicular. Estos resultados pueden deberse al efecto que ejercen
componentes fitotdxicos presentes en hojas de menta como son timol y carvacrol
(AZIRAK y KARAMAN, 2008); estos compuestos de acuerdo con WALKER y MELIN
(1996), pueden llegar a reducir el peso seco de plantas de tomate hasta en un 78%.
Por su parte, MUCCIARELLI et al. (2001) comprobaron que al exponer semillas
germinadas de Cucumis sativus L. a pulegone, un compuesto del aceite esencial de

menta, la respiracion radicular se restringia en un 50%.

En relacion al paico (Chenopodium ambrosioides), JEFFERSON y PENACCHIO
(2003) asi como HEGAZY y FARRAG (2007), sefialan que presenta componentes
fitotoxicos, principalmente el monoterpeno ascaridol, que interfieren en la germinacion
y crecimiento de semillas de lechuga y otras especies, efecto que en este ensayo se
demostré en la menor longitud radicular que presentaron las plantas de lechuga
sometidas a extractos frescos y secos (13,2 cm y 11,2 cm) con respecto al testigo (15,5

cm).

En general, las plantas de lechuga expuestas a extractos de ruda fresca
presentaron una disminucién en el peso fresco radicular, en el peso seco de las hojas y
en el largo radicular, mientras que las expuestas a extractos de hojas secas de la
misma especie aumentaron el peso fresco total de la planta y muy levemente la
longitud radicular. Similar efecto observaron OLIVA et al. (2003) y HALE et al. (2004),
en el crecimiento y desarrollo radicular de lechuga, al exponer las semillas a
graveolina, un alcaloide de hojas de ruda. Por otro lado ZOBEL y BROWN (1991) al
evaluar hojas frescas y secas de ruda, encontraron que éstas presentan componentes
activos téxicos para el crecimiento y desarrollo radicular de lechuga (furanocumarinas,
xantocianinas, bergapten) siendo mayor la concentracion en hojas frescas que en

hojas secas.
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Se podria pensar con todo esto, que los extractos de menta, paico y ruda
alterarian la evaluacion del efecto final del nematodo, al afectar directamente el
desarrollo de las plantas. No obstante, estadisticamente, ninguno de los extractos
secos o frescos muestra diferencias significativas sobre cada uno de los factores de

desarrollo analizados en plantas de lechuga.
4.2 Efecto de M. hapla en el desarrollo de plantas de lechuga

Como en el punto 4.1 se comprob6 que los extractos no influyeron
significativamente en el desarrollo de las plantas, se presentan en segundo lugar los
resultados relacionados al desarrollo de las mismas de inoculadas con propagulos de

M. hapla expuestos en agua destilada por dos periodos de tiempo (24 h'y 48 h).

En el Cuadro 4 se observa que no existieron diferencias significativas entre los
tratamientos y el testigo, es decir, la inoculacién con el nematodo expuesto por
cualquiera de los dos periodos de tiempo no afectd el desarrollo de las plantas
transcurridos los 45 dias; ello indicaria que los propagulos del nematodo no se vieron

afectados por el tiempo de inmersion en agua, no alterando su capacidad infestiva.

CUADRO 4 Desarrollo de plantas de lechuga infestadas con M. hapla

sometidos a dos tiempos de exposicion.

Peso fresco planta Peso seco aéreo Longitud radicular
Tratamiento
(9) (9) (cm)
Testigo (sin
o 8,34 £ 514 a 0,34 + 0,21 a 15,50 + 5,96 a
inéculo)
Exposicion
10,99 + 6,21 a 0,32+0,25 a 13,54 £ 2,76 a
24 horas
Exposicion
9,69 £ 6,24 a 0,28 + 0,18 a 13,15 + 3,45 a
48 horas

* Los valores corresponden al promedio de 120 repeticiones, testigo presenta 5 repeticiones.
* Valores dentro de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias significativas de
acuerdo al test de Tukey, p<0,05 (Anexos 8, 9, 10, 11y 12).
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Al igual que en los puntos anteriores se estim0 el efecto porcentual del

nematodo y sus tiempos de exposicion sobre el desarrollo de las plantas de lechuga en

relacion al testigo (Figura 3).
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FIGURA 3 Desarrollo proporcional con respecto al testigo, de plantas de

lechuga inoculadas con M. hapla sometido a dos tiempos de

exposicion.

4.2.1 Efecto en el peso fresco de las plantas. Como se observa en el Cuadro 4,

estadisticamente no existen diferencias significativas entre los tratamientos en el peso

fresco total de las plantas; no obstante, al finalizar el ensayo aquellas inoculadas

presentaron un aparente mayor desarrollo aéreo con respecto al testigo (Figura 3). En

este caso, la presencia del nematodo pudo provocar esto, en mayor proporcion a las

24 h que a las 48 h, ejerciendo un aumento en el peso fresco de la planta (hoja y raiz)

de 32% y 16% respectivamente, con respecto al testigo.

Si se analizan separadamente, se puede ver en la Figura 4 que el peso fresco

aéreo y radicular de las plantas con in6culo, expuesto por 24 h en agua, es levemente

mayor al presentado por el testigo.
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De la misma manera, el in6culo expuesto en agua por 48 h estimulé el
desarrollo en ambos sectores de la planta (1,6 g y 8,1 g) con respecto al testigo,

aunque menor al presentado por el inéculo en agua por 24 h.
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FIGURA 4 Peso fresco aéreo y radicular de plantas de lechuga inoculadas con
M. hapla sometido a dos tiempos de exposicion.

No obstante las diferencias observadas en el desarrollo de la planta entre
exponer el nematodo por 24 h & 48 h, estadisticamente no existen diferencias
significativas (Cuadro 4) entre el efecto de ambos tiempos en el peso fresco aéreo y
radicular de las plantas indicadoras.

4.2.2 Efecto en el peso seco aéreo de las plantas. De acuerdo a los resultados del
Cuadro 4, no existen diferencias significativas por efecto del nematodo y sus tiempos
de exposicion en el peso seco aéreo de las plantas de lechuga, alcanzando a disminuir
el tratamiento a las 24 h un 8% y a las 48 h un 18% el peso seco de las hojas, con

respecto al testigo (Figura 3).

4.2.3 Efecto en la longitud radicular de las plantas. Segun el Cuadro 4,
estadisticamente tampoco existen diferencias significativas entre el efecto del
nematodo y ambos tiempos de exposicién en la longitud radicular de las plantas de

lechuga. Aun asi, en la Figura 3 se observa que tanto 24 h como 48 h de exponer el
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indculo en agua, ejercieron una supresion de un 13% y 15% respectivamente, en la

longitud de la raiz con respecto al testigo.

Los resultados obtenidos en este punto indican que el nematodo no afecté
negativamente el desarrollo de las plantas de lechuga, situacibn que pudo ser
consecuencia del corto tiempo del ensayo. Al respecto, APPLEMAN (2003) indica que
la planta de lechuga es un buen indicador de la infestacion de especies de
Meloidogyne, sin embargo, no siempre manifiesta sintomas aéreos de la infestacion;
por otra parte WALTERS et al. (1992) indican que ocasionalmente al existir altos
niveles de infestacion, las plantas pueden perder raices al ocurrir pudricién causada

por heridas de penetracién de los juveniles de Meloidogyne.

