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Introduccion.

La citricultura en Uruguay, con una superficie total cercana a las 20.200 hectareas y
7.200.000 arboles, constituye el principal rubro hortifruticola de exportacion y su crecimiento
depende del éxito en el desarrollo continuo de ventajas competitivas.

Este cultivo tiene una alta incidencia de enfermedades sistémicas provocadas por virus,
enfermedades afines y bacterias, todas transmisibles por injerto y sin métodos conocidos
de cura, estimandose el impacto de las mismas en una reduccion de la produccion y calidad
cercana al 30%.

El Plan Estratégico para la Citricultura aprobado por el Ministerio de Ganaderia, Agricultura
y Pesca (MGAP) en el afio 2010 estableci6 como uno de sus pilares fundamentales al
Saneamiento y la Certificacion, recogiendo la opiniéon del sector productivo, consultores
internacionales e Instituciones del Estado, ya que resulta fundamental el libre acceso a
materiales de propagacion con garantias sanitaria debido a que la prevencioén es la Unica
forma de controlar este tipo de enfermedades.

En ese contexto, el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), el Instituto
Nacional de Semillas (INASE) y la Direccion General de Servicios Agricolas (DGSSAA)
elaboraron un proyecto para la mejora sanitaria en citricos. La implementacion del
denominado “Programa Nacional de Saneamiento y Certificaciéon de Citricos” (PNSCC)
incluyé un acuerdo interinstitucional para el mejor aprovechamiento de las capacidades
técnicas y de infraestructura, y la aprobacion de un estandar especifico para la
multiplicacion y comercializacion de citricos, para el control de la actividad viverista. El
mismo reglamenta el registro obligatorio y la produccion de plantas bajo malla antiafidos.

Materiales y Métodos.

La metodologia aplicada en los procesos de saneamiento y comprobacion del estado
sanitario se ajusta al protocolo establecido por la DGSSAA y se basa en técnicas
estandarizadas recomendadas por FAO (Frison E., M. Taher. 1991; Roistacher, C.N., 1991)
que involucra el uso de herramientas biotecnolégicas para la eliminacion de enfermedades
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transmisibles por injerto y técnicas seroldgicas, bioldgicas y moleculares para el diagnéstico
de las mencionadas enfermedades.

Las plantas candidatas diagnosticadas libres de las enfermedades incluidas en el Estandar
de Certificacion de Citrus ingresan al esquema de certificacion como "Material Inicial” o
“Plantas Madre” (PM) y se mantienen en instalaciones a prueba de afidos ubicadas en el
INASE, aisladas de otros materiales aln en proceso. El proceso de multiplicacién se inicia
con la extraccion de algunas yemas de las PM para formar los Blogues Fundacion (BF) en
INASE, en tanto que la produccion de bloques de incremento y plantas certificadas la
realizan viveristas registrados, los cuales son inspeccionados y controlados por INASE y la
DGSSAA. El estatus sanitario de los BF es verificado cada tres afios mediante tests
biolégicos para Psorosis (CPsV) y Exocortis (CEVd), diagnésticos moleculares para CEVd
y Cachexia (HSVd) también cada 3 afios, y anualmente para Tristeza (CTV) mediante
diagndésticos serolégicos. Todos los controles fitosanitarios son supervisados por la
DGSSAA, organismo oficial responsable ademas del control por Cancrosis.

Paralelamente a la comprobacién del estado fitosanitario de los distintos cultivares, se
realiza la comprobacion fitosanitaria de la coleccion de plantas semilleras de INIA mediante
el test biolégico de CPsV, que al igual que en los bloques de variedades se repite cada 3
afos.

La identidad genética de las variedades se verifica en un mdédulo de comprobacion varietal
instalado en INIA Las Brujas, en combinaciones de copa con Trifolia y Citrange.

La priorizacion de variedades para ingresar al proceso de saneamiento y comprobacion
sanitaria la realiza el Comité Técnico, considerando la opinién de productores y viveristas;
la conformacion de los BF se realiza de acuerdo a la demanda del Sector y para la
priorizacion de portainjertos se tiene en cuenta las variedades o clones y volimenes de
semilla demandados.

Las solicitudes de introducciones desde el exterior son analizadas por el Comité Técnico y
puestas a consideracion del Comité Ejecutivo, quien aprueba y resuelve si los materiales a
ingresar siguen el mismo proceso de saneamiento y comprobacion sanitaria de los
materiales nacionales o si s6lo se realiza la verificacion de estado sanitario mientras se
mantienen en cuarentena.

Con la creacion del Consorcio Citricola en 2014, el MGAP buscé también darle una

participacion activa a las empresas citricolas, por lo que se espera un mayor
involucramiento del Sector en la toma de decisiones relacionadas al PNSCC.

Resultados y Discusion.

Con la implementacion del proceso de saneamiento y certificacion iniciado en 2010, a la
fecha se han logrado los siguientes resultados directos:
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e Conformacion de una coleccion de Plantas Madres con 91 clones de variedades libres
de CTV, CPsV, Concave Gum, CEVd, HSVd y Cancrosis, aptas para la conformacion de
Blogues Fundacion (Cuadro 1).

e Conformacion de un Bloque Fundacién activo, constituido por 46 clones priorizados por
el sector viverista (Cuadro 1, fondo verde).

e 19 viveros habilitados que cubren las zonas N, S y centro del pais (Figura 1).

e Suministro al Sector de 1.822 kg de semilla certificada de portainjertos, con aumento
significativo de la demanda anual por la obligatoriedad que rige desde el 01/01/2014 de
comercializar Unicamente plantas certificadas (Figura 2).

e Suministro al Sector de 21.741 yemas con calidad fitosanitaria y genética certificada,
clara diferenciacion por zonas y alta demanda de mandarinas (Figura 3y Figura 4).

