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RESUMEN

El trips de las flores, (Frankliniella occidentalis), es una de las plagas primarias
en el cinturén horticola platense, empleando una gran cantidad de quimicos para su
control. Es por ello la necesidad de una busqueda alternativa de control de plagas,
dentro de un enfoque agroecoldgico. Una opcién es el empleo de biopreparados con
propiedades repelentes o insecticidas. Sin embargo, surgen limitantes en torno a su
uso ya que no existen publicaciones regionales que evaluen su eficacia, estudien las
mejores condiciones de preparacion o determinen su estabilidad en el tiempo. De
acuerdo con ello, el objetivo del trabajo fue evaluar diferentes formas de obtencién de
un biopreparado a base de aji picante (Capsicumm frutescens), a fin de optimizar su
preparacion y la extraccion del principio activo (capsaicina) responsable de las
propiedades bioactivas. Posteriormente, se estudié su eficacia para el control de trips

en un cultivo de pimiento (Capsicum annum).

Se observé que el nivel de capsaicina no se modificé con el tiempo de
maceracion del biopreparado, y que solo 60 min de contacto del tejido con el solvente
son suficientes para lograr una extraccion exitosa. En cuanto a la temperatura, se
obtuvo una mayor extraccién a los 4°C con respecto a los 20°C. El rendimiento no
mostré diferencias debidas a la molienda o al método de extraccion del material
vegetal, pero se hallaron beneficios con el pretratamiento de escaldado. Finalmente,
se hall6é una significativa disminucion del contenido de capsaicina luego de 30 dias de
almacenamiento. En los resultados obtenidos a campo, con la aplicacion de la tintura
en diferentes concentraciones (50, 100, 200 y 500 mL/L), no se redujo la poblacién de
trips respecto de las plantas sin tratamiento. Esto puede atribuirse a la presién de
seleccion generada por la merma de la aplicacibn de agroquimicos de manera

calendaria.

Palabras clave: Frankliniella occidentalis, Agroecologia, horticultura, capsaicina
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1. INTRODUCCION

1.1. Produccion horticola nacional

La produccién horticola en Argentina se caracteriza por ser una actividad con gran
diversidad de cultivos y zonas de produccién. En nuestro pais la horticultura se
desarrolla en una extension de 235.321 ha a campo y 2.961 ha en invernadero, con
una produccion estimada en 10 millones de toneladas (Censo Agricola Nacional,
2002). Esta actividad posee una alta demanda de mano de obra, empleando a mas de
10 millones de jornales por afio, lo que la transforma en una actividad con un elevado
valor social (Castro, 2016). Solamente la produccion, ocupa 1,5 personas /ha/afo en el
caso del sistema a campo y 4 personas/ha/ano en el sistema bajo cubierta. Genera,
ademas, un importante numero de empleos indirectos en los distintos eslabones de la

cadena como la comercializacion, provision de insumos y servicios (Castro, 2016).

En Argentina existen siete regiones geograficas de importancia para la produccion
de hortalizas (Figura 1): las regiones Noroeste; Noreste; Andina, Central, del Valle del
rio Colorado y Negro, del Litoral y Patagonica (INET, 2010). El pais posee ademas
zonas de produccion con caracteristicas propias y distintas entre ellas, distinguiéndose
aquellas de produccion de semilla, las zonas horticolas extensivas, las zonas de
produccion especializada y los cinturones verdes. Estos ultimos, dentro de los que se
incluye el Cinturén Horticola de La Plata, poseen caracteristicas distintivas tales como
(Strassera, 2009):

v’ cercania a las grandes ciudades
alto requerimiento de mano de obra
gran diversidad de cultivos
unidades productivas pequenas (1-40 ha)

v
v
v
v alto valor de la tierra
v' cercania a los mercados
v

sistemas de produccion diferenciados (a campo o invernadero)

El destino principal de las hortalizas producidas es el mercado interno (93-94%), de
las cuales se estima que el 85% es comercializado en estado fresco (Colamarino y col,
2006). En tanto, el complejo horticola representa entre el 1,1 y el 1,4% de las

exportaciones vegetales de nuestro pais (Castro, 2016).
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Figura 1. Regiones horticolas Argentinas. Fuente: Manual de BPA en la cadena
de tomate. http://www.minagri.gob.ar

1.2. El Cinturon Horticola Platense

Este cinturon fue disefiado en los primeros afios de 1880, juntamente con la
ciudad de La Plata, sus dependencias gubernamentales y espacios para el arte y la
cultura (Garat, 2002). En 1940 y 1950, a raiz de politicas agropecuarias que
favorecian la tenencia de tierra, se produce una corriente inmigratoria
mayoritariamente integrada por italianos, que inician la produccién de hortalizas con
practicas y tecnologia similares a las que contaban en su lugar de origen. Ya en los
afios ‘70 y ‘80, en el marco del proceso conocido como Revolucion Verde, comienza la
utilizacion de ciertos componentes tecnoldgicos, entre los que se destacan las semillas

hibridas, los sistemas de riego, los agroquimicos de sintesis para el control de plagas
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y enfermedades, los fertilizantes inorganicos y la utilizacién de maquinaria moderna, lo
que contribuy6 al crecimiento de la horticultura en la regién (Garat, 2002). En los ‘90
se suma la incorporacion del invernaculo como sistema de produccion, momento
coincidente con la llegada al sector de productores de origen boliviano, de gran
experiencia en la actividad horticola bajo cubierta y con el objetivo de lograr mayor
eficiencia en la produccion (Garcia, 2011). Esto se asocia a la busqueda de una serie

de ventajas productivas del empleo de invernaderos, tales como:

v" mayor rendimiento

v' precocidad de cosecha

v’ alta calidad y homogeneidad de los productos
v

ampliacién del periodo de produccion respecto del sistema a campo

Sin embargo, este sistema resulta altamente dependiente de insumos como
semillas hibridas, insecticidas, fertilizantes, polietileno, entre otros (Strassera, 2009).