La exposicién del propagulos de M. hapla por 24 h en agua destilada indujo un
mayor desarrollo aéreo y radicular de las plantas que a las 48 h (Figura 3), situacion
que segun SASANELLI y D'ADDABBO (1993 y 1995) se explica, ya que a medida que
pasa el tiempo los huevos del nematodo en contacto con agua eclosionan y se
desarrollan los juveniles, por lo que el inéculo a las 48 h tendria mayor presencia de
juveniles infestivos que huevos a la hora de inocular, los cuales alcanzaron

rapidamente las raices, involucrando una mayor infestacion de éstas.

En general, el nematodo en ambos tiempos de exposicion actu6 estimulando el
peso fresco de la planta, mientras que en la longitud radicular y en el peso seco aéreo
provoco un efecto negativo, por debajo del presentado por el testigo (Cuadro 4). Esto
puede pasar por una menor absorcion de nutrientes y agua al debilitarse el normal
crecimiento radicular consecuencia del ataque del nematodo, donde el corto periodo de
evaluacion del presente ensayo impidié que esto se viera reflejado en la parte aérea
(peso fresco). Esto concuerda con lo mencionado por TAYLOR y SASSER (1983),
BRIDGE y WILLIAMS (2002) y EL-SHERIF et al. (2007), quienes sefialan que las
raices infestadas con Meloidogyne sp. son mas cortas que las raices sanas, tienen
menos raices laterales y menos pelos radicales; y que por consiguiente afecta al sector
aéreo de la planta disminuyendo la turgencia, provocando clorosis y senescencia de

las hojas.
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4.3 Efecto de la especie aromatica y dos tiempos de exposicién en la

infestacién de M. hapla

Como en el punto 4.2 se comprobd que el nematodo y sus tiempos de exposicién no
influyeron significativamente en el desarrollo de las plantas, se presentan en tercer
lugar los resultados que dicen relacion al efecto sobre la capacidad infestiva del
nematodo luego de exponerlos por dos periodos de tiempo a extractos acuosos de tres

especies aromaticas.

4.3.1 Efecto en el nivel de agallamiento. DUNCAN y PHILLIPS (2009), sefialan que
la formacion de agallas puede ser evaluada por medio de diversos indices, los que se
basan en la susceptibilidad de la planta y su respuesta frente al ataque de M. hapla
(HUSSEY y JANSSEN, 2002). En este ensayo se usoO el indice A segun TAYLOR y
SASSER (1978) y el indice B segiin HUSSEY y JANSSEN (2002) indicando el primero
la cantidad de agallas radiculares y el segundo el porcentaje de raices con agallas,
complementandose ambos para evaluar con mayor criterio la capacidad infestiva del

nematodo en el sistema radicular.

El andlisis de estos datos cualitativos muestra que, para ambos indices (indice
A e indice B), existen diferencias significativas (Cuadro 5) entre el efecto del in6culo
expuesto a extractos acuosos de las distintas especies (menta, paico y ruda) por dos
tiempos (24 h y 48 h) sobre el nimero y porcentaje de agallas presentes en las raices

de lechuga.

En general, propagulos de Meloidogyne expuestos a extractos acuosos de
hojas de menta, paico y ruda por 48 h presentan diferencias significativas en el nimero
y porcentaje de agallas generadas en las raices con respecto a exponerlo por 24 h
(Cuadro 5).

Por lo anterior y segun el Cuadro 5, las raices de lechuga sometidas a los
tratamientos de 24 h presentan mayor numero y porcentaje de agallas en el sistema
radicular que al someterlas al mismo tratamiento por 48 h (exceptuando el tratamiento
testigo). La disminucién en los tratamientos por 48 h, es atribuible al mayor tiempo de
exposicion a los extractos, presentando un grado de agallamiento menor en funcién del
tiempo de interaccién y, por ende, una mayor inactividad del indculo (huevos y

juveniles) que de ello se genere. Similar efecto presenci6 SANCHEZ (2002), quien
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observé que al exponer in vitro el nematodo Radopholus similis por 48 h a extracto
acuoso de hojas de Ruta graveolens, la inactividad de los individuos alcanz6 el mayor
porcentaje (83,62%), frente al mismo tratamiento por 24 h (52,33%) y siendo el menor

control a las 2 h de exposicién con un 2,02% de inactividad.

CUADRO 5 Indice de agallamiento de lechuga infestada con propagulos de M.
hapla expuestos a extractos acuosos de tres especies aromaticas

por dos tiempos de exposicion.

Tiempo de indice A indice B
Especie exposicion
[¢] i 0 1
(horas) (N° agallas en raices) (% raices con agallas)
Testigo
o 24 4,00 £ 0,00 de 4,60 £ 0,55 b
(inéculo+agua)
Menta 24 3,58 + 0,68 e 3,71 = 1,06 b
Paico 24 2,67 £ 1,52 bcde 2,93 + 1,89 b
Ruda 24 289 = 1,01 bcde 2,89 =+ 1,58 b
Testigo
o 48 3,20 + 045 abcde 3,80 + 0,84 b
(inéculo+agua)
Menta 48 1,89 £+ 124 abc 149 + 1,39 a
Paico 48 166 + 1,31 ab 125 = 122 a
Ruda 48 1,27 + 1,04 a 1,00 =+ 1,17 a

* Los valores corresponden al promedio de 60 repeticiones, testigo presenta 5 repeticiones.

* Valores dentro de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias significativas al nivel 5%
de acuerdo al test de comparaciones no paramétricas (Kruskal-Wallis), p<0,05.

* Resultado prueba de comparacion multiple (DUNN test) ver Anexos 14 y 16.

* Evaluacion del nimero de agallas segun escala de 0 (sin agallas) a 5 (>100 agallas en el sistema radicular).

* Evaluacion del porcentaje de agallas segln escala de 0 (sin agallas) a 5 (>75% del sistema radicular con agallas).
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El nUmero y el porcentaje de agallas en las raices representan la infestacion del
nematodo, ya que son consecuencia de la respuesta de las plantas a los juveniles que
lograron penetrar y establecer su sitio de alimentacion en el tejido (HUSSEY vy
JANSSEN, 2002). Debe destacarse que segin SASSER y CARTER (1985), y también
PERRY y WRIGHT (1998), una agalla puede contener uno o mas individuos al
ubicarse éstos en el mismo sector de la raiz. De igual manera, las agallas pueden
presentarse unidas y también existen variaciones en el tamafio de éstas, afectando la
evaluacion de la proporcion de raices infestadas o indice B (NETSCHER y SIKORA,
1990; SUAREZ y ROSALES, 2004). HUSSEY y GRUNDLER (1998), indican que la
penetracién del nematodo y la variaciébn de tamafio de las agallas dependen de la
respuesta de una planta a la infestacion de Meloidogyne, y por ende de la

susceptibilidad que ésta posea frente al nematodo.

