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RESUMEN

El nematodo dorado, G. rostochiensis, es considerado la principal plaga del cultivo de
papa a nivel mundial. Esto se debe a su particular capacidad de permanecer viable
alrededor de 20 afos en el suelo y ser el responsable de pérdidas productivas de hasta
60%. Estas pérdidas mas los costos elevados del manejo de infestaciones, la poca
especificidad de nematicidas y los problemas asociados a la aplicacion (toxicidad,
persistencia y contaminantes de agua y suelo), hacen que la creacion de nuevas
alternativas de control resulten todo un desafio para el sector agricola. En la bisqueda
de alternativas mas sustentables y menos dafiinas para el manejo de plagas, se han
reportado numerosas especies de plantas que producen compuestos nematicidas, las
que se denominan plantas antagdénicas a los nematodos. Estas plantas han
desarrollado de forma natural un amplio rango de elementos defensivos, ya sea porque
contienen o forman durante su descomposicion compuestos nematicidas o
nemoestaticos. Esta investigacion buscd establecer el efecto in vitro del extracto
acuoso de follaje seco de dos especies arboreas, Drymis winteri J.R Foster y Laurelia
sempervirens(Ruiz & Pav.) Tul y de extracto acuoso de compost sobre la eclosiéon de
J2 de Globodera rostochiensis a partir de quistes del nematodo dispuestos en
minitamices. Cada extracto fue evaluado a: 0% (control), 10% y 50%, aplicados en
conjunto con exudado radical de papa y en tratamientos reemplazando el exudado
radical de papa por agua. El ensayo se mantuvo por 10 semanas recuperando cada
siete dias los J2 formados y renovando al mismo tiempo la suspension de cada
tratamiento. Los resultados indicaron que, de los tres extractos, t¢ de compost fue el
unico que logro disminuir la eclosién de J2 al ser contrastado con los testigos, tanto a
10% como a 50% de concentracion. El extracto acuoso de laurel al igual que canelo en
presencia de ERP estimularon la eclosién de J2 de G. rostochiensis.

La interaccion entre la concentracion y la presencia-ausencia de exudado radical de
papa mostré diferencias significativas solo entre el testigo sin exudado radical y los

demas tratamientos.



SUMMARY

The golden nematode, G. rostochiensis is considered the main potato pest worldwide.
This is due to its ability to remain viable for more than 20 years in the soil and to be the
responsible of productive losses of up to 60%.Losses in the production, high costs of
control, lack of specific nematicides and problems made by traditional control methods
(which are toxic, persistent and shows water and soil contaminants) lead to look for new
control alternatives that challenge the agricultural sector. Therefore, the challenge is to
look for sustainable and less harmful alternatives in the pest management methods.
Reports showed many species of plants and botanical varieties that produce nematicide
compounds and are called antagonistic plants to the nematodes. Naturally, these plants
have developed a wide range of defensive elements due to exudation of nematicide or
nemostatic compounds. The present research looks to establish an aqueous extract
effect from dried foliage from two tree species: Drymis wintery J.R Foster and Laurelia
sempervirens (Ruiz&Pav.) Tul and a compost tea treatment on the hatching of J2 of
Globodera rostochiensis. These extracts were evaluated at three concentrations:
0%(control), 10% and 50%, and two conditions, with and without potato radical exudate.
Counts were made each seven days during 10 weeks and results were checked
compared with to the negative control. Results showed that compost tea made
decrease the hatching of J2 when contrasted with negative control at a concentration of
10% and 50%. The exudate of L. sempervirens and D. wintery in presence of potato
root exudate stimulated the hatching of J2. The interaction between concentration and
presence/absence of potato radical exudates showed important differences only at

0%(control) without a potato radical exudate and the other treatments.



1. INTRODUCCION

El nematodo dorado Globodera rostochiensis(Woll), considerado como la principal
plaga del cultivo de papa, es originario de las montafas andinas y actualmente se
encuentra presente en la mayoria de las regiones productoras de este cultivo a nivel
mundial (Jatala y Bridge 1990).

En Chile, hasta el afio 2012 G. rostochiensis estaba presente desde la Region de Arica
y Parinacota hasta la Region del Bio-Bio, sin embargo, en la actualidad el Servicio
Agricola y Ganadero (SAG) ha detectado su presencia en sectores puntuales de las
regiones de Los Rios y Los Lagos, redefiniendo la zona cuarentenaria (Chile, Servicio
Agricola y Ganadero, SAG, 2013).

1.1 Globodera rostochiensis

G. rostochiensis infesta a especies solanaceas, principalmente papa y en menor
medida tomate y berenjena (Brodie, 1996). Este nematodo parasita raices y tubérculos
causando reduccion del crecimiento y retardo en el desarrollo del cultivo(Elston et al.,

1991), pudiendo reducir el rendimiento hasta en mas de 60% (Banks et al., 2012).

Corresponde a un endoparasito sedentario que exhibe un marcado dimorfismo sexual
(Brodie, 1984), es decir, que existen diferencias evidentes en la fisionomia externa,
como color, forma y tamano entre hembras y machos (Brodie, 1c996). Estas
diferencias se manifiestan en el estado adulto, cuando al morirla hembra, su cuticula
comienza a cambiar de color blanco, a amarillo dorado, y café oscuro. Este cambio de
color ocurre por la alteracion de varias capas de células cuticulares, las cuales se van
endureciendo y de esta manera transformando a la hembra en un quiste resistente a
condiciones desfavorables, el cual contiene en su interior 300 o0 mas huevos (Franco,
1986, Bittner et al., 2009).

1.1.1 Biologia y ciclo de vida. Esta especie de nematodo presenta una estrecha
sincronia con el ciclo biolégico de su hospedero, ya que los juveniles infestivos
requieren exudados radicales de papa u otras solanaceas especificas para conseguir
el eclosionar de los huevos e infestar las raices, ocurriendo de esta manera sélo un

ciclo bioldgico por temporada de cultivo (Perry, 1986; Desgarennes et al., 2006).