En el Partido de La Plata el area cultivada es de 4.338 ha, de las cuales 1.657 se
desarrollan bajo cubierta y son mayormente destinadas a la horticultura respecto de la
floricultura (Censo Hortifloricola, 2005). El numero de explotaciones productivas es de
1.047, de las cuales el 70% corresponden a horticultura (a campo 24%, bajo cubierta
27% y mixtas 49%), mientras que 27% son establecimientos floricolas y 2% son
hortifloricolas. Asi, el Cinturén Horticola de La Plata se constituye como la segunda
region de produccion de hortalizas mas importante del pais. Se destacan entre los
cultivos mas relevantes el tomate, pimiento, lechuga y otras verduras de hojas,

ademas de flores como crisantemos, rosas y claveles (Strassera, 2009).

1.3. Manejo productivo y fitosanitario en la region platense

En general, de acuerdo con la aptitud de la tierra y disponibilidad econémica, los
productores del Cinturéon Horticola Platense cultivan preferentemente hortalizas de
fruto (tomate, pimiento o berenjena) y verduras de hoja. El manejo productivo que se
realiza estd enmarcado en el creciente uso del invernaculo del tipo capilla continua,
con poca variedad y rotacion de cultivos (Garcia, 2011). En tanto, el manejo sanitario
predominante esta basado en el control quimico con aplicaciones sistematicas de
pesticidas por calendario, con escaso o nulo nivel de diagndstico (Garcia y col., 2005;
Souza-Casadinho, 2007).

A pesar de que el empleo de insecticidas y plaguicidas quimicos resulta atil y
muestra una rapida accidén, su uso intensivo e indiscriminado trae consecuencias
negativas para el agroecosistema, tales como contaminacion ambiental, surgimiento
de plagas secundarias, aparicion de fendmenos de resistencia, disminuciéon de

enemigos naturales y toxicidad para operarios (Altieri, 1992; Strassera, 2009). Si bien
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su uso resuelve los problemas sanitarios a corto plazo, a largo plazo va en detrimento

de los procesos naturales de regulacion ecolégica (Strassera, 2007).

Cabe destacar ademas que la manipulacion de plaguicidas en el Cinturdn
Horticola Platense muestra un escaso control, siendo realizado en mas del 80% por
los proveedores de insumos, un 9,6% por organismos estatales y un 7% por
productores que no reciben ningun tipo de asesoramiento (Souza-Casadinho, 2007).
Es posible aseverar ademas que se emplean mayoritariamente productos de elevada
toxicidad para quienes los manipulan. Por otra parte, se trata de productos con
tiempos de carencia bien determinados. Sin embargo, dado que la cosecha de las
hortalizas suele realizarse segun el estado de maduracién o las oportunidades que
brinda el mercado, son pocos los productores que toman los recaudos necesarios para
respetar el tiempo que debe transcurrir entre la aplicacion del plaguicida y la cosecha

(Souza-Casadinho y Bocero, 2008).

Figura 2. Aplicacion manual de pesticidas sin proteccion en cultivo de hortalizas
del Cinturéon Horticola Platense.

1.4. Agroecologia y transicion desde los sistemas tradicionales de produccion

Si bien la tecnificacién de la agricultura ha incrementado la produccién de
alimentos en el mundo a través de un mayor rendimiento de los cultivos, esto se ha
basado en el uso de dosis masivas de insumos costosos y/o escasos: combustibles
fésiles, plaguicidas y fertilizantes de sintesis quimica, semillas hibridas, agua para
riego, etcétera (Saranddén y Flores, 2014). Lo anterior se asocia a una serie de
problemas sociales y ambientales, que involucran la seguridad alimentaria y el cambio
climatico. Uno de los principales inconvenientes es el incremento en el uso de
productos quimicos (insecticidas, herbicidas, fungicidas y fertilizantes) que trae
aparejado un alto riesgo de contaminacién de suelos y agua, toxicidad para quienes

manipulan estos productos y para los consumidores, incremento de fendmenos de
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resistencia, erosion del suelo por escasa rotacion de cultivos y excesiva productividad,

entre otros (Sarandoén y Flores, 2014).

De aqui que en la actualidad se requiera desarrollar una agricultura que sea
economicamente viable, pero que conserve la base de recursos naturales y preserve
la integridad del ambiente (Sarandon, 1993). En este sentido la Agroecologia
constituye una disciplina capaz de abordar el estudio y analisis de sistemas de
produccion con miras a una agricultura sustentable. Esta disciplina puede definirse
como la aplicacion de conceptos y principios ecologicos al disefio y manejo de
sistemas alimentarios sostenibles. Se basa en la diversificacion del habitat y el manejo
organico del suelo, generando un funcionamiento 6ptimo del agroecosistema con
disenos productivos que promueven la biodiversidad y los procesos ecoldgicos claves
como la regulacion bidtica, el reciclaje de nutrientes y la productividad (Altieri y
Nicholls, 2007).

Uno de los puntos criticos para su aplicacion es el pasaje del manejo
convencional al agroecoldgico. De aqui que el enfoque de transicion agroecoldgica,
propuesto por Gliessman y col. (2007), resulte en la actualidad uno de los mas
adoptados. De acuerdo a este enfoque, el disefio de un modelo de produccién basado
en los principios de la agroecologia, requiere diferentes estrategias de transicion
segun el origen de la produccion (intensiva o extensiva) y la zona en que esta se
desarrolla (urbana, periurbana o rural). Varias de las estrategias surgen de los saberes
tradicionales de los productores, que aun perduran y resulta imprescindible rescatar.
Para ello se deben aplicar tareas participativas de investigacién, desarrollo y validacion

tecnoldgica (Mediavilla y col., 2012).