Es por esta causa y para mayor certeza de la infestacion alcanzada que se
recomienda contabilizar los propagulos de M. hapla (huevos y juveniles) (WALTERS et
al., 1992), formados en las raices, en este caso, de lechuga. Estos propagulos
corresponden a la reproduccion alcanzada por las hembras que se formaron en raices
y que obviamente provenian de aquellos juveniles que lograron infestar, luego de
someterlos a los tratamientos (PERRY, 1996; BRIDGE y WILLIAMS, 2002; AGRIOS,
2005; ROBINSON, 2007). Asi, en la evaluacion de la reproduccion debe considerarse
que el numero de huevos depositados por una hembra aumenta cuando esta
encuentre condiciones mas adecuadas para su desarrollo, como es el alimento
disponible (CURTIS, 2007; ROBINSON, 2007), entregado por la planta a través de sus
sistemas de transporte: xilema (entrega el agua y los solubles inorganicos) y floema
(entrega los asimilables como azucar y aminoacidos), a las células de alimentacién del
nematodo (HOFMANN y GRUNDLER, 2007).

Se debe destacar que al inocular el ensayo, se utilizO una suspension
aproximada de 1.400 huevos y juveniles, de los cuales obviamente los juveniles Il o
activos son los que penetran a las raices, siempre y cuando los extractos no hayan
causado un efecto sobre ellos. Ahora, si bien la gran dispersion de los datos
cualitativos obtenidos como indices de agallamiento (Cuadro 5) reflejan esta variacion;
presenciaron similar efecto y la expresion del agallamiento radicular como escala de
rangos, algunos autores como: WALTERS et al. (1992); INSUNZA y VALENZUELA
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(1995); VIAENE y ABAWI (1998); OKA et al. (2001); BRINKMAN et al. (2008);
HERNANDEZ et al. (2008); KIMENJU et al. (2008); ELBADRI et al. (2009); entre otros.

4.3.2 Efecto en el numero de huevos y juveniles generados en raices. Como se
observa en el Cuadro 6, estadisticamente no existen diferencias significativas en la
cantidad de huevos y juveniles de M. hapla extraidos de las raices de lechuga, efecto
de la exposicion del nematodo a extractos acuosos de hojas de tres especies (menta,

paico y ruda) por dos tiempos (24 h'y 48 h).

Una exposicion del tratamiento testigo (agua e indculo) a 24 h gener6 una
poblacién de 128 huevos y juveniles en las masas de huevos formadas en las raices
de las plantas, que es levemente mayor a una exposicion del tratamiento testigo a 48 h
donde se obtienen 105 huevos y juveniles. Segun el ensayo de BHARADWAJ y
SHARMA (2007), huevos Meloidogyne incognita en agua siguen desarrollandose y
eclosionando, donde pasada la hora alcanzan un porcentaje de eclosion del 0,11%

aumentando a un 34,78% pasadas las 48 h.

Los propégulos formados en las raices de lechuga disminuyeron, al exponer el
in6culo a los extractos acuosos de hojas de las especies aromaticas por 48 h (Cuadro
6) la poblacion del nematodo (exceptuando la ruda) presente en raices de plantas de
lechuga que al exponerlos por 24 h, siendo el extracto de paico por 48 h el extracto que

menor poblacién presentd (46 huevos y juveniles).

Con esto se induce que un mayor tiempo de exposicion con los extractos
afectaria en mayor proporcion la capacidad infestiva del nematodo, al mostrar el
presente ensayo una mayor disminucion de la poblacion tras 48 h de interaccion.
Ensayos de SASANELLI (1992); ADEGBITE y ADESIYAN (2006); BHARADWAJ y
SHARMA (2007), entre otros, respaldan esta idea al comprobar que extractos de Ruta
graveolens, Chromolaena odorata L., Ricinus communis L., Cymbopogon citratus L.,
Azaridachta indica y Tagetes patula en contacto con huevos y juveniles de nematodos
presentan una correlacion negativa al aumentar el tiempo de exposicion, disminuyendo

la poblacién de estos.
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En el presente ensayo, segun los datos del Cuadro 6, el extracto acuoso de
hojas de paico en interaccion por 48 h con el inoculo fue, de las tres especies, el
tratamiento que presenté el mejor control sin diferencias significativas en la poblacion
generada de Meloidogyne (46 huevos y juveniles), mientras que la menta en
interaccion por 24 h fue el tratamiento que presenté el menor control (91 huevos y

juveniles).

CUADRO 6 Huevos y juveniles Il recuperados de raices de plantas de lechuga,
resultado de exponer M. hapla por dos tiempos a extractos acuosos

de tres especies aromaéticas.

Tiempo de .
Propagulos
Extracto acuoso exposicion
(horas) (huevos y juveniles II)
Testigo (in6culo+agua) 24 128,00 + 56,63 a
Menta 24 91,05 + 96,61 a
Paico 24 55,33 * 87,05 a
Ruda 24 68,33 * 92,88 a
Testigo (indculo+agua) 48 105,20 + 54,04 a
Menta 48 86,49 + 11567 a
Paico 48 46,25 * 40,78 a
Ruda 48 74,55 * 9155 a

* Los valores corresponden al promedio de 60 repeticiones, testigo presenta 5 repeticiones.
* Valores dentro de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias significativas de

acuerdo al test de Tukey, p<0,05 (Anexo 17).

De acuerdo a los trabajos de OKA et al. (2000), e IBRAHIM et al. (2006),
quienes estudiaron la actividad nematicida de aceites esenciales de diferentes
especies vegetales hacia Meloidogyne incognita, estos resultados pueden deberse a la

baja concentracion usada, ya que segun éstos, necesitan altas concentraciones de los
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componentes activos para inhibir la eclosion casi en un 100% con 2 y 4 mg/L de
carvacrol, timol, linalol y en un 15 % con 4 mg/L de mentona; y existe toxicidad hacia el
juvenil con 1, 2 y 4 mg/L de los tres primeros componentes. En el presente ensayo, el
extracto de menta disminuyé la poblacién del nematodo mas no significativamente
(Cuadro 6), lo que avalaria estudios posteriores sobre la presencia del componente

activo y sus concentraciones en los extractos.

Por otra parte, los tratamientos donde se us6 paico y ruda disminuyeron en
aproximadamente un 50% la formacién de huevos y juveniles que el tratamiento testigo
(Cuadro 6), observando ABALLAY et al. (2004) algo similar con estas mismas especies

sobre Xiphinema index.

4.4 Efecto de la especie aromética, concentracion, tipo de tejido y tiempo de

exposicién del extracto acuoso, en lainfestacién de M. hapla

En cuarto lugar, se presentaran los resultados que dicen relacién al efecto
sobre la capacidad infestiva del nematodo, de exponerlo a cuatro concentraciones de
extracto acuoso de tejido foliar fresco y seco, de tres especies aromaticas, pero en este
caso obviando el factor tiempo, que no presenté diferencias significativas (punto 4.2 y
4.3). Se destaca que en este caso se utilizaron Uunicamente los datos obtenidos con los
propagulos expuestos por 48 h, ya que un mayor tiempo de exposicion permite
observar mejor el efecto de los extractos sobre el inoculo (SASANELLI, 1992; BELLO
et al., 2006) y por otro lado, si se usaran los dos tiempos, se incurriria en el analisis de

otro factor (tiempo) que anteriormente se sabe no es significativo.

De acuerdo a la literatura, diversas especies vegetales incluyendo a plantas
medicinales actian como controladoras de M. hapla (PANDEY et al., 2000; PARK et
al., 2007; OLABIYI, 2008), dependiendo su efectividad del tipo de tejido (TABA et al.,
2008) y las concentraciones usadas (ADEGBITE y ADESIYAN, 2006; BHARADWAJ y
SHARMA, 2007). De estos tres factores y su interaccion se pudo obtener los datos y

observaciones que se muestran a continuacion.