El ciclo parasitico comienza cuando el segundo estado juvenil (J2) emerge de los
huevos y penetra las raices del hospedero bajo el estimulo de exudados de raices de
papa(Jatala y Bridge, 1990). La formacién del estado parasito de J2 en el huevo ocurre
por cambios en la permeabilidad de la cuticula de éste ultimo, gatillado por exudados
radicales de papa; ello permite a los juveniles dentro del huevo, absorber suficiente
agua e iniciar su metabolismo, eclosionando al pinchar con su estilete en forma
reiterativa la cuticula del huevo y emergiendo del quiste por sus aberturas naturales, es

decir, vulva y cuello (Desgranes et al., 2006).

Una vez en el suelo los J2 son atraidos a las raices del hospedero e ingresan al sector
apical de éstas, migrando intracelularmente hasta llegar al sistema vascular donde
inyectan con su estilete, en las células que rodean su cabeza, una secrecion de
proteinas del tipo lipasas pectinicas, poligalactouronasas y expansinas promoviendo la
formacién del sincitio (Rehman et al., 2009). Este funciona como un centro de atraccion
de nutrientes y corresponde a su sitio de alimentacion durante todo el ciclo parasitario
(Jatala y Bridge, 1990).

A medida que se alimenta el nematodo va incrementando su tamarfio y pasando por
mudas cuticulares hasta llegar al estado adulto. En el tercer estadio, definiran su sexo
en funcién de la cantidad de alimento y poblacién (Franco, 1986). Este mismo indica
que al finalizar la fase de juvenil IV, las hembras se volveran globosas, mientras que
los machos abandonaran la raiz y conservaran su forma alargada para buscar una

hembra y aparearse (Franco, 1986).

Cada hembra puede poner entre 300 a 400 huevos los que permanecen dentro de su
cuerpo (Trudgill et al., 2003) sin embargo, otros autores afirman que esta cifra puede
llegar a 600(Franco, 1986). Una vez muerta, la cuticula se endurece, cambia de
coloracién y se transforma en un quiste el cual se desprende de la raiz y se mantiene

en el suelo durante varios afios (Devine, 2009).

Los quistes son faciimente dispersados por movimiento de tubérculos y suelo infestado
(Banks et al., 2012) pero también por maquinaria agricola, escurrimiento de agua vy
viento. Hodda y Cook (2009) reportan que pueden sobrevivir incluso al tracto digestivo
de animales no rumiantes, mientras que otros autores aseguran que el quiste resiste

temperaturas de hasta -39°C por periodos cortos (Devine, 2009).
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Figura 1. Hembras adultas de G.rostochiensis (izquierda) y quiste abierto con

numerosos huevos (derecha)

Fuente: Invasive.org (2010)

1.1.2 Control.G. rostochiensis ha sido estudiado por mas de 40 anos, sin embargo, su
erradicacion ha demostrado ser dificultosa una vez detectado en la zona de
cultivo(Minnis et al., 2002). Esto se debe en gran medida a la habilidad de los huevos y
juveniles de permanecer viables por mas de 20 afos protegidos dentro del quiste en
ausencia de hospederos (Trudgill et al., 2003). Cuando se detecta una infestacion en el
suelo, la poblacion de quistes generalmente es alta, pudiendo causar dafo
considerable al cultivo (Banks et al., 2012; Hodda y Cook, 2009).

En la actualidad, el manejo de infestaciones de esta especie de nematodo se basa en
rotaciones largas con cultivos no hospederos, el uso de variedades resistentes,
siembra de semilla certificada y la aplicacion de nematicidas quimicos (Mugniery et al.,
2007; SAG, 2013).

Tanto la rotacién de cultivos como la siembra de variedades resistentes permiten
atenuar los dafos provocados al cultivo, sin embargo, no elimina completamente los
quistes del suelo lo que conlleva a que la poblacién se recupere al utilizar una variedad

susceptible (Mugniery et al., 2007).



En relacion a la aplicacion de productos quimicos al suelo de cultivo existen factores
que hacen variar su efectividad, como son basicamente tipo de suelo, momento de

aplicacion, dosis empleada y el producto utilizado (Lord et al., 2011).

UGA1356151

Figura 2. Planta infestada (derecha) comparada con planta libre de nematodo

dorado (izquierda).

Fuente.Invasive.org (2010)

Ademas de lo sefialado, el uso de nematicidas es actualmente cuestionado debido a
efectos adversos en el agro-ecosistema, altos costos y su falta de especificidad hacia
G. rostochiensis (Soler-Serratosa et al., 1996; Chitwood, 2002), es decir, que afectan a
todas las especies de nematodos en el suelo, como son fitoparasitos, nematodos
predadores fungivoros, bacteriéfagos u otros(European Food Safety Authority, 2012)

sin controlar efectivamente a G. rostochiensis.

El uso de enmiendas organicas, compost y purines tendria un efecto controlador de
poblaciones de nematodos fitoparasitos. Segun Aires et al. (2009) esto se deberia a la
interaccion de factores como el mejoramiento de la estructura fisica, quimica y fertilidad
del suelo facilitando el desarrollo radical de las plantas, y el incremento de

microorganismos como hongos y bacterias benéficos.




Debido a lo anteriormente mencionado, es que desde hace anos se estudian
alternativas de organismos o productos naturales que sean capaces de controlar

poblacion de nematodos y que no afecten al medio ambiente.
1.2 Control bioldgico y uso de antagonistas.

El control biolégico de nematodos ha sido ampliamente estudiado no siempre con
resultados esperados (Chitwood, 2002), puesto que depende fuertemente de la
interaccion entre la especie de nematodo y el agente o producto biolégico estudiado.
Existen algunas cepas de hongos como Pochonia clamydosporia y Paecilomyces
lilacinus que parasitan los huevos de nematodos, las cuales no eliminan pero si
disminuyen, bajo determinadas condiciones, el nivel de infestacion de Meloidogyne
(Oclarit y Cumagun, 2009), también existiendo reportes de efecto sobre nematodos del

género Globodera (Holgado y Magnusson,2010).