Para lograr una adecuada transicion desde los sistemas convencionales se
requiere cumplir una serie de etapas que permitan inicialmente incrementar la
eficiencia de las practicas convencionales, luego realizar un proceso sustitutivo por
practicas sostenibles, redisefar el agroecosistema sobre estas nuevas practicas y por
ultimo generar un cambio de ética y valores en los productores (Altieri y Nicholls, 2000;
Gliessman y col.,, 2007). De esta forma, el proceso de transicion podria iniciarse
reduciendo el uso de plaguicidas y fertilizantes quimicos, respetando los periodos de
carencia y dosis recomendadas, logrando una adecuada conduccién del riego y
nutricion, empleando variedades resistentes a enfermedades, evaluando la calidad
pre- y poscosecha de los productos agricolas, planificando la produccién y previendo
la rotacion de cultivos (Mediavilla y col., 2012). Luego, se deben reemplazar
paulatinamente los insumos de sintesis por alternativas a base de productos naturales
como son los biopreparados de tipo insecticidas, fungicidas o fertilizantes, aplicar un

manejo integrado de plagas (control biolégico, cultural o mecanico), emplear
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compostados organicos, agua de lluvia y otros mecanismos de reciclado (Gliessman y
col., 2007).

Si bien es frecuente encontrar ejemplos de casos de agricultura sustentable
basados en tecnologias desarrolladas por comunidades campesinas o indigenas,
estas pueden adecuarse al manejo de cualquier sistema de produccién (Sarandén y
Flores, 2014). Finalmente cabe destacar que los principios basicos de la Agroecologia

incluyen:

v Desarrollar conciencia sobre el impacto ambiental de la agricultura intensiva
v Internalizar el concepto del desarrollo sostenible

v' Compromiso ético con las futuras generaciones
v

Mejorar el conocimiento sobre los aspectos fisicos, biolégicos vy
socioecondmicos de los agroecosistemas

<

Desarrollar tecnologias sostenibles, basadas en procesos y no tanto en
insumos

v Incorporar el costo ambiental en la evaluacion del éxito econémico

v Tomar conciencia del rol irrenunciable del estado en incentivar practicas
sostenibles

1.5. Manejo de plagas con biopreparados

El manejo de plagas y enfermedades bajo un enfoque agroecoldgico y sostenible
busca aplicar a los cultivos un conjunto de practicas integrales que tienen como
proposito mantener la poblacion de la plaga en un nivel que no sea perjudicial para el
agroecosistema productivo. Esto incluye el uso de variedades resistentes, el empleo
de biopreparados con funciones insecticidas o repelentes, el cultivo estratégico de
plantas antagonistas, el control biolégico y cultural de la plaga (Sarandon y Flores,
2014).

Entre estas estrategias, el empleo de biopreparados permite reemplazar total o
parcialmente a los plaguicidas quimicos. Estos son productos elaborados con
extractos de origen vegetal, animal y/o mineral, que poseen diversas propiedades
benéficas para los cultivos. Pueden proveer nutrientes, favorecer el enraizamiento,
promover el desarrollo de microorganismos antagonistas o contener sustancias
repelentes, insecticidas o bioestimulantes (fitohormonas, fitoquimicos o &cidos
organicos) (Terrile e lzquierdo, 2010). Los biopreparados poseen diferentes
mecanismos de accion sobre los insectos, nematodos y microorganismos segun su
composicion. Asi, por ejemplo, algunos actuan por repelencia, otros por irritacion o
bloqueo del sistema nervioso, por inhibicion de la alimentacién o de la reproduccion,

entre otros (Tovar-Hernandez, 2013). Los biopreparados tienen la ventaja de evitar los
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riesgos de contaminacion de los plaguicidas comunes ya que son moléculas de origen
natural que tienden a descomponerse rapidamente en el medio ambiente. Ademas su
residualidad es minima, suelen ser bastante especificos y no son téxicos para los

mamiferos y las plantas (Moreau y col., 2006).

A lo largo de la historia, los biopreparados se han desarrollado a partir de la
observacion empirica de sus efectos por parte de los agricultores. Sin embargo, en los
ultimos afos ha comenzado a interesar a los investigadores, empresas e instituciones
gubernamentales que han planteado su uso extensivo y comercial tanto a pequefia

como a gran escala (Terrile e Izquierdo, 2010).

Entre los materiales vegetales comunmente empleados para la elaboracion de
biopreparados se destaca el aji picante, también llamado “chile” en paises como
México y Peru. El aji picante en sus diferentes variedades es el fruto de diversas
especies del género Capsicum que se caracterizan por ser muy variables en cuanto a
su pungencia (picor). En la actualidad se describen alrededor de 200 especies, de las
cuales solo cinco son cultivadas comercialmente: Capsicum annuum, Capsicum

frutescens, Capsicum chinense, Capsicum baccatum y Capsicum pubescens.

La capsaicina, es el principal componente responsable de la pungencia y de las
propiedades funcionales y bioactivas del aji picante. Estudios recientes estan
evaluando nuevas especies de ajies con el objetivo de obtener lineas avanzadas con
alto contenido de capsaicina, adaptadas a los requerimientos industriales y como

fuente de genes para el mejoramiento de los frutos (Pino, 2015).