4.4.1 Efecto de los factores y su interaccién, en el nivel de agallamiento.
Estadisticamente segun el Cuadro 7 se puede decir que existieron diferencias
significativas entre el efecto de las tres especies sobre el nimero y porcentaje de

agallas presentes en las raices. Segun el indice A, la ruda fue la especie mas efectiva



42

con respecto al testigo, mientras que segun el indice B, las tres especies: menta, ruda

y paico, son efectivas con respecto al testigo.

CUADRO 7 Indices de agallamiento de lechuga infestada con propagulos de M.
hapla expuestos a extractos acuosos de tres especies aromaticas,

a cuatro concentraciones y dos tipos de tejido.

Indice A Indice B
Tratamiento
(N° agallas en raices) (% raices con agallas)

Testigo (indculo+agua) 3,20 + 0,45 b 3,80 + 0,84 b

Menta 1,89 + 1,24 ab 1,49 £+ 1,39 a
Especie Ruda 1,27 £+ 1,04 a 1,00 + 1,17 a

Paico 1,66 + 1,31 ab 1,25 + 1,22 a

25 244 + 123 b 2,08 + 1,47 b

50 208 £+ 104 b 164 £+ 1,15 b
Concentracion

75 1,19 + 0,88 a 0,67 = 0,83 a

100 0,80 + 1,00 a 0,68 = 0,99 a

Fresco 1,80 =+ 1,20 ab 1,50 + 1,33 a
Tipo de tejido

Seco 1,44 + 1,23 a 1,02 + 1,18 a

* Los valores corresponden al promedio de 5 repeticiones para el testigo, 40 para especie, 60 para tipo de tejido y 30
para concentracion.

* Valores dentro de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias significativas al nivel 5%
de acuerdo al test de comparaciones multiples no paramétricas (Kruskal-Wallis), p<0,05.

* Resultado prueba de comparacion multiple (DUNN test) ver Anexo 19y 21.

* Evaluacion del nimero de agallas segun escala de 0 (sin agallas) a 5 (>100 agallas en el sistema radicular).

* Evaluacion del porcentaje de agallas segin escala de 0 (sin agallas) a 5 (>75% del sistema radicular con agallas).
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También existieron diferencias significativas entre el efecto por las distintas
concentraciones usadas con respecto al testigo, siendo 75% y 100% las mas eficientes

en ambas escalas de medicion.

Por ultimo, el efecto por el tipo de tejido usado también presentd diferencias
significativas, donde el tejido seco fue mas eficiente que el testigo, sin presentar

diferencias con el tejido fresco.

Asimismo estos tres factores pueden actuar conjuntamente sobre el niUmero y
porcentaje de agallas, como se observa en la interaccion especie-tejido-concentracion
en el Cuadro 8. De esta interaccion se puede desprender que el extracto acuoso de
ruda fresca al 100% y del paico seco al 100% fueron los mas eficaces en controlar el
namero de agallas, con un indice de agallamiento radicular igual a cero, presentando
diferencias significativas con respecto al testigo y a los tratamientos de menta seca y
de paico fresco a la concentracion 25%. Los mismos resultados se obtuvieron al
analizar segun el porcentaje de raices con agallas, donde el extracto acuoso de ruda
fresca al 100% y de paico seco al 100% fueron también los més eficaces, con un indice
de agallamiento radicular igual a cero, y presentaron diferencias significativas con

respecto al testigo y al extracto de menta seca a la concentracion 25%.

En general, para las tres especies utilizadas (en tejido fresco como en seco), se
pudo observar (Cuadro 8) que mientras mayor la concentracion del extracto mayor es
el control en nimero y porcentaje de agallas radiculares, llegando a existir una alta

eficiencia del tratamiento con extractos en concentraciones al 75% y 100%.

Un efecto similar observaron WALKER y MELIN (1996), al incorporar a sustrato
infestado con M. arenaria y M. incognita aceites esenciales de menta (mentol, mentil
acetato y mentona) y aceites compuestos principalmente por cineol, eugenol, geraniol y
linalool, donde estos disminuyeron en mas de un 50% el nivel de agallamiento radicular
en plantas de tomate (Lycopersicom esculentum Mill. cv. Rutgers) al aplicarlos en una
concentracion de 1.500 mg aceite/kg suelo, mas sin ser significativo, y bajando la

efectividad al disminuir las concentraciones usadas.



CUADRO 8

44

indices de agallamiento de lechuga infestada con propagulos de M.

hapla expuestos a extractos acuosos de tres especies aromaticas.

Tratamiento

Especie Tejido

Concen-

tracion

indice A

(N° agallas en raices)

(% raices con agallas)

indice B

Testigo (indculo+agua)

Menta Fresco

Seco

25
50
75
100
25
50
75
100

Ruda Fresco

Seco

25
50
75
100
25
50
75
100

Paico Fresco

Seco

25
50
75
100
25
50
75
100

3,20
1,25
2,20
0,60
2,20
3,80
2,80
1,20
0,33
2,40
1,00
1,00
0,00
2,00
2,50
0,80
0,60
3,50
2,75
2,75
1,67
1,25
0,75
1,00
0,00

+ + + + + + = &+ &+ + &+ &+ &+ &+ + + H+ + + H+ H+ H+ H+ I+

I+

0,45
1,26
0,45
0,55
0,45
0,45
0,84
0,45
0,58
0,55
1,00
0,82
0,00
0,00
0,58
0,84
0,55
1,00
0,96
0,50
1,15
0,50
0,50
0,00
0,00

b
ab
ab
ab
ab

b
ab
ab
ab
ab
ab
ab
a
ab
ab
ab
ab

b
ab
ab
ab
ab
ab
ab

a

3,80
1,25
1,80
0,40
2,00
3,20
2,00
0,40
0,33
2,40
0,67
0,50
0,00
1,33
2,25
0,40
0,40
3,25
2,00
2,00
1,33
0,50
0,75
0,50
0,00

I+

0,84
1,26
1,79
0,55
1,22
1,10
1,00
0,55
0,58
1,52
0,58
0,58
0,00
0,58
0,96
0,89
0,55
1,26
0,82
0,82
0,58
0,58
0,50
0,58
0,00

+ + + + + + ++ += &+ &+ &+ &+ &+ + + H+ + + + H+ H+ H+ H+

I+

b
ab
ab
ab
ab

b
ab
ab
ab
ab
ab
ab
a
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab

a

* Los valores corresponden al promedio de 5 repeticiones.
* Valores dentro de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias significativas al nivel 5%
de acuerdo al test de comparaciones multiples no paramétricas (Kruskal-Wallis), p<0,05.

* Resultado prueba de comparacién multiple (DUNN test) ver Anexo 23 y Anexo 25.
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A pesar de este efecto logrado por los tratamientos en el nivel de agallamiento
radicular, segin SASSER y CARTER (1985) junto a HUSSEY y GRUNDLER (1998)
este no da indicios de un menor numero de nematodos en las raices, ya que la
infestacion lograda por el nematodo y el tamafio de las agallas dependen de la
susceptibilidad de la planta huésped, afirmando APPLEMAN (2003) que Lactuca sativa
cv. Reina de mayo, planta huésped utilizada para el presente ensayo, si es susceptible

a Meloidogyne hapla.