Aires et al. (2009) sugieren que cualquier compuesto que se aplique con el fin de
controlar nematodos del quiste en papa, debe utilizarse en el momento en que existen
exudados radiculares del hospedero, ya que los juveniles infestivos (J2) se forman en
el huevo como respuesta a su presencia y es, el unico momento en el ciclo del

nematodo en que se encuentra vulnerable.
1.3 Uso de especies vegetales para el control de nematodos.

Las plantas, sus productos, sustancias o extractos derivados de éstas han sido
estudiados en relacion al efecto antagdénico hacia insectos, microorganismos
patogénicos y nematodos fitoparasitos; también se han desarrollado pesticidas
sintéticos y no sintéticos basados en componentes naturales presentes en plantas, por
ejemplo, piretrina y piretroides como insecticidas. Aun cuando varios compuestos con
efecto nematicida han sido aislados e identificados desde plantas(Chitwood, 2002),
sblo algunos de estos han sido usados para el control de nematodos en suelos

agricolas en produccion comercial.

Las propiedades nematicidas de plantas y sus productos se explican por la presencia
de compuestos fitoquimicos en tejidos o formados por su degradacion (Chitwood,
2002). Danquah et al. (2010) sefialan que existen diferencias respecto de los efectos

que pueden provocar distintos tejidos de una misma planta, por ejemplo, las raices de



una especie pueden tener un efecto supresivo sobre poblaciones de nematodos,

mientras que el tejido foliar de ésta puede no afectarlos.

Especies que destacan consistentemente por sus propiedades nematicidas son,
Azadirachta indica conocido como “neem” (Akhtar y Mahmood, 1996) y diversas

especies de los géneros Tagetes y Brassica(Chitwood, 2002;Danquah et al. 2010)

Por otro lado, existen diversas investigaciones que demuestran que la exudacion de
determinados compuestos quimicos originados durante la descomposicion de residuos
biolégicos en el suelo disminuyen las poblaciones de algunas especies de nematodos
en éste. Un ejemplo es la mortalidad de 95% de huevos enquistados de G. pallida en
presencia de Brassica juncea obtenidos por Lord et al. (2011), mientras que Valdés et
al. (2011) observaron que la incorporacion al suelo de follaje de Brassica napus y
Raphanus sativus no afectd la eclosion de J2 de G. rostochiensis. Por otra parte,
Trifonova y Atanosov(2011) registraron una disminucion significativa en la
multiplicacién de este nematodo en plantas de papa donde se aplic6 como riego una
mezcla de aceites de Azadirachta indica con extractos de plantas de Nicotiana

tabacumy Veratrum album.

Ademas, existe una amplia variedad de especies herbaceas que poseen aceites
aromaticos con efectos antagdnicos hacia nematodos que afectan animales y plantas
destacando entre ellas, menta (Mentha sp), orégano (Oreganum vulgare), ruda (Ruta
graveolens) y sésamo (Sesamum indicum) entre otras(Walker y Melin,1996; Fierro,
2009).

1.3.1 Laurelia sempervirens. Laurelia sempervirens(Ruiz & Pav.) Tulconocido como
laurel, laurel chileno, tihue o trihue, corresponde a una especie arbérea endémica que
se extiende desde la zona centro sur a la zona austral de Chile. Sus hojas son simples,
enteras, oblongas, coriaceas, de apice agudo y/o obtuso, con margenes aserrados, de
un largo variable entre 5 a 10 cm y de 2 a 3 cm de ancho, son lisas o glabras y

aromaticas especialmente al triturarlas. (Enciclopedia Flora Chilena, 2015).

L. sempervirens presenta una composicion quimica variada en sus hojas y algunos de
los compuestos que han sido identificados son 3-careno, a-feladreno y a-pineno
terpenos (Bittner et al., 2009).



Por su parte Schmeda-Hirschmann et al.(1996), reportaron la presencia de los
alcaloides lauretanina y isotetrandrina en sus hojas, mientras que Neira et al. (2004)
aislaron derivados de safrol y eugenol. Es importante destacar que safrol es el mayor

ingrediente activo en el control de hongos fitopatégenos(Bittner et al., 2009).

La presencia de hojas de L. sempervirens tiene un efecto alelopatico en el nematodo
de las agallas Meloidogyne hapla, logrando reducir significativamente la formacién de
propagulos en suelo, sin embargo, se desconoce el compuesto quimico especifico

responsable de este efecto(Bohm et al., 2009).

1.3.2 Drimys winteri. Drimys winteri (J.R. et G. Forster) conocido comunmente como
canelo es una especie de habito arbéreo perteneciente a la familia Winteracea. Este
arbol es nativo de la zona centro sur y extremo sur de Chile. Sus hojas son de margen
entero, bordes planos, pueden ser lisas o glabras, coriaceas (al doblarlas suenan y se
quiebran) y/o ni coriaceas ni suculentas, no son pegajosas y no poseen espinas. Esta
especie se usa con fines medicinales, la corteza y hojas se usan para combatir el
escorbuto, la sarna, para limpiar heridas y cicatrizar ulceras (Enciclopedia Flora
Chilena, 2015).

D. winteri presenta una composiciéon quimica variada en sus hojas. Algunos de esos
compuestos han sido aislados e identificados, entre los que destacan aceites
esenciales como el ascaride, pineno, limoneno y eugenol, ademas de taninos y
flavonoides (Montes y Wikomirsky, 1985; Mufioz-Concha et al., 2004).

Extractos obtenidos a partir de sus hojas han sido usados efectivamente en el control
de insectos (Torres et al., 2004), y derivados de ascaridol han mostrado actividad

nematicida hacia Aphelenchoides besseyi'y Meloidogyne incognita (Yen et al., 2007).
1.4 Té de compost y sus aplicaciones.