El aji picante es empleado en forma habitual para la obtenciéon de biopreparados
por productores tradicionales de América latina, ya que se encuentra arraigado que el
picor del aji repele los insectos y controla microorganismos. Algunos trabajos como los
de Moreno-Limén y col. (2012) mostraron que extractos etandlicos de frutos de chile
piquin (Capsicum annuum L. var aviculare), inhibieron el crecimiento "in vitro" de
Aspergillus flavus con una eficacia comparable a la de un fungicida comercial.
Extractos de chile picante resultaron también altamente efectivos en el control de
lepidépteros en maiz, comparado con aplicaciones de insecticidas quimicos al follaje
(Hernandez-Hernandez, 1994). También fue validada su efectividad para el control de
afidos, especialmente de los géneros Myzus persicae, Aphis gossypiiy Aphis fabae, y
de mosca blanca en cultivos protegidos de hortalizas y plantas aromaticas en huertos
familiares del altiplano boliviano (Terrile e Izquierdo, 2010). Asi mismo, otros productos
como polvo o resina de aji picante se han empleado como agentes de control de la
mosca de la cebolla (Delia antiqua) (Cowles y col., 1989) y como repelente de ciertas

plagas de las plantaciones de algodén (Mayeux, 1996), respectivamente.
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Si bien como se expresé anteriormente, existen numerosas evidencias del empleo
de biopreparados a base de aji picante en cultivos horticolas y su efectividad en el
control de diferentes plagas, hasta el momento no existen estudios formales que
analicen las ventajas de su uso como plaguicida en cultivos econdémicamente

relevantes para nuestra region.

1.6. La plaga: Frankliniella occidentalis

El trips de las flores (Frankliniella occidentalis) es un insecto originario de
California (Estados Unidos) que se ha dispersado a muchos paises de Europa, Asia y
América (Figura 3) (Bryan y Smith, 1956). Ataca a mas de 500 especies de plantas,
especialmente cultivos horticolas, floricolas y algunos frutales (De Santis, 1995; Kirk y
Terry, 2003). Esta plaga polifaga, produce danos directos al picar los tejidos de hojas y
flores y succionar el contenido celular con posterior necrosis, ya que en su saliva
contienen sustancias toxicas. Causan también dafios indirectos al actuar como
vectores de virus tales como el virus del bronceado del tomate (Tomato Spotted Wilt
Virus, TSWV) que produce la enfermedad conocida como peste negra (Caceres y col.,
2011). Esta es la enfermedad viral mas importante en cultivos de tomate y pimiento
bajo invernadero, pudiendo causar significativas pérdidas econdmicas ante la marcada
reduccion del rendimiento y calidad de los frutos (Caceres y col., 2001). Asi, por
ejemplo, por esta causa en 1995 se determind la emergencia agropecuaria en el
Cinturén Horticola Platense (Balatti, 2016). En Europa y especialmente en Holanda, se
convirtid también en una de las especies mas dafinas de los cultivos bajo invernadero
(Vargas y Uvillo, 2005).

Figura 3. Trips de las flores (Frankliniella occidentallis) en su estado adulto.

Este insecto se caracteriza por tener un ciclo de vida muy corto y una gran
capacidad de reproduccion (Gaum y col., 1994). Los huevos son reniformes, de color
blanco y unos 2 mm de longitud, encontrandose aislados e insertados dentro de los

tejidos de las plantas atacadas. Las ninfas pasan por dos estadios, siendo el primero
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muy pequefio, de color blanco o amarillo palido. El segundo estadio es de tamafio
parecido al de los adultos y de color amarillo dorado. Las ninfas a su vez se distinguen
de los estados de pre-pupa y pupa. Estos estadios son inmoviles, no se alimentan y
comienzan a presentar los esbozos de las alas, las cuales se desarrollan plenamente
en el estado adulto (Rijn y col., 1995). Los insectos adultos son alargados, de 1,2 mm
las hembras y 0,9 mm de longitud los machos. Migran cuando la planta esta
madurando o no hay follaje tierno y se desplazan hacia plantas que estan en floracion,
por lo general en primavera (Teerling, 1995). Colonizan las partes superiores de las
plantas, prefiriendo las flores y el polen de las mismas, del que se alimentan. También
pueden atacar otro tipo de vegetacion en los alrededores, que sirve como reservorio
de sus poblaciones y que luego se dispersan sobre los cultivos (Senasa, 2005). La
duracion del ciclo de vida de Frankliniella occidentalis es afectada por la temperatura.
Se desarrollan mas rapido a 30 °C, mientras que su ciclo de vida es dos veces mas
lento a 18 °C. En tanto, la longevidad de los adultos puede variar entre 32 y 57 dias
(Gerin y col., 1994; Shipp 1995).
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

- OBJETIVO GENERAL

"Optimizar la elaboracion de un biopreparado a base de aji picante y analizar

su efecto sobre el control de trips en un cultivo de pimiento"
- OBJETIVOS PARTICULARES

v' Determinar la influencia del tiempo (0, 5, 10 o 20 dias) y temperatura de
maceracion en etanol (4 o 20 °C) de los ajies sobre el grado de extraccion de

capsaicina.

v' Determinar el efecto del método de extraccién (maceracion, agitacion, agitacion
con calor o sonicado), de la forma de molienda del material vegetal (picado o
morterado), del pretratamiento (material fresco o escaldado) y del tiempo de

almacenamiento (5, 10, 30 o 60 dias) sobre el nivel de capsaicina obtenido.

v Estudiar el efecto del biopreparado a base de aji picante sobre el control del

trips en un cultivo de pimiento.

- HIPOTESIS

v "El tiempo y temperatura de maceracion genera diferencias en la concentracion

de capsaicina extraida en la tintura de aji picante”.

v' “El método de molienda, el pretratamiento y la técnica de extraccién pueden

afectar el nivel de capsaicina presente en la tintura de aji picante”.

v' "El tiempo de almacenamiento genera una merma del contenido capsaicina en

la tintura de aji picante”.

v' ‘“La aplicacioén de la tintura de aji picante resulta eficaz en el control del trips en

el cultivo de pimiento”.