4.4.2 Efecto de los factores y su interaccion, en el nimero de huevos y
juveniles formados en raices. La poblacién de M. hapla generada en las raices dan
referencia a los individuos que penetraron y se desarrollaron en éstas, expuestos
previamente a los tratamientos (BRIDGE y WILLIAMS, 2002).

Si se observan los tratamientos y sus factores de forma independiente (Cuadro
9), se ve que el mejor efecto sobre la cantidad total de huevos y juveniles de M. hapla
recuperados desde las raices lo presenta el paico, la concentracion al 100% vy el tejido
fresco, con un promedio entre los tres factores de 60,1 individuos por planta; mientras
gue el menor efecto lo presenta la menta, la concentracion 25% vy el tejido seco, con un
promedio de 84,2 individuos por planta. A pesar esto, no existen diferencias

significativas entre exponer el in6culo a uno u otro tratamiento independiente.

Estos factores pueden actuar a su vez conjuntamente sobre el nivel de
propagulos formados, donde en la interaccién especie-concentraciéon (Figura 5) el
extracto de paico a las concentraciones 25%, 50% y 75% fue el mas eficiente,
generandose 50, 52 y 22 individuos respectivamente, mientras que la menta fue el
menos eficiente a las concentraciones 25% y 75%, al generarse en las raices 115 y
102 individuos. Al respecto INSUNZA et al. (2001), observé que al dejar interactuar
extractos acuosos diluidos al 25% de 30 especies vegetales con Xiphinema
americanum sensu lato, Chenopodium ambrosioides inmoviliz6 mayor porcentaje del
nematodo (88,2 %) que Mentha citrata Ehrh. (28,5 %).
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CUADRO 9 Huevos y juveniles Il recuperados en raices de plantas de lechuga
resultado de exponer M. hapla a extractos acuosos de tres

especies aromaticas, a cuatro concentraciones y dos tejidos.

Tratamiento Propagulos (huevos y juveniles Il)

Testigo 105,20 + 29,92 a

Menta 89,24 + 24,22 a
Especie Ruda 78,71 25,48 a

Paico 58,84 =+ 25,56 a

25% 76,78 * 33,27 a

50% 69,00 = 33,27 a
Concentracion

75% 70,33 = 31,74 a

100% 56,67 = 33,64 a

Fresco 64,71 =+ 20,63 a
Tipo de tejido

Seco 86,48 =+ 20,34 a

* Los valores corresponden al promedio de 5 repeticiones.
* Valores dentro de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias significativas de

acuerdo al test de Tukey, p<0,05 (Anexo 26).

A pesar de que la menta presentd menor control sobre el nematodo que el
paico (Figura 5), en las tres especies utilizadas el control del propagulo formado en las
raices aumenté con la concentracion del extracto. Un efecto parecido presenciaron
ADEGBITE y ADESIYAN (2006) al exponer huevos de M. incognita a extractos
acuosos radiculares de diversas especies vegetales, donde a medida que se diluian los
extractos la inhibicion de la eclosiéon de los huevos y el control de las larvas del

nematodo decrecian.
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Si bien se usé la misma proporcién de tejido (50 g/L), en todos los extractos
acuosos, el de menta pudo tener un efecto menor a los demas debido a que la
concentracion del compuesto activo era muy baja (75 a 375 mg/L de mentona)
(MUNOZ et al., 2001) no asi el compuesto activo presente en el paico (390 a 500 mg/L
de ascaridol) (HARBORNE y BAXTER, 2001; TORRES et al., 2003), extracto acuoso
que presenté el mejor efecto (Figura 5). DE ALMEIDA et al. (2007) respaldan esta idea
al comprobar en un ensayo in vitro que concentraciones mayores del extracto acuoso
de hojas de menta: 115,9 g/L (174 a 869 mg/L de mentona), y de paico: 110,6 g/L (863
a 1107 mg/L ascaridol), controlaron hasta un 95% la sobrevivencia de Haemonchus
contortus y Caenorhabditis elegans (nematodos gastrointestinales patégenos de
cabras). Esto podria avalar una futura investigacion de los respectivos compuestos

activos presentes en las especies analizadas.

140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
MENTA PAICO RUDA
0% 105,20 105,20 105,20
m 250 115,00 50,00 65,33
50% 72,00 52,50 82,50
75% 102,00 22,50 86,50
100% 52,00 64,00 54,00

FIGURA 5 Efecto de la interacciéon de la especie aromatica y la concentracioén
del extracto acuoso, en el numero total de huevos y juveniles de M.

hapla recuperados en raices de lechuga.

Al analizar el efecto de la interaccion entre los factores tipo de tejido vy
concentracion en la Figura 6, los extractos frescos en general muestran una mayor
disminucién del propagulo que los extractos secos a concentraciones 25%, 50% vy

75%, aln mas, si observamos la Figura 7, en la interaccion de los factores: tipo de
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tejido y especie, se da igualmente que los extractos acuosos frescos de menta y ruda
denotan un control inicial mayor, ya que la cantidad de propagulo generado llega a los
62 y 71 huevos y juveniles respectivamente, frente a los mismos extractos secos que

generan 116 y 86 huevos y juveniles respectivamente.

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00
Fresco Seco
B (0% 105,20 105,20
250 59,67 93,89
B 50% 59,00 79,00
75% 38,33 102,33
100% 61,33 52,00

FIGURA 6 Efecto de la interaccion de la concentracién y el tipo de tejido de
extractos acuosos de tres especies arométicas en el nimero total
de huevos y juveniles de M. hapla recuperados en raices de
lechuga.

Un efecto contrario observaron TABA et al. (2008) en su ensayo donde
extractos acuosos y etandlicos de tejido seco de plantas de Bidens pilosa L. var.
Radiata Scherff, Hydrocotyle dichondroides Makino, Oxalis corymbosa DC., O.
corniculata L., y Stenactis annus (L.) Cass presentaron un mayor efecto controlando la
poblacién de Meloidogyne incognita que los mismos extractos frescos, mientras que
GREWAL (1989) advirtic muy poca o ninguna diferencia significativa entre usar
extractos acuosos foliares de tejido fresco 0 seco de plantas del norte de la India, en el

control de Aphelenchoides composticola.
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140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

Fresco Seco

EMENTA 62,24 116,24
PAICO 61,04 56,64
RUDA 70,84 86,57

FIGURA 7 Efecto de la interaccion de la especie aroméatica y el tipo de tejido
del extracto acuoso, en el numero total de huevos y juveniles de M.

hapla recuperados en raices de lechuga.

No obstante lo mencionado, estadisticamente no existen diferencias
significativas al exponer el in6culo a la interaccion de los factores: especie-
concentracion, especie-tipo de tejido, concentracion-tipo de tejido (Anexo 26) sobre la
poblacién generada de M. hapla en las raices de lechuga con respecto al testigo
(Figura 5,6y 7).

Diversas especies vegetales han sido evaluadas en base a extractos acuosos
para el control de nematodos fitoparasitos (HALBRENDT, 1996), sin embargo su
efectividad depende segin SASANELLI (1992), KHURMA y SINGH (1997), ABALLAY
et al. (2004), y PARK et al. (2005) del tipo de tejido, de la concentracién y del tiempo de
interaccion con el inéculo, que como se demostré en el punto 4.2 y 4.3, no fue

significativo para el presente ensayo.