El té de compost es un extracto acuoso, fermentado y aireado que se obtiene de la
fraccion hidrosoluble del compost. Este contiene una gran cantidad de compuestos
organicos como azucares, vitaminas, aminoacidos, acidos organicos ademas de
microorganismos (Martinez, 2009), los cuales se sabe son transferidos desde el
compost hacia el t¢ de compost(Ohio State University, OSU, 2007). Este té es una
herramienta emergente en la agricultura organica y tradicional, en especial por su

accion en el control enfermedades vegetales.


http://en.wikipedia.org/wiki/Aphelenchoides_besseyi
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El compost puede fabricarse a partir de materia organica de distintas procedencias.
Durante su elaboracion algunos materiales liberan compuestos toxicos para los
nematodos como son: fenoles, taninos, azaridactina, ricina(Mian y Rodriguez-Kabana,
1982; Rossner y Zebits, 1987; Rich et al, 1989) o derivados del proceso de
descomposicion en el suelo como amonio, nitritos y sulfuro de hidrogeno y otros no

toxicos (Mian y Rodriguez-Kabana, 1982).

Estudios realizados por la Universidad de Ohio(OSU,2007) indican que el té de
compost tendria efecto supresor sobre poblaciones de hongos como Pythium,
Rhizoctonia, Plectosporium y Verticillium, nematodos del género Heterodera,
Meloidogyne, Globodera (Renco et al., 2011), como también sobre algunos artréopodos.
Por el contrario, existen estudios como el de Kimpinski et al. (2003), en el cual no se
encontré reduccion de la poblacidon de Meloidogyne en papa después de aplicar
compost en terreno, pero si se registrdo un incremento en el rendimiento del cultivo.
Esta diferencia en los resultados se debe en gran medida a que existen factores como
la madurez final del compost, el proceso de fabricacion y la materia organica originaria

del compost, que hacen variar la efectividad y composicion de éste(Renco et al., 2011).

Existen reportes de que la aplicacion de compost enriquecido con poblaciones
microbianas como Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum yTrichoderma virens puede
reducir enfermedadesque afecten el cultivo de la papa tanto en invernadero y en

terreno (Brewer y Larkin, 2005).

En base a lo anteriormente planteado y en vista de la complejidad del control y manejo
de G. rostochiensis se postula que la aplicacion de té de compost, asi como extractos
acuosos de Laurelia sempervirens y Drimys winterigeneran un efecto nematicida y/o
nemostatico sobre la eclosién de J2 desde quistes de Globodera rostochiensis en

ensayos in vitro.

La presente investigacion tuvo como objetivo principal evaluar el efecto de extractos
acuosos de compost, canelo (Drimys winteri) y laurel chileno (Laurelia sempervirens)

en la eclosion de juvenil Il (J2) de Globodera rostochiensis.
Los objetivos especificos son:

-Establecer el efecto de extracto acuoso de follaje seco de canelo en la eclosion de

juveniles Il de G. rostochiensis.
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-Establecer el efecto de extracto acuoso de follaje seco de laurel chileno en la eclosion

de juveniles Il de G.rostochiensis.

-Establecer el efecto del t¢ de compost en la eclosion de juveniles Il de G.

rostochiensis.

-Comparar el efecto in vitro de diferentes concentraciones de extracto acuoso de

compost, canelo y laurel por separado en la eclosion de juveniles Il de G. rostochiensis.
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2. MATERIAL Y METODO

Esta investigacion consistio, en sus aspectos generales, en conocer si los extractos
acuosos de dos especies vegetales nativas y un té de compost por separado eran
capaces de generar un efecto nematdxico o nemostéatico sobre quistes de Globodera

rostochiensis en condiciones in vitro.
2.1 Ubicacion del ensayo

Se realizdé en el laboratorio de Nematologia, del Instituto de Produccion y Sanidad
Vegetal, de la Facultad de Ciencias Agrarias en la Universidad Austral de Chile

(Campus Isla Teja, Valdivia).
2.2 Material utilizado

A continuacién, se detalla el material biolégico y de laboratorio que se utilizd en el

ensayo.

2.2.1 Material biolégico. Se utiliz6 como planta indicadora una planta de papa de la
variedad “Desireé”, susceptible a G. rostochiensis (Kumar y Forrest, 1990) de la cual se

obtuvo el exudado radical.

Se evaluaron extractos acuosos del follaje seco de Drimys winteri(canelo) (Anexo 1)y
Laurelia sempervirens(laurel chileno) (Anexo 2), recolectadas durante el mes de abril

de 2014 en el sector Teja Norte, en el Arboretum de la Universidad Austral de Chile.

Para la elaboracion de té de compost, se utilizd la base del té de compost comercial
Vitta Fert Té® enriquecido con Vitta feed®, perteneciente a la empresa RosarioS.A.
(Anexo 3).

Los quistes de G. rostochiensis fueron obtenidos en el Laboratorio de Nematologia del

Servicio Agricola y Ganadero, Osorno, Region de los Lagos.

2.2.2 Material de laboratorio. Se utilizaron diversos materiales fungibles de laboratorio
destacando entre éstos microtamices, vasos de 20 mL, placa de recuento

nematologico, contador digital, probetas, pipetas, pisetas, matraces Erlenmeyer,papel
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Whatmann N°1, lupa estereoscépica Nikon (x40), molinillo eléctrico y biorreactor

Earthfort® de 20 L para té de compost con bomba eléctrica.
2.3 Metodologia

Para la realizacién de la investigacion se debieron llevar a cabo los siguientes

procedimientos previos al experimento principal.

2.3.1 Obtencion de extractos acuosos de tejido seco. Los extractos acuosos de
laurel y canelo, se prepararon con hojas lavadas y secadas a temperatura ambiente,
posteriormente trituradas en un molinillo eléctrico para ser almacenadas en frascos de
vidrio correctamente rotulados y mantenidos a 7°C y oscuridad hasta su uso. El
extracto acuoso de tejido seco(EB) se prepard adoptando protocolos desarrollados por
Hidalgo (2008) y Tapia (2009), en ensayos previos. Una vez obtenido el extracto se
diluyd con agua destilada estéril hasta una concentracién de EB 50 y EB 10% vy
almacenando a 5°C para ser utilizados en un periodo no mayor a 7 dias; debido a lo

anterior se debid repetir el procedimiento las veces necesarias.