18



MATERIALES Y METODOS

19




3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Elaboracion de un biopreparado a base de aji picante

Para la elaboracion de la tintura de acuerdo a la forma tradicional de preparacion
de los productores de la zona, se trabajo con aji picante (Capsicum frutescens), fresco
y picado a cuchillo con sus semillas, en una concentracién de 60 g/L en etanol al 80%
(ver anexo, Figura A1.A y A1.B). La mezcla se maceré por 10 dias a 20 °C,

posteriormente el producto fue filtrado y almacenado a temperatura ambiente.

3.2. Determinacion del contenido de capsaicina

Una porcion de tintura de aji picante se concentré en evaporador rotatorio (Blichi
R-124, Labortechnik AG, Flawil, Suiza) (ver anexo, Figura A2). En el extracto
concentrado se determind el contenido de capsaicina empleando el método
espectrofotométrico descripto por Bajaj y Kaur (1979) con ligeras modificaciones. Una
alicuota de 350 uL de biopreparado concentrado se anadié a 50 pyL de reactivo de
Folin-Ciocalteu (1:1 v/v en agua) y 2 mL de agua. Luego de 3 min de reaccion se
agregaron 100 pL de Na2COs 20% (m/v) en NaOH 0,1 M y se incubdé por 90 min.
Finalmente, la concentracion de capsaicina se determind por la formacién de un
complejo de color azul con el reactivo, midiendo la absorbancia a 760 nm en
espectrofotdmetro (UV-Mini modelo 1240, Shimadzu Corporation, Japén). Los
resultados se expresaron en mg/kg a partir de una curva de calibracion empleando
capsaicina como patrén (ver anexo, Figura A1.C). Las determinaciones se realizaron

por triplicado.

3.3. Ensayos de optimizacion para la elaboracién del biopreparado

3.3.1. Influencia del tiempo y temperatura de maceracion

La tintura de aji picante preparada como se indicé en la Seccion 3.1 se macero a
4 020 °C por 0, 5, 10 0 20 dias. Para la determinacién a 0 d, el tiempo de contacto con
el solvente fue de 60 minutos. Luego de cumplidos los periodos de maceracion, las
mezclas fueron filiradas con malla metalica y se determiné el contenido de capsaicina
segun lo indicado en la Seccion 3.2. Las mediciones se realizaron por triplicado y los

resultados se expresaron en mg/kg empleando capsaicina como patron.
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3.3.2. Influencia del método de extraccion

La tintura de aji picante preparada como se indica en la Seccion 3.1 se sometio a
los siguientes procesos de extraccion:

v'Maceracion tradicional por 60 min

v Agitacién a temperatura ambiente por 60 min.

v Agitacioén a alta temperatura (70 °C) por 60 min

v' Sonicado por 60 min

A continuacion, y en todos los casos, la mezcla se filtré6 con malla metalica y se
determind el contenido de capsaicina segun 3.2. Las mediciones se realizaron por

triplicado y los resultados se expresaron en mg/kg empleando capsaicina como patrén.

3.3.3. Influencia del método de molienda y del pretratamiento

Se evaluaron dos métodos de molienda y dos pretratamientos del material vegetal

antes de la elaboracion de la tintura de aji picante.

v Aji fresco picado con cuchillo: El aji picante fue picado a cuchillo con cortes

longitudinales y transversales quedando trozos de aproximadamente 0,5 cm?.

v Aji fresco triturado con mortero: El aji picante fresco fue molido con mortero

hasta obtener una pasta homogénea.

v Aji escaldado picado con cuchillo: El aji fue escaldado por dos minutos en agua
hirviendo, posteriormente se picé con cuchillo con cortes longitudinales y

transversales quedando trozos de aproximadamente 0,5 cm?.

v' Aji escaldado triturado con mortero: El aji picante fue escaldado por dos
minutos en agua hirviendo, posteriormente fue molido con mortero hasta

obtener una pasta homogénea.

A continuacion, en cada caso se elaboro la tintura de acuerdo con la seccion 3.1y
se macero por 10 dias a 20 °C, se filtré con malla metdlica y sobre el filtrado se
determiné el contenido de capsaicina segun se describié en 3.2. Las muestras se
realizaron por ftriplicado y los resultados se expresaron en mg/kg empleando

capsaicina como patron.
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3.3.4. Efecto del almacenamiento prolongado

La tintura de aji picante se elabor6 como se describe en 3.1, se maceré a
temperatura ambiente y a los 10 dias se filtré6 extrayendo el tejido y las semillas de los
frutos con colador de malla metalica. Luego de 5, 10, 30 y 60 dias de almacenamiento
a 4 °C se determind la concentracion de capsaicina segun 3.2. El ensayo se realizé
por triplicado y los resultados obtenidos se expresaron en mg/kg empleando

capsaicina como patron.

3.4. Ensayos a campo

3.4.1. Estudio de la evolucion de trips en el cultivo de pimiento

El cultivo de pimiento seleccionado para el ensayo se ubica en la localidad de
Etcheverry dentro del Cinturon Horticola de La Plata, e integra el grupo de
establecimientos familiares que trabajan en conjunto con el equipo de Cambio Rural
INTA. El ensayo a campo se llevo a cabo en un cultivo de pimiento cv. Jaen.
Inicialmente se analizd la evolucién de la poblacion de trips en un cultivo sin
tratamiento a lo largo de seis observaciones, realizando el monitoreo cada tres dias
segun el protocolo de Polack y Mitidieri (2012) a fin de obtener un valor medio de trips

por planta.