Finalmente, en el presente ensayo, todos los tratamientos disminuyeron el dafio
radicular provocado en plantas de lechuga (agallas radiculares) por efecto de la

infestacion de M. hapla, existiendo diferencias significativas con respecto al testigo.

El registrar el nivel de agallamiento radicular fue un indicador adecuado de la

infestacion alcanzada por M. hapla al registrar el efecto que ejercen los extractos sobre
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éste, aun cuando es un indicador cualitativo, puesto que no considera el nimero
exacto de individuos parasitando las raices. Al respecto, ABALLAY et al. (2004)
comprobaron que al incorporar como abono verde Ch. ambrosioides, R. graveolens y
otras especies en un cultivo de vides infestadas con Xiphinema index, existian
diferencias significativas entre los tratamientos en el nivel de agallamiento pero, al igual
que en el ensayo aqui presentado, estas diferencias no representaron de igual forma la

cantidad de propagulos encontrados en las mismas raices.

Al analizar el nivel poblacional de M. hapla encontrado en el sistema radicular,
se observd que, a pesar de que se ejerci6 una disminucién en la cantidad de
propagulos generados (huevos y juveniles) por cada uno de los tratamientos con
respecto al testigo, ninguno de éstos inhibié significativamente su desarrollo.
SASANELLI et al. (2007) tampoco obtuvieron diferencias significativas al evaluar in
vitro el efecto de extracto acuoso de hojas de ruda en diversos tiempos de exposicion
(4 h, 8 hy 16 h) sobre la eclosiéon de los huevos de Meloidogyne incognita y M.

javanica.

Por su parte INSUNZA et al. (2001) demostraron que, al utilizar extractos
acuosos de hojas de Ruta graveolens, Mentha piperita y Chenopodium ambrosioides
se logra una reduccion de de la poblacién del nematodo Xiphinema americanum sensu
latu mostrando un efecto nematostatico o nematotéxico por parte de las especies
aromaticas, aunque sin diferencias significativas. Esto es respaldado por DE ALMEIDA
et al. (2007), al demostrar que los extractos acuosos de las dos ultimas especies
controlan el nematodo gastrointestinal de cabras con concentraciones de 115,9 mg/ml
para y de 110,6 mg/ml, inferiores a las concentraciones usadas en el presente ensayo
y que pueden dar inicio a futuras investigaciones usando concentraciones mayores

para los extractos de las especies usadas.
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5 CONCLUSIONES

De acuerdo a la metodologia aplicada y a los resultados obtenidos se puede concluir

que:

° De las tres especies aromaticas evaluadas, ruda (Ruta graveolens) y paico
(Chenopodium ambrosioides) mostraron un mayor control sobre la infestacion
de Meloidogyne hapla en plantas de lechuga (Lactuca sativa cv. Reina de

mayo) que menta (Mentha x piperita ).

. Para todas las especies, la exposicién previa a su inoculacién, de propagulos
del nematodo a los extractos acuosos por 48 horas disminuyé

significativamente el nivel de agallamiento de raices en relacion a las 24 horas.

. El nivel de agallamiento provocado por la infestaciéon de M. hapla en raices de
lechuga, se redujo significativamente al exponer previamente el nematodo al

tejido seco y las concentraciones 75y 100% de los extractos acuosos.

° Los huevos y juveniles de M. hapla formados en las raices no se vieron
afectados significativamente al exponer previamente el nematodo a los distintos
extractos acuosos, demostrando el mejor control el extracto de Ch.

ambrosioides, el tejido fresco y la concentracion al 100%.

° Los extractos acuosos de M. piperita, Ch. ambrosioides y R. graveolens no
afectaron en forma significativa el desarrollo aéreo y radicular de plantas de

lechuga.
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7 ANEXOS

ANEXO 1 Desarrollo del peso fresco aéreo y radicular de plantas de lechuga en respuesta a

laincorporacion de extractos acuosos de tres especies aromaticas.

Tratamiento Peso fresco aéreo Peso fresco radicular

Especie Tejido @) )

Testigo (agua) 727 + 456 a 1,08 £+ 0,61 a
Menta Fresco 304 + 1,35 a 0,42 + 0,22 a
Menta Seco 295 + 252 a 0,31 £+ 0,27 a
Ruda Fresco 7,60 + 564 a 0,88 £+ 0,72 a
Ruda Seco 11,56 + 3,95 a 1,42 + 0,50 a
Paico Fresco 5,26 + 507 a 0,81 + 0,68 a
Paico Seco 7,66 + 6,67 a 1,30 + 1,25 a

*Los valores corresponden al promedio de 5 repeticiones.
*Valores dentro de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias significativas de acuerdo
al test de Tukey, p<0,05.

ANEXO 2 Analisis de varianza (ANDEVA) para el peso fresco aéreo de plantas de lechuga

por efecto de los extractos acuosos.

Sumade
cuadrados ol Media cuadratica F Sig.
Inter grupos 248,731 6 41,4551 1,86 0,1257
Intra grupos 578,589 26 22,2534
Total 829,320 32
ANEXO 3 Analisis de varianza (ANDEVA) para el peso fresco radicular de plantas de lechuga

por efecto de los extractos acuosos.

Sumade
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter grupos 4,66435 6 0,777391 1,55 0,2021
Intra grupos 13,0509 26 0,501956

Total 17,7152 32
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Anadlisis de varianza (ANDEVA) para el peso fresco planta (hoja y raiz) de plantas

de lechuga por efecto de los extractos acuosos.

Inter grupos
Intra grupos
Total

Sumade
cuadrados al
316,39 6
750,52 26
1066,91 32

F Sig.
1,83 0,1328

ANEXO 5 Analisis de varianza (ANDEVA) para el peso seco aéreo de plantas de lechuga por
efecto de los extractos acuosos.
Suma de
cuadrados al Média cuadrética F Sig.
Inter grupos 0,3166 6 2,2100 0,0742
Intra grupos 0,6205 26
Total 0,9371 32

ANEXO 6

Analisis de varianza (ANDEVA) para la longitud radicular de plantas de lechuga
por efecto de los extractos acuosos.

Sumade
cuadrados gl Média cuadratica F Sig.
Inter grupos 185,41 6 1,85 0,1277
Intra grupos 433,71 26
Total 619,12 32

ANEXO 7

Efecto del tiempo de exposicion del indculo (24 h 'y 48 h) en el peso fresco aéreo y

radicular de plantas de lechuga (Lactuca sativa L.).

Tratamiento

Peso fresco aéreo

(@)

Peso fresco radicular

@

Testigo (agua)
24 horas

48 horas

727 + 456 a
896 + 536 a

8,12 £ 527 a

1,08 £+ 0,61 a
203 £ 105 a

157 + 1,05 a

* Los valores corresponden al promedio de 120 repeticiones (testigo presenta 5 repeticiones).

* Valores dentro de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias significativas de

acuerdo al test de Tukey, p<0,05.




ANEXO 8

70

Anadlisis de varianza (ANDEVA) para el peso fresco aéreo de plantas de lechuga
por efecto del tiempo de interaccion del inéculo.

Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter grupos 16,10 2 8,0481 0,29 0,7491
Intra grupos 1412,58 51 27,6977
Total 1428,68 53
ANEXO 9

Analisis de varianza (ANDEVA) para el peso fresco radicular de plantas de lechuga
por efecto del tiempo de interaccion del indculo.

Suma de
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter grupos 4,9801 2 2,4901 2,40 0,1011
Intra grupos 52,9734 51 1,0387
Total 57,9535 53

ANEXO 10

Anadlisis de varianza (ANDEVA) para el peso fresco total de plantas de lechuga
(hojas y raiz) por efecto del tiempo de interaccién del inéculo.

Sumade
cuadrados gl Média cuadrética F Sig.
Inter grupos 38,98 2 19,4893 0,52 0,6001
Intra grupos 1926,76 51 37,7795
Total 1965,73 53
ANEXO 11

Analisis de varianza (ANDEVA) para el peso seco aéreo de plantas de lechuga por
efecto del tiempo de interaccién del inéculo.

Sumade
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Inter grupos 0,0234 2 0,0117232 0,25 0,7787
Intra grupos 2,3789 51 0,0466446
Total 2,4023 53
ANEXO 12

Andlisis de varianza (ANDEVA) para la longitud radicular de plantas de lechuga
por efecto del tiempo de interaccion del indculo.

Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter grupos 22,78 2 11,3888 0,97 0,3864
Intra grupos 599,50 51 11,7548

Total

622,28 53
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ANEXO 13 Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para el indice A, en el estudio del
numero de agallas radiculares de plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) respuesta
a la infestacién de Meloidogyne hapla expuesto por dos periodos (24 y 48 horas) a
tres extractos de especies aromaticas (Mentha x piperita, Chenopodium

ambrosioides y Ruta graveolens).

Tratamiento Exposicion (hrs) N Suma de rangos Promedio de
rangos
Testigo (agua+inéculo) 24 5 925,00 185,00
Menta 24 38 6108,01 160,74
Paico 24 30 3669,00 122,30
Ruda 24 36 4577,51 127,15
Testigo (agua+inéculo) 48 5 703,00 140,60
Menta 48 37 3122,00 84,38
Paico 48 32 2415,00 75,47
Ruda 48 33 1916,50 58,08
ANEXO 14 Resultados de la prueba de comparaciones miultiples de DUNN’'S, para la variable

dependiente indice A (indicador del numero de agallas) y el factor tiempo de

exposicion a las especies aromaticas.

Combinaciones Diferencia tedrica Diferencia observada
. Menta 48 hrs 93,02 100,62
Testigo
(agua+inoculo) 24 | Paico 48 hrs 93,88 109,53
hrs
Ruda 48 hrs 93,69 126,92
Menta 48 hrs 45,09 76,36
Menta 24 hrs Paico 48 hrs 46,84 85,27
Ruda 48 hrs 46,45 102,66
Paico 24 hrs Ruda 48 hrs 53,80 64,22
Ruda 24 hrs Ruda 48 hrs 51,40 69,07

* NOTA: Sélo se incluyen los contrastes con diferencias estadisticas significativas, p<0,05.



72

ANEXO 15 Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para el indice B, en el estudio del
porcentaje de raices con agallas en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.)
respuesta a la infestacién de Meloidogyne hapla expuesto por dos periodos (24 y
48 horas) a tres extractos de especies aromaticas (Mentha x piperita,

Chenopodium ambrosioides y Ruta graveolens).

Tratamiento Exposicion (hrs) N Suma de rangos Promedio de
rangos
Testigo (agua+indculo) 24 5 937,00 187,40
Menta 24 38 5977,02 157,29
Paico 24 30 3846,60 128,22
Ruda 24 36 4650,84 129,19
Testigo (agua+indculo) 48 5 798,00 159,60
Menta 48 37 2937,43 79,39
Paico 48 32 2269,44 70,92
Ruda 48 33 2019,60 61,20
ANEXO 16 Resultados de la prueba de comparaciones multiples de DUNN’'S, para la variable

dependiente indice B (indicador del niumero de agallas) y el factor tiempo de

exposicion a las especies aromaticas.

Combinaciones Diferencia teorica Diferencia observada
Menta 48 hrs 93,02 108,01
Testigo (agua+inéculo) )
Paico 48 hrs 93,88 116,48
24 hrs
Ruda 48 hrs 93,69 126,20
Testigo (agua+inéculo)
Ruda 48 hrs 93,69 98,40
48 hrs
Menta 48 hrs 45,09 77,90
Menta 24 hrs Paico 48 hrs 46,84 86,37
Ruda 48 hrs 46,45 96,09
Menta 48 hrs 47,96 48,83
Paico 24 hrs Paico 48 hrs 54,20 57,30
Ruda 48 hrs 53,80 67,02
Menta 48 hrs 45,70 49,80
Ruda 24 hrs Paico 48 hrs 51,81 58,27
Ruda 48 hrs 51,40 67,99

* NOTA: Sélo se incluyen los contrastes con diferencias estadisticas significativas, p<0,05.
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Anadlisis de varianza (ANDEVA) para los huevos y juveniles generados en raices de

lechuga efecto de exponer Meloidogyne hapla por dos tiempos a tres especies

aromaticas.
Suma de
cuadrados gl Média cuadrética F Sig.
Inter grupos 72482,80 7 10354,70 127 0,2655
Intra grupos 1692920,00 208 8139,06
Total 1765410,00 215

ANEXO 18

Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis, para el indice A o niumero de agallas

radiculares en plantas de lechuga, respuesta a la infestacion de Meloidogyne

hapla expuesto a tres especies aromaticas, cuatro concentraciones y a dos tejidos

foliares.
Tratamiento N Suma de rangos Promedio de rangos
Testigo 5 454,50 90,90
Menta 37 2175,50 58,80
Especie Paico 33 1469,00 44,52
Ruda 32 1679,00 52,47
25 25 1783,00 71,32
50 25 1616,00 64,64
Concentracion
75 27 1126,50 41,72
100 25 798,00 31,92
) . Fresco 50 2859,00 57,18
Tipo de tejido
Seco 52 2464,50 47,39

ANEXO 19 Resumen de los resultados de la prueba de comparaciones multiples de DUNN'S,
para la variable dependiente indice A (indicador del nimero de agallas) y los
factores independientes especie aromatica, concentracion y tipo de tejido.

Combinaciones Diferencia tedrica Diferencia observada

Paico 39,30 46,38
Tejido seco 34,78 43,51

Testigo
Concentracion 75% 42,41 49,18
Concentracion 100% 42,67 58,98
Concentracion Concentracion 25% 24,18 29,60
75% Concentracién 50% 24,18 22,92
Concentracion Concentracion 25% 24,64 39,40
100% Concentracién 50% 24,64 32,72

* NOTA: Sélo se incluyen los contrastes con diferencias estadisticas significativas, p<0,05.
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ANEXO 20 Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis, para el indice B o porcentaje de raices
con agallas en plantas de lechuga, respuesta a la infestacion de Meloidogyne
hapla expuesto a tres especies aromaticas, cuatro concentraciones y a dos tejidos

foliares.
Tratamiento N Suma de rangos Promedio de rangos
Testigo 5 490,50 98,10
Menta 37 2104,00 56,86
Especie Paico 33 1505,00 45,61
Ruda 32 1678,50 52,45
25 25 1739,00 69,56
50 25 1583,00 63,32
Concentracién
75 27 1030,00 38,15
100 25 935,50 37,42
Fresco 50 2896,00 57,92
Tipo de tejido
Seco 52 2391,48 45,99
ANEXO 21 Resumen de los resultados de la prueba de comparaciones multiples de DUNN'S,

para la variable dependiente indice B (indicador del porcentaje de raices con
agallas) y los factores independientes especie aromética, concentracion y tipo de

tejido.