2.3.2 Obtencion de exudado radical de papa. Para la obtencién de exudado radical
de papa (ERP), se utilizaron plantas de cv. Desireé siguiendo el protocolo de Turner et.
al. (2009). El ERP se utilizé6 antes de cumplirse 24 h post obtencion, por lo que fue

necesario repetir el procedimiento en varias ocasiones.

2.3.3 Obtencion de quistes y conteo de juveniles. Los quistes del nematodo fueron
solicitados directamente al SAG-Region de Los Lagos, se guardaron en placas Petri a

7°C donde permanecieron almacenados hasta su uso.

Para estimar el contenido promedio de huevos por quistes, del total de quistes a utilizar
se sumo un 10%; estos quistes fueron triturados individualmente sobre una placa de
recuento para registrar su contenido y asi estimar un promedio de nematodos y/o

huevos por quiste en forma previa al ensayo.

2.3.4 Obtenciéon de té de compost. La obtencion del té de compost fue a partir de
compost adquirido comercialmente bajo el nombre de Vitta Fert Té® enriquecido con
Vitta feed®, de la empresa Rosario S.A. Cabe destacar que Vitta Fert Té® ofrece
compost homogéneo tanto en pH como tamarfio de agregado. Para la elaboracion de

10 litros de té de compost se utilizaron 300 g de compost mas 5 mL del catalizador. El
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té de compost fue fabricado semanalmente. Este proceso se llevé a cabo en un
biorreactor Earthfort® de 20 L (Anexo 4) bajo condiciones de agitacién y aireacion
constante durante 24 horas. Una vez listo el té de compost fue almacenado refrigerado

durante no mas de 24h hasta su uso.
2.4 Experimento

Se evaluo el efecto de los extractos acuosos de canelo, laurel y de té de compost, a
concentraciones (0%(testigo), 10% y 50% EB) sobre 10 quistes de G. rostochiensis por
repeticion, con y sin exudado radical de papa. Se consideraron dos testigos, uno
consté de quistes mas exudado radical de papa(0% EB)y otro que solo tuvo quistes

mas agua destilada. Se realizaron seis repeticiones para cada uno de los tratamientos.

Los tratamientos se dispusieron en un vaso de 20 mL, conteniendo un mini tamiz
dentro del cual fueron ubicados los 10 quistes(Figura 3).En cada vaso se incorporaron
10mL de ERP o agua destilada y 5mL de extracto acuoso de canelo, laurel o té de

compost en funcion de los tratamientos explicados anteriormente.

Para disminuir el efecto de diapausa de los quistes, previo inicio de los ensayos éstos

se hidrataron en agua destilada durante cuatro dias.
El ensayo duré 10 semanas.

Se aplicaron extractos acuosos solo durante las primeras seis semanas, las cuatro

semanas siguientes se aplicé solo agua destilada en vez de los extractos.
2.5 Evaluaciones

Semanalmente se evalué el numero de J2 eclosionados en cada tratamiento y

repeticion, tal como se indica en los puntos siguientes.

El contenido inicial de los quistes fue calculado en base al niumero total de larvas
contadas durante el periodo experimental mas el contenido remanente de los quistes

que incluyé huevos destruidos, larvas y huevos llenos.

2.5.1 Conteo de juveniles eclosionados. El conteo de J2 y presentes en la
suspension de cada vaso se realizé cada 7 dias durante 10 semanas, para lo cual se
dispuso la suspension en una placa de recuento la que se revisd6 bajo lupa

estereoscopica. Inmediatamente vaciado el contenido del tamiz, se debié rellenar cada
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vaso con extracto radical de papa fresco y su correspondiente volumen y concentracion

de extracto acuoso.

Exudado + Agua
destilada + Extracto

Vaso \

Quistes de " i
G.r. N Tamiz
}— e
o@®
(o] 0% Q00
£

Figura 3. Esquema de la disposicion de quistes de Globodera rostochiensis en
vasos de 20 mL en los que se aplicaron los extractos de plantas nativas y

té de compost.

2.5.2 Contenido remanente de quistes. Transcurridas las 10 semanas de recuento se
procedid a triturar manualmente los quistes de cada tamiz para contabilizar el
contenido de huevos y juveniles remanentes en éstos. De esta forma se estimo el

porcentaje de eclosion semanal y total en relacioén al contenido de cada quiste.
2.6 Duracion del ensayo

El ensayo se realizé entre los meses de junio del2014 a diciembre del 2014.
2.7 Disefno experimental

Se utilizé en este ensayo un disefio completamente al azar con tratamientos en arreglo

factorial 2x3x3 de la cual se desprenden, dos condiciones experimentales, con
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exudado radical de papa o sin exudado radical de papa y tres extractos acuosos;
canelo, laurel y compost, tres concentraciones: 0%, 10% y 50%, lo que gener618

tratamientos.
2.8 Procesamiento de los datos obtenidos

Los datos obtenidos se procesaron estadisticamente, estableciendo primeramente su
normalidad y homogeneidad, posteriormente aquellos que cumplieron con esta
condicion fueron sometidos a analisis de varianza y pruebas de significancia. El

programa estadistico utilizado para los analisis fue Statistica® Plus 7.
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3. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

En el Cuadro 1 se desprende que los datos de la eclosion de J2 de G. rostochiensis no
presentaron normalidad, pero si homogeneidad entre ellos, por lo que se les pudo

realizar analisis de varianza (ANDEVA).