La extension del cultivo de pimiento fue de 23 surcos de 75 m de largo, con una
distancia entre plantas de 0,4 m y 175 plantas por surco. La parcela de ensayo fue de
3 surcos, que funcionaron como bloques, los tratamientos fueron los trips en cada
observacion y la unidad experimental de observacién fue la flor. En la disposicion de
los surcos elegidos se consider6 mantener el 60% de espacio en laterales y 40%
interno, considerado en el protocolo. En cada surco se monitorearon 14 plantas
elegidas al azar y en cada una de ellas tres flores abiertas y con plenitud de polen. Se

registraron el numero de ninfas y adultos por planta (ver anexo, Figura A3).

3.3. Efecto de la tintura de aji picante sobre la poblacion de trips

En un segundo ensayo a campo se evalud el efecto insecticida o repelente frente
a trips de la tintura de aji picante en cuatro concentraciones diferentes en el cultivo de
pimiento cv. Jaen antes mencionado. La tintura de aji picante se prepard segun se
describié en 3.1 y el producto a aplicar se elaboré a partir de diluciones de ésta a fin

de evaluar cuatro concentraciones diferentes: 50, 100, 200 y 500 mL/L. A todas ellas
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se les agregé 5 g/L de azicar como cebo y se realizaron las aplicaciones, con
monitoreo de la poblacién de trips previo el dia de la aplicacién y a los tres dias
posteriores. El protocolo a seguir fue el desarrollado por Mitidieri y Polack (2012). En
los surcos testigos se aplicaron soluciones de etanol en concentraciones de 50, 100,
200 y 500 mL/L y 5 g/L de azucar, evaluandose el numero de trips en condiciones
similares a los tratamientos. Todas las aplicaciones se realizaron con mochila hasta

punto de goteo y con pastillas de abanico plano.

La parcela de ensayo fue de 6 surcos, que funcionaron como bloques, tres fueron
tratados y los tres restantes fueron testigos. En cada surco se monitorearon 14 plantas
elegidas al azar y en cada una de ellas tres flores. En las flores abiertas y con plenitud
de polen se registraron el numero de ninfas y adultos. EI manejo realizado hasta el
inicio del ensayo fue el considerado “tradicional” en la zona, con manejo de plagas
bajo aplicacién de quimicos, de manera calendario. Se suspendié por completo la

aplicacion de quimicos en el transcurso del ensayo.

3.5. Analisis estadistico

3.5.1. Ensayos de laboratorio

Se llevé a cabo bajo un disefio completamente aleatorizado, en todos los casos
planteados. Los resultados se sometieron a un analisis por ANOVA vy las medias se
compararon mediante el test de minima diferencia significativa (LSD) de Fisher con un

nivel de significancia de P = 0,05.
3.5.2. Ensayos a campo

Se realiz6 un disefio en bloques completos al azar, donde los bloques
considerados fueron los surcos y las unidades experimentales de observacion fueron
las flores. Se analiz6 el resultado mediante una ANOVA y las medias se compararon

mediante el test de Tukey con un nivel de significancia de P = 0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Optimizacion de la elaboraciéon del biopreparado

4.1.1. Influencia del tiempo y temperatura de maceracién

En la primera parte de este trabajo se evaluaron diferentes condiciones de
preparacion de una tintura a base de aji picante, empleada de forma tradicional por
productores horticolas de la zona para el control de enfermedades o insectos en
cultivos de importancia, como el tomate y pimiento. En general la tintura se elabora de
forma casera macerando en etanol una cantidad conocida de aji cortado a cuchillo, por
un periodo de 10 dias a temperatura ambiente. Este procedimiento permite la
extraccion del principio activo responsable del efecto insecticida o disuasorio presente
en el vegetal: la capsaicina. En los ultimos afios ha aumentado el interés en la
investigacion de las propiedades de este compuesto y su empleo como tratamiento en

diferentes cultivos (Garcia y col., 2011).

Las condiciones de extraccibn anteriormente mencionadas han sido
seleccionadas de forma empirica y transmitidas de generacién en generacion por los
productores, sin evaluar la estabilidad y concentracion efectiva de capsaicina. Por ello,
a fin de estandarizar las condiciones de preparacion de la tintura y maximizar el grado
de extraccidén de capsaicina, en el presente trabajo se ensayaron diferentes modos de
obtencion del biopreparado. La informacion obtenida sera de utilidad para los
productores que emplean el tratamiento con cotidianidad. En primera instancia se
estudiaron diferentes tiempos y temperaturas de maceracién en etanol de los ajies. Se
observd que el grado de extraccién de capsaicina no se modifica con el tiempo de
maceracion (Figura 4). De aqui se puede inferir que un acotado tiempo de tratamiento
(60 min), resulta suficiente para extraer un nivel similar del compuesto respecto del
resto de los periodos evaluados, y que incluso no se obtienen beneficios al prolongar
el tiempo de contacto con el solvente durante 10 o 20 dias. Similares resultados fueron
hallados por Chinn y col. (2011) quienes no encontraron diferencias en la
concentracion de capsaicina obtenida en chile habanero (Capsicum chinense) al
evaluar la extraccién por cortos periodos de tiempo (20, 40 o 60 min). En tanto, el
contenido de capsaicina se redujo significativamente (25%) cuando el biopreparado se
macero a temperatura ambiente (20 °C) tal como es realizado de forma tradicional por
los productores, respecto de los extractos mantenidos en refrigeracion (4 °C) (Figura
4). En concordancia, Dominguez y col. (2015) reportaron previamente que la
capsaicina resulta sensible a la alta temperatura y puede sufrir un relevante deterioro

si los extractos no se conservan en condiciones adecuadas de refrigeracion.
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Figura 4. Efecto del tiempo y la temperatura de maceracion sobre el contenido
de capsaicina en la tintura de aji picante.