Combinaciones Diferencia tedrica Diferencia observada

Menta 39,01 41,24

Paico 39,30 52,49

Ruda 39,37 45,65

Testigo Tejido fresco 34,85 40,18

Tejido seco 34,78 52,11

Concentracion 75% 42,41 59,95

Concentracion 100% 42,67 60,68

Concentracién Concentracion 25% 24,18 31,41

75% Concentracion 50% 24,18 25,17

Concentracion Concentracion 25% 24,64 32,14

100% Concentracion 50% 24,64 25,90

* NOTA: Sélo se incluyen los contrastes con diferencias estadisticas significativas, p<0,05.
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ANEXO 22 Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis, para el indice A o nimero de agallas
radiculares en plantas de lechuga, respuesta a la infestacion de Meloidogyne
hapla expuesto a la interaccion de tres especies arométicas, cuatro
concentraciones y dos tejidos foliares.

Tratamiento
Concen- Tipo de N Suma de rangos Promedio de rangos
Especie » B
tracién tejido
Testigo (agua+indculo) 5 454,50 90,90
Fresco 4 172,00 43,00
25
Seco 5 498,00 99,60
Fresco 5 348,00 69,60
50
Seco 5 408,50 81,70
Menta
Fresco 5 131,50 26,30
75
Seco 5 211,00 42,20
Fresco 5 348,00 69,60
100
Seco 3 58,50 19,50
Fresco 5 371,00 74,20
25
Seco 3 195,00 65,00
Fresco 3 112,50 37,50
50
Seco 4 306,00 76,50
Ruda
Fresco 4 149,00 37,25
75
Seco 5 160,00 32,00
Fresco 4 44,00 11,00
100
Seco 5 131,50 26,30
Fresco 4 372,50 93,13
25
Seco 4 174,50 43,63
Fresco 4 320,50 80,13
50
Seco 4 120,50 30,13
Paico
Fresco 4 329,00 82,25
75
Seco 4 146,00 36,50
Fresco 3 161,00 53,67
100
Seco 5 55,00 11,00
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ANEXO 23 Resultados de la prueba de comparaciones miultiples de DUNN’'S, para la variable
dependiente indice A (indicador del numero de agallas) y la interaccién de los
factores especie, concentracion y tipo de tejido.

Combinaciones Diferencia tedrica Diferencia observada
Ruda fresca | Testigo (agua+indculo) 78,37 79,90
100% Menta seca 25% 78,37 88,60
Testigo (agua+indculo) 73,89 79,90
Paico seco
Menta seca 25% 73,89 88,60
100%
Paico fresco 25% 78,37 82,13

* NOTA: Sélo se incluyen los contrastes con diferencias estadisticas significativas, p<0,05.

ANEXO 24 Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis, para el indice B 0 porcentaje de agallas
radiculares en plantas de lechuga, respuesta a la infestacion de Meloidogyne
hapla expuesto a la interaccion de tres especies arométicas, cuatro

concentraciones y dos tejidos foliares.

Tratamiento
) Concen- Tipo de N Suma de rangos Promedio de rangos
Especie
tracion tejido
Testigo (agua+indculo) 5 490,50 98,10
o5 Fresco 4 212,50 53,13
Seco 5 457,50 91,50
50 Fresco 5 313,50 62,70
Menta Seco 5 364,50 72,90
75 Fresco 5 155,00 31,00
Seco 5 155,00 31,00
100 Fresco 5 360,00 72,00
Seco 3 86,00 28,67
25 Fresco 5 383,50 76,70
Seco 3 181,50 60,50
50 Fresco 3 121,00 40,33
Ruda Seco 4 312,50 7813
75 Fresco 4 138,00 34,50
Seco 5 145,50 29,10
100 Fresco 4 68,00 17,00
Seco 5 155,00 31,00
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ANEXO 24 Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis, para el indice B o porcentaje de agallas
radiculares en plantas de lechuga, respuesta a la infestacion de Meloidogyne
hapla expuesto a la interaccion de tres especies arométicas, cuatro
concentraciones y dos tejidos foliares.

Tratamiento
) Concen- Tipo de N Suma de rangos Promedio de rangos
Especie . B
tracion tejido
- Fresco 4 366,00 91,50
Seco 4 138,00 34,50
50 Fresco 4 298,50 74,63
Paico seco 4 173,00 43,25
75 Fresco 4 298,50 74,63
Seco 4 138,00 34,50
100 Fresco 3 181,50 60,50
Seco 5 85,00 17,00

ANEXO 25 Resultados de la prueba de comparaciones miultiples de DUNN’'S, para la variable
dependiente indice B (indicador del numero de agallas) y la interacciéon de los
factores especie, concentraciéon y tipo de tejido.

Combinaciones Diferencia tedrica Diferencia observada
Testigo Ruda fresca 100% 78,37 81,10

(agua+inoculo)

Paico seco 100% 73,89 81,10

* NOTA: Sélo se incluyen los contrastes con diferencias estadisticas significativas, p<0,05.

ANEXO 26 Anadlisis de varianza (ANDEVA) con interaccion de factores para los huevos y
juveniles generados en raices de lechuga efecto de exponer Meloidogyne hapla a
tres especies aromaticas, cuatro concentracién y dos tejidos foliares.

Sumade
cuadrados gl Media cuadrética F Sig.

Especie (A) 20432,0 2 10216,0 1,50 0,2288
Concentracion (B) 36409,0 4 9102,2 1,33 0,2627
Tipo de tejido (C) 15172,2 1 15172,2 2,22 0,1391
AxB 33878,3 8 4234,8 0,62 0,7590
AxC 19263,3 2 9631,6 1,41 0,2486
BxC 221441 4 5536,0 0,81 0,5210
AxBxC 71115,8 8 8889,5 1,30 0,2509
Error 696323,0 102 6826,7

Total 929022,0 131
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ANEXO 27 Resumen de los huevos y juveniles generados en raices de lechuga efecto de
exponer Meloidogyne hapla a la interaccion de las especies aromaticas, las
concentraciones y los tejidos foliares.

Interaccion Propagulos (Huevos y juveniles)
Especie Concentracién
Menta 0% 105,20
25 % 115,00
50 % 72,00
75 % 102,00
100 % 52,00
Paico 0% 105,20
25 % 50,00
50 % 52,50
75 % 22,50
100 % 64,00
Ruda 0% 105,20
25 % 65,33
50 % 82,50
75 % 86,50
100 % 54,00
Especie Tipo de tejido
Menta Fresco 62,24
Seco 116,24
Paico Fresco 61,04
Seco 56,64
Ruda Fresco 70,84
Seco 86,57
Concentracién Tipo de tejido
0% Fresco 105,20
Seco 105,20
25% Fresco 59,67
Seco 93,89
50 % Fresco 59,00
Seco 79,00
75 % Fresco 38,33
Seco 102,33
100 % Fresco 61,33
Seco 52,00
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