Cuadro 1Analisis de varianza de los datos de eclosién final (%) de J2 de G.

rostochiensis.
ANDEVA MS F p

Exudado radical de papa (ERP) 2669,578 7,566 0,007
Extracto acuoso 2826,691 8,011 0,001
Concentracion de extractos 2717,520 7,702 0,001
ERP * Extracto acuoso 477,831 1,354 0,263
ERP * Concentracién 1338,443 3,793 0,026
Extracto acuoso * Concentracion 824,455 2,337 0,061
ERP * Extracto acuoso * Concentracion 263,411 0,747 0,563
Error 352,837

El analisis indica que hubo diferencias significativas para ERP (exudado radical de
papa),extractos y concentracion, asi como para la interaccion entre exudado y
concentracion en la eclosion porcentual final de juveniles. Sin embargo, no hubo
diferencias significativas entre la interaccion de los tres factores simultdneamente ni

tampoco en la interaccién de los ERP y los extractos acuosos.

La esperada diferencia significativa en la eclosién de J2 de G. rostochiensis en
presencia o ausencia de ERP se debe a que éste estimula la eclosién (Desgarennes et
al., 2006), ya que esta especie presenta una estrecha relacién biotroéfica con su
hospedero (Kumar y Forrest, 1990). De acuerdo a Ellenby y Perry (1976) el periodo de
exposicion minimo a ERP requerido para iniciar la eclosion es de 24 horas siendo
suficiente para que ocurran cambios en la permeabilidad del quiste y comience la

imbibicidon de los huevos.
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La dinamica de eclosion en los ensayos realizados se observa en la Figura 4.

60

50

—e—ERP —e—H20

Porcentaje(%) de J2
eclosionados

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Semanas
Figura 4. Dinamica de eclosion de J2 de G. rostochiensis acumulada porcentual

semanal en presencia o ausencia de exudado radical de papa.

Sin embargo, también se observa eclosion espontanea en aquellos tratamientos que
no presentaban exudado radical de papa alcanzando aproximadamente un porcentaje
de eclosion final acumulada de 10% desde la primera semana y manteniéndose en el
tiempo.

Ryan y Devine (2005) observaron un 5% de eclosion espontanea de J2 de G.
rostochiensis a la quinta semana y hasta un 30% de eclosién espontanea al cabo de 10
semanas en condiciones de campo y en ausencia de plantas huésped. Estos autores
sefalan que podria deberse a factores bidticos y abidticos como edad de formacion de
los quistes y temperatura, entre otros, pero aseguran que la complejidad de los
factores hace muy dificil establecer los motivos exactos de esta eclosion espontanea.
Por otra parte, Turner et al. (2009) sefialan que existe una estrecha relacién entre la
temperatura, especificamente grados acumulados por dia y la dinamica de poblacién
de G. pallida, 1o que sugeriria que algunos quistes hayan madurado de manera
desigual.
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En la Figura 5 donde se muestran los valores de eclosion porcentual al término del
periodo experimental, se observan claramente las diferencias entre los testigos con

ERP y aquellos con solo agua destilada.

En general, para los tratamientos que incluyen ERP, se notan diferencias de hasta un
16% de eclosion en relacion al testigo (0%)cuando la concentracién de extracto acuoso
era de 50%, mientras que entre los testigos (0%) y 10% de concentracién en presencia

de ERP las diferencias son menores a13%.
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Canelo Compost Laurel Canelo Compost Laurel

ERP H20

Figura 5. Eclosion porcentual en relaciéon al total de J2 de G. rostochiensis por
tratamientos A la con presencia de exudado radical de papa y a la derecha en

ausencia de este. De azul los tratamientos control(testigo) con ERP(izquierda) y sin
ERP(derecha).

En la misma Figura 5 se aprecia que laurel tendié a incrementar la eclosion en

presencia y ausencia de ERP

En los tratamientos donde se reemplazé el ERP por agua destilada, se observo
diferencias de hasta un 47% de eclosion en relacion al testigo para los tratamientos

que poseian una concentracién de extracto acuoso al 50%, mientras que entre los
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testigos (0%) y 10% de concentracion se observan diferencias en el caso de compost

menores a 9% y de alrededor de un 30% para canelo y 35% en laurel.

Para una revision mas detallada a continuacién se mostrara y explicaran las dinamicas

de eclosion a lo largo del periodo experimental para cada extracto acuoso.

3.1 Efecto de extracto acuoso de canelo sobre la eclosion de J2 de G.

rostochiensis.

En la Figura 6 se observa que el numero de J2 de G. rostochiensis en presencia de
extracto acuoso de canelo fue mayor durante las primeras 5 semanas, efecto que no
se diferencid mayormente en presencia o ausencia de ERP. Cabe sefialar que durante

el ensayo se aplico extractos acuosos solamente durante las primeras seis semanas.

14
—4-C/ERP EB10% ®-C/ERP EB50%

L2 —4-S/ERP EB10% -®-S/ERP EB50%

=
o

oo

N° de J2 Eclosicados

Semana

Figura 6. Eclosion semanal de J2 de G. rostochiensis respecto del total en

presencia de extracto acuosos de canelo.
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Segun Doncaster y Shepherd (1971) la eclosién de juveniles infestivos de G.
rostochiensis comienza luego haber expuesto los quistes por tres dias a exudado
radical de papa, pero también Forrest (1989) explica que muchos de los J2 eclosionan
aun sin presencia de ERP debido a que se han formado dentro del huevo antes que
muera la hembra y se transforme en un quiste. Cabe resaltar que los quistes utilizados
en este ensayo, tenian aproximadamente 12 meses de formados ya que fueron
obtenidos por el SAG desde muestras de suelo infestadas colectadas en un potrero en
el que no hubo presencia de plantas huéspedes por dos anos. Lo anterior puede

explicar la eclosién inicial en agua.

Los resultados de este ensayo muestran que el extracto acuoso de canelo estimula la
eclosion. Desde la semana 1 a la 5 se observa mayor eclosion la que disminuye a
partir de la semana 6 y que coincide con la sustitucion de extracto acuoso de canelo

por agua destilada.

En la Figura 7se observa que la aplicacion de extracto acuoso de canelo,
independiente de la concentracién indujo a una mayor eclosion total de J2 en presencia
y ausencia de ERP, lo que indicaria una posible interaccién positiva, es decir

estimulante.