4.1.2. Influencia del método de extraccion

Como segunda variable de ensayo se evaluaron métodos de extraccién de
capsaicina alternativos al proceso de maceracién, tales como: agitacion a temperatura
ambiente, agitacion con calor y sonicado. En numerosos reportes, la extraccion de
capsaicina en chiles se ha llevado a cabo utilizando las técnicas anteriores y otras
diferentes como extraccién Soxhlet, extraccion con fluido supercritico, altas presiones
o microondas (Sganzerla y col., 2015). Sin embargo, las seleccionadas en el presente
trabajo se consideran aquellas mas factibles de ser aplicadas en los establecimientos
de nuestra region. Contrariamente a lo observado para otros fitoquimicos, como
compuestos fenolicos o terpenoides (Azmir y col., 2013), los métodos ensayados no
mostraron diferencias entre si en el nivel de capsaicina obtenido (Figura 5). Si bien el
rendimiento pudo incrementarse levemente empleando alternativas al macerado que
faciliten el contacto del solvente con el tejido vegetal, estas diferencias no resultaron
significativas para justificar la incorporacion de las técnicas ensayadas. Los resultados
obtenidos pueden relacionarse al hecho de que el etanol en la concentracion
empleada (80% v/v) resulta altamente eficaz como solvente de extraccion del
compuesto de interés. En chile habanero fresco también se obtuvo una mayor
concentracion de capsaicina (30%) empleando etanol o acetonitrilo, en comparacién
con acetona (Chinn y col., 2011). Sin embargo, el etanol es mas econdémico y de
menor toxicidad en comparacion con otros solventes organicos, por lo que su empleo
resulta recomendable.
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Figura 5. Efecto del tipo de extraccion sobre el contenido de capsaicina en la tintura de
aji picante.

4.1.3. Efecto del método de molienda y del pretratamiento

Factores como el grado de reduccién del tamafo de particula y el tipo de
pretratamiento que sufra la matriz del material, resultan fundamentales en el
rendimiento de extraccion de los fitoquimicos presentes en un tejido vegetal. Esto se
debe a que en general, un mayor grado de ruptura celular permite que el compuesto
de interés sea liberado al solvente de extraccién con mas facilidad (Ringuelet y Vina,
2013). En este sentido, se evaluaron diferentes métodos de molienda del aji picante,
como son el corte con cuchillo o el empleo de mortero del material fresco o en
combinacién con un pretratamiento de escaldado. Los tratamientos incluyeron las
diferentes combinaciones resultantes entre el picado con cuchillo o la molienda con
mortero del aji fresco o escaldado, y su posterior maceracion en etanol durante 5 0 10

dias a temperatura ambiente.

De los resultados obtenidos para las combinaciones de tratamientos surge que, si
bien la molienda con cuchillo permiti6 una mejora en el nivel de extraccién respecto
de la molienda con mortero, estas diferencias solo fueron significativas cuando el
material fue previamente escaldado (Figura 6). El pretratamiento de escaldado mostré
también una mayor eficiencia de extraccion en el material reducido mediante el uso de
mortero respecto del material tratado de forma similar pero en fresco (Figura 6). Por
otra parte, y como se observé anteriormente, el tiempo de maceraciéon no tuvo

influencia en el nivel de capsaicina cuantificado (Figura 6). De aqui se desprende que
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someter el material a un escaldado y luego realizar el corte del material con cuchillo

resulta la opcién mas recomendable para optimizar el proceso de extraccion.
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Figura 6. Efecto del tipo de molienda y pretratamiento sobre el contenido de
capsaicina en la tintura de aji picante, macerada por 5y 10 dias. F: fresco, E:
escaldado, C: cuchillo, M: mortero.

4.1.4. Efecto del almacenamiento prolongado

Finalmente se evalu6 el efecto del almacenamiento de la tintura de aji picante
sobre la estabilidad del principio activo. Las determinaciones se realizaron luego del
macerado y manteniendo en refrigeracion el producto filtrado por 0, 10, 20, 30 y 60
dias, a fin de evaluar si es posible conservar la tintura sin cambios significativos de
calidad por periodos de tiempo prolongados. Se hallé que a los 30 dias se produce
una marcada disminucion del contenido de capsaicina en el biopreparado,
manteniéndose su nivel sin cambios posteriores hasta los 60 dias (Figura 7).
Resultados similares se hallaron cuando se evalu6 la estabilidad de soluciones de
capsaicina pura almacenadas a la misma temperatura durante 12 meses,
observandose a partir de los 60 dias una disminucion continua de la concentracion del
compuesto a través del tiempo (Kopec y col., 2002). En este sentido de acuerdo con
los resultados obtenidos aqui, puede definirse en 20 dias el periodo maximo de
almacenamiento recomendado de la tintura de modo que no se generen disminuciones

significativas de calidad.
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Figura 7. Efecto del tiempo de almacenamiento a temperatura ambiente sobre el
contenido de capsaicina en la tintura de aji picante.

4.2. Ensayo a campo

4.2.1. Evolucién de la poblacién de trips en el cultivo de pimiento

A fin de diagnosticar el grado de infeccion de Frankliniella occidentalis en el cultivo
de pimiento seleccionado para llevar adelante el ensayo, se evalud por un periodo de
18 dias el numero de insectos presentes en las flores de plantas seleccionadas, a las
cuales previo a este monitoreo se les realizaba un control quimico aplicado de manera
calendaria. Se hallé que la evolucion de la poblacién tuvo un crecimiento continuo en
el periodo muestreado, con un numero promedio en el rango de 3-8 individuos por flor

y con un maximo de 31 trips en el tercer monitoreo (Figura 8).
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Figura 8. Evolucién de la poblacion de trips en un cultivo de pimiento sin
tratamientos con biopreparados.

El alto nimero de individuos en ese momento fue coincidente con un aumento de
temperatura durante los dias previos al analisis (Figura 9), lo que pudo haber

acelerado el desarrollo de los insectos y por lo tanto determinar un mayor recuento.
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Figura 9. Temperatura ambiente media registrada durante el periodo de ensayo a
campo.

Debe tenerse en cuenta ademas que en este periodo pudo expresarse el efecto de

presion de seleccién dado por la suspension de las aplicaciones de calendario que

30



desarrollaba el productor por lo tanto, era esperable que la poblacién creciera

significativamente.

4.2.2. Efecto del biopreparado a base de aji picante sobre el recuento de trips

Al evaluar la eficacia en el control de trips del biopreparado a base de aji picante
en diferentes concentraciones (50, 100, 200 y 500 mL/L), se hall6 que los tratamientos
no lograron generar una reduccion de la poblacion respecto de los recuentos
obtenidos en las plantas control (Figura 10). Por lo tanto, en el presente ensayo no
pudo comprobarse la existencia de efecto repelente y/o biocida del biopreparado, tal
como ha sido propuesto previamente por varios autores (Antonius y col., 2006;
Vinayaka y col.,, 2010; Moreau y col.,, 2012; Gudeva y col., 2013). En detalle, se
determiné que el numero de individuos por flor obtenido a partir del promedio de cuatro
aplicaciones consecutivas del biopreparado, resulté similar entre las concentraciones
de 100 y 200 mL/L y el control. En tanto un recuento superior, hasta 25% mayor, se
observo en las plantas tratadas con 50 y 500 mL/L de tintura en comparacion con las

plantas de pimiento sin tratamiento (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la concentracion de la tintura de aji picante sobre el
recuento de trips en un cultivo de pimiento.

De acuerdo con ello, podemos inferir que la poblacién de trips continué su
evolucién natural en las plantas independientemente de los tratamientos aplicados, y

que existe una significativa influencia de factores ambientales como la temperatura y
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del manejo fitosanitario tradicional en el desarrollo de la plaga. En este sentido, los
resultados pueden atribuirse en parte a la presencia de poblaciones de trips en lotes
vecinos, que pudieron invadir rapidamente las parcelas al cesar las aplicaciones de
insecticidas que se venian realizando, como también a la presidén de seleccion ejercida
en el mismo lote al suspender el tratamiento con agroquimicos para el control de trips

y del resto de plagas tratadas.
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5. CONCLUSIONES

En primera instancia, en el presente estudio se pudo determinar que la técnica de
macerado en etanol para elaboracién de un biopreparado a base de aji picante
realizada tradicionalmente por las familias productoras del Cinturén Horticola Platense,
resulta eficaz y muestra rendimientos similares en términos de concentracion de
capsaicina, en comparacion con otras técnicas de extraccidn que involucran la
incorporacién de equipos como agitadores, placas calefaccionadas o sonicadores,
poco accesibles en los establecimientos locales.

Mas alla de esto, pudieron definirse condiciones de extraccién de facil aplicacién,
que permiten optimizar el modo de obtencién del biopreparado y muestran ventajas
respecto del método tradicional. Asi se determiné que la aplicaciéon de un tratamiento
de escaldado previo a la molienda del material vegetal es recomendable para
incrementar el nivel de extraccion del compuesto; y que un periodo acotado de
contacto del tejido con el solvente (60 min) resulta suficiente para lograr una
concentracién aceptable, reduciendo notablemente el tiempo de maceracion de 10
dias aplicado normalmente. A su vez se contemplé un estudio de estabilidad en el
almacenamiento a baja temperatura (4 °C) del producto filtrado, de modo que puedan
prepararse y almacenarse volimenes de tintura suficientes para varias aplicaciones en
campo. De esta forma se hallo que el nivel de capsaicina en la tintura resulta estable
hasta 20 dias, si es conservada bajo refrigeracion.

Contrariamente a lo esperado de acuerdo con la experiencia de los productores y a
la bibliografia consultada, los resultados del ensayo a campo determinaron una baja
eficacia de la tintura de aji picante en términos del control de trips en el cultivo de
pimiento. Las concentraciones ensayadas de la tintura no lograron reducir el nUmero
de insectos presentes en las plantas, lo cual puede atribuirse a un crecimiento
relevante de la poblacion en condiciones en las que se suspendieron las aplicaciones
de agroquimicos tradicionales de alta eficacia y/o a condiciones ambientales que
favorecen el desarrollo y proliferacion de los insectos. De acuerdo a esto, resulta
necesario el estudio en futuros ensayos de nuevas formulaciones del biopreparado
que contengan mayores concentraciones de material vegetal y en consecuencia de
capsaicina, o incluso en combinacidon con otros productos naturales con propiedades
bioactivas comprobadas.

Finalmente cabe destacar la importancia de la problematica planteada en este
trabajo final de carrera sobre el manejo de establecimientos productivos de diferente
escala bajo un enfoque agroecoldgico, a modo de concientizar acerca de conservar la
estabilidad y productividad de estos sistemas y especialmente lograr una reduccién del
uso de productos fitosanitarios de sintesis quimicos, que muestran elevados riesgos

ecoldgicos y toxicoldgicos.
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7. ANEXO
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Figura A1. A) Material vegetal empleado para la elaboracion de la tintura de aji
picante, B) maceracion en etanol y C) curva de calibracion obtenida para la
cuantificacion de capsaicina.

Figura A2) Concentracion en evaporador rotatorio de la tintura de aji picante.
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Figura A3. Recuento y monitoreo de trips en el cultivo de pimiento.
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