40 EC/ERP @S/ERP
35
30
25
20

15

12 Eclosionados (%)

10

Testigo Tratamiento Canelo

Figura 7. Porcentaje de eclosion de J2 respecto del total en presencia de extracto

acuoso de canelo.
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Aquellos tratamientos en presencia de extracto acuoso de canelo alcanzaron entre un
25y 30% de eclosion y tanto en presencia y ausencia de ERP fueron superiores a los
testigos correspondientes. Es por esto que se puede decir que, existiendo extracto

acuoso de canelo, existe un efecto sinérgico en la eclosion de J2 de G. rostochiensis.

Este efecto sinérgico podria deberse a la presencia de compuestos organicos
presentes en las hojas de canelo. Clarke y Hennessi (1987) detectaron que la
presencia de algunos acidos organicos estimularia la eclosién de J2 en quistes de G.
rostochiensis. Canelo presenta en su corteza acidos organicos como el formico y el

acético (Poblete y Roffael, 2004) los que podrian estar presentes también en su follaje.

Al analizar el efecto de la concentracion de extracto acuoso de canelo sobre la eclosion
de J2 de G. rostochiensis se observa que, en presencia de ERP y a EB10% de canelo
hubo un menor porcentaje de eclosion respecto al testigo, mientras que para aquellos

tratamientos a EB50% hubo un mayor porcentaje de J2 eclosionados.

mC/ERP @S/ERP
50
45
40
35
30
25
20
15
10

J2 Eclosionados (%)

Testigo (0%) 10% 50%
Concentraciones
Figura 8. Efecto de la concentracion de EB de canelo en el porcentaje final de

eclosion de J2.

En ausencia de ERP, aquellos tratamientos expuestos a 10% EB de canelo obtuvieron
un mayor porcentaje de J2 eclosionados respecto de su testigo respectivo y del
tratamiento a 50% de concentracion de extracto acuoso.
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3.2 Efecto de extracto acuoso de laurel sobre la eclosion de J2 de G.

rostochiensis

En la Figura 9 se observa que la evolucion del numero de J2 eclosionados por semana

no varié de manera considerable (Figura 9).
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Figura 9. Eclosion semanal de J2 de G. rostochiensis respecto del total en

presencia de extracto acuosos de laurel

Desde la semana uno a la semana tres se observa un crecimiento en el nimero de J2
eclosionados y a partir de la semana cuatro un decrecimiento. A partir de la semana
seis se nota una disminucion en la eclosién lo que coincide con la sustitucion de EB de
laurel por agua destilada. En la semana ocho y semana diez se observa un “peak” de
J2 eclosionados lo que puede deberse a la ruptura retrasada de uno o mas quistes.
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En relacion al porcentaje final (Figura 10) se observa el efecto aislado sobre la eclosion
porcentual respecto del total de J2 para aquellos tratamientos en presencia extracto

acuoso de laurel.
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Figura 10. Porcentaje de eclosion de J2 respecto del total en presencia de

extracto acuoso de laurel.

Contrastando los testigos con su correspondiente tratamiento, se observa en ambos
casos un mayor porcentaje de J2 eclosionados en los tratamientos con presencia de
extracto acuoso de laurel. Es por esto que se puede decir que, existiendo extracto
acuoso de laurel, tanto en presencia como ausencia de ERP, existe un efecto sinérgico

en la eclosion de J2 de G. rostochiensis al ser comparado con su testigo respectivo.

Al analizar el efecto de la concentracion de extracto acuoso de laurel sobre la eclosion
de J2 de G. rostochiensis se observa que, tanto a 10 y 50% de concentracion existié un

incremento sobre la eclosion. (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la concentracion de EB de laurel en el porcentaje final de

eclosion de J2.

En ausencia de ERP, se observan diferencias entre el porcentaje de eclosion del
testigo y ambas concentraciones, denotando un consistente efecto estimulante. Este
efecto podria ser utilizado a favor del manejo de G. rostochiensis en suelos infestados.
Una de las estrategias de manejo existentes son los cultivos trampa. Estos consisten
en estimular la eclosién de J2 con el objetivo de exponerlos en su estadio mas
susceptible a falta de alimento. Sustituyendo el cultivo trampa por EB de laurel,
estimularia la eclosién de J2 desde quistes, exponiendo el nematodo en su estadio
mas vulnerable a falta de alimento, reduciendo su poblacién. Estudios realizados por
Sorribas y Ornat (2006) demostraron que con el uso de cultivos trampa se puede
reducir el inéculo de G. rostochiensis en un 48% en suelos infestados, por lo que el uso
de EB de laurel podria representar una herramienta eficaz en el control de poblacién

del G. rostochiensis.
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3.3 Efecto de extracto acuoso de compost (té de compost) sobre la eclosion de

J2 de G. rostochiensis.

En la siguiente Figura se observa que la aplicacion de té de compost no afectd de

manera considerable la eclosion de J2 a lo largo del experimento. (Figura 12).
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Figura 12. Eclosiéon semanal de J2 de G. rostochiensis respecto del total en

presencia de té de compost.

La dinamica de la eclosion a lo largo de las primeras ocho semanas es decreciente. A
partir de la semana seis, luego de la sustitucion de té de compost por agua destilada,
se mantiene una tendencia decreciente en la eclosion hasta la semana 8. Esto podria
deberse a un posible efecto residual dado que la descomposicion de materia organica
proveniente del compost y la produccion de amoniaco (NHj3;) producto de su
descomposicion, tienen un efecto supresor en la eclosion de J2 de G.

rostochiensis(Renco et al., 2011)

En la semana ocho se observa un “peak” para los tratamientos en presencia de

exudado radical de papa, esto puede deberse a la eclosion tardia de quistes lo que
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produciria un mayor numero de nematodos en solucion o que ya no hay efecto del

extracto.

A continuacion, se observa el efecto aislado sobre la eclosion porcentual respecto del
total de J2 para aquellos tratamientos en presencia de extracto acuoso de compost
(Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de eclosion de J2 respecto del total en presencia de

extracto acuoso de compost.

En ausencia de ERP la presencia de compost estimula la eclosion de J2 de G.
rostochiensis en relacion al testigo. En aquellos tratamientos en presencia de ERP no
existieron diferencias significativas, aunque hubo un efecto supresivo en la eclosién de
J2.

Este efecto supresivo puede deberse a compuestos presentes en el compost que
reducirian la eclosion de J2. Este efecto concuerda con los obtenidos por Renco et al.
(2007) en el que diferentes tipos de compost compuestos por materia organica de
distintos origenes reducian la eclosion de J2 de G. rostochiensis en distintas

magnitudes.
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Los compost poseen relaciones carbono nitrogeno(C:N) diferentes. Estudios de
relaciones C:N de diferentes enmiendas organicas mostraron que a mayor proporcion
disponible de nitrogeno aumentaba el control de nematodos. (Kirmani et al., 1975; Mian
& Rodriguez-Kabana, 1982).

Es necesario realizar analisis en mayor profundidad respecto del t& de compost para
determinar su relacion C:N, y composicion bioquimica para obtener el mayor provecho
al efecto supresor obtenido. De este modo el uso del té de compost como enmienda
organica pueda presentar una estrategia de manejo eco-compatible para el control de

G. rostochiensis.

Al analizar el efecto de la concentracion en aquellos tratamientos en presencia de ERP

no se observan diferencias significativas respecto del testigo (Figura 14).

35
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Tratamientos
Figura 14. Efecto de la concentracién de EB de té de compost en el Porcentaje

final de eclosion de J2.

Sin embargo, en ausencia de ERP, tanto a 10 y 50% de concentracion de té de
compost, existe un mayor porcentaje de J2 eclosionados respecto del testigo
evidenciando un efecto estimulante lo que se condice con Renco et al., (2011) que

reportd un efecto supresor en la eclosiéon de J2 de G. rostochiensis. No obstante, el
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mismo autor sefiala que las materias originarias de los compost producirian variaciones

en su composicion y efectividad.

La ambigiedad de efectos mostrados por té de compost en la eclosion de J2 en
presencia-ausencia de ERP deja la ventana abierta para analisis mas profundos y

detallados.

3.4 Efecto de la concentracion y el exudado radical de papa sobre la eclosion de

J2 de G. rostochiensis.

Como se mencioné anteriormente la presencia o ausencia del exudado radical de papa
juega un rol fundamental en la eclosion de J2 de G. rostochiensis. Los resultados del
analisis de varianza indican que la interaccién entre los factores concentracion y

exudados muestran diferencias significativas (Figura 15).
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Figura 15. Interaccion entre concentracion de extractos y presencia/ausencia de
exudado radical de papa y su efecto sobre el promedio de eclosion de J2

de G. rostochiensis.

Al realizar un analisis de Tukey (Anexo 5) se muestra diferencia significativa entre el
testigo (0%) sin exudado radical (b) y el resto de los tratamientos(a). Esto indica que
existiendo ERP o la presencia de alguno de los extractos utilizados, se produce un

mayor porcentaje de eclosion
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Por su parte aquellos tratamientos en ausencia de ERP mostraron en promedio que la
presencia de extracto a distintas concentraciones estimuld la eclosion mostrando
diferencias significativas respecto del testigo. Sin embargo, al aislar el efecto de la
presencia de ERP, se aprecia una relacion directa entre la concentracién de los
extractos y el porcentaje de eclosion de J2 (Anexo 6). Esta relacidn directa representa
una oportunidad interesante para indagar en profundidad acerca de las
concentraciones que optimicen los efectos supresivos abriendo la puerta para futuras

investigaciones.
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4. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este ensayo se puede concluir que existirian
efectos estimulantes y supresivos en los extractos acuosos de follaje seco de las

especies evaluadas.

En presencia de ERP, canelo y laurel mostraron un efecto sinérgico directo en el que a
mayor concentracion de extracto hubo un mayor porcentaje de J2 eclosionados tanto

en ausencia como en presencia de exudado radical de papa.

En ausencia de ERP los tres tratamientos a distintas concentraciones estimularon la

eclosion de J2.

La condicion mas favorable para la eclosion de J2 tanto para aquellos tratamientos en

presencia y ausencia de ERP fue EB de laurel al 50% de concentracion.

Canelo, laurel y té de compost a concentracion EB de 10% y 50% en ausencia de ERP

estimulan la eclosion de J2 de G. rostochiensis en condiciones in vitro.

La interaccion entre la concentracion de los extractos y la presencia o ausencia de
exudado radical de papa mostré diferencias significativas solo entre el testigo sin ERP

y los demas tratamientos.

En vista de estos resultados, seria conveniente realizar nuevos estudios que
contemplen factores como temperatura, humedad y luminosidad a fin de comprobar la

eficacia de estos extractos acercandonos de esta forma a condiciones de campo.
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ANEXO 1. Fotografia de Drimys winteri (canelo).

ANEXO 2. Fotografia de Laurelia sempervirens (laurel)




ANEXO 3.

Imagen representativa de compost. Vitta Fert Té® Rosario S.A.
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ANEXO 4. Preparacion de té de compost en Biorreactor Earthforth de 20 L.
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ANEXO 5. Resultado de Test de Tukey para factores de exudado y concentracion.

Tukey HSD test; variable %Eclosion (Spreadsheet1)

Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = 352,84, df = 90,000

Tratamiento Concentracion %Eclosion Mean 1
H20 0 1,46007
ERP 0 25,23252 a
H20 10 26,12815 a
ERP 10 26,85802 a
H20 50 27,09589 a
ERP 50 32,42409 a
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ANEXO 6. Efecto de la concentracion sobre la eclosion en J2 de G. rostochiensis.

%Eclosion
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CONCENTRACION; LS Means
Current effect: F(2, 90)=7,7019, p=,00082
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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