¢ Se harealizado el diagnéstico biolégico y molecular a 112 plantas candidatas, donde el
93,7% de las mismas (105 plantas) han superado todos los controles; se diagnosticaron
7 plantas portadoras de virus o viroides, correspondiendo 2 plantas a CPsV, 1 planta al
Cvd Il y 4 plantas probablemente portadoras de HSVd.

¢ Enlos controles a plantas semilleras, el 4,9% de un total de 329 testajes ha dado positivo
para CPsV.

e La presencia de CTV detectado en pruebas seroldgicas alcanzé al 5,6% de las plantas
microinjertadas (16 en 282).

Cuadro 1. Variedades que integran la coleccién de Plantas Madres y el Blogue Fundacién (BF, fondo verde).

Clementinas Naranjas (Continuacion) | Navel (Continuacion) Hibridos (Continuacién)

1. AU/UN 23. Midknight temprana 46. Tuly Gold 67. FOP3

2. Clemenules 24. NVA 034-2 47. W. Navel CW 56 68. F12P3

3. Clemenules CMG 111 | 25. NVA 035-1 69. M9 ®

4. Clementina SRA 71 26. NVA 050 Limones y Limas 70. M19 ®

5. Clementina SRA 362 | 27. Rhode Red DSPA 339 | 48. Bearss Lime 71. Afourer

6. CP2 28. Rufina ® 49. Criollo 72. Amaka

7. Clemenrubi 29. Victoria ® 50. Eureka 73. Amakusa

8. Florentina 30. Paylate ® 51. Fino 74. Ariake

9.LR1 Sanguineas 52. Fino L. INIASEL 95 75. Daisy
10. Marisol 31. Moro Quinta 29 53. INIA 700 (L. sin sem.) | 76. Daisy LS ®
11. Nour INIASEL 350 Navel 54. Limoneira 8A 77. Ellendale CE49
Satsumas 32. Barnfield 55. Lisbon Monroe 78. Ellendale
12. Okitsu Clon 29 33. Cara Cara Pomelos 79. Fairchild LS ®
13. Okitsu CS 141 34. Chislett ® 56. Marsh CP9 80. Gold Nugget ®
14. Owari CS 7 35. Fisher DSPA 510 57. Ruby Red Solari 81. Kinnow LS ®
Mandarina coman 36. Frost Navel Hibridos 82. Murcott CM1
15. Avana 37. Fukumoto 58. A30 ® 83. Murcott
16. Montenegrina 38. Lane Late 59. A172 ® 84. Nankou
17. CA 27 39. Monteparnasso 60. A201 85. Nova CMG 112
18. CA 100 40. Navelina CW 151 61. A218 ® 86. Primosole
Naranjas 41. New Hall 62. B30 ® 87. Ortanique
19. Salust. Indio CN167 42. New Hall CW 153 63. B79® 88. Shasta Gold ®
20. Valencia CV 64 43. Rhode ® 64. F2P3 ® 89. Tahoe Gold ®
21. Valencia Delta 44. Santa Berta 65. F3P8 ® 90. Tango ®
22. Midknight DSPA 338 | 45. Spring Navel 66. F6P8 ® 91. Tsunokaori
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Conclusiones.

Para un Sector cuyo principal objetivo es exportar a los mercados mas exigentes del
mundo, resulta fundamental mantener un status fitosanitario libre de plagas cuarentenarias,
controlando potenciales amenazas sanitarias. Con la aparicion del PNSCC y la introduccién
de materiales del exterior a través del mismo, la obligatoriedad de produccién de plantas
bajo malla y el control de viveros, el riesgo implicito de la introduccién al pais de nuevas
enfermedades se mitiga, permitiendo potenciar las bases tecnoldgicas para el desarrollo de
una citricultura competitiva, innovadora y democrética.

La entrada en vigencia del Estandar Especifico en 2014 (INASE; MGAP. 2010) impacto en
la demanda de semilla certificada y ha permitido ordenar la produccién viverista.
Paralelamente la demanda de yemas tuvo un fuerte crecimiento en la zafra 2014 — 2015.

Se refleja una clara preferencia por las variedades de mandarinas en el Norte y de limones
en el Sur, en tanto que en portainjertos, los Trifolia CT 33, CT 35, Argentino, Tucuman y
Roubidoux siguen siendo los mas demandados. El fortalecimiento del sector viverista se ha
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visto reflejado en el aumento de la demanda de portainjertos vigorosos, como el Limén
rugoso (Citrus jambhiri) y Cravo (C. limonia.)

A la fecha, el PNSCC esta consolidado en cuanto a interaccion institucional, infraestructura
y capacidades técnicas, aunque se visualizan algunas debilidades como la estabilidad
financiera del mismo, recursos humanos con funcionarios de apoyo no permanentes en el
equipo operativo de INIA y la existencia de desafios no resueltos en el sector viverista.
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Nuevas oportunidades varietales de Citrus parala mejora de lacompetitividad.
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Introducciéon

La cadena citricola del Uruguay se encuentra expuesta a una fuerte competencia en los
mercados internacionales de frutas citricas, basicamente Europa, Estados Unidos, Rusia y
Brasil, donde diversos actores del hemisferio Sur tales como Sudéafrica, Chile, Per,
Argentina y Australia también estan posicionados de modo importante.

Las bases de la competitividad citricola se basan, entre otros, en la época de ingreso a los
mercados, la calidad (sanitaria y organoléptica) y la productividad del producto ofrecido. Asi,
la capacidad de innovacién en la generacion de un producto diferenciado, tal como lo es
una nueva variedad, se establece como una oportunidad estratégica para ganar en
competitividad en estos mercados.

La introducciéon de nuevo germoplasma del exterior se identifica como una estrategia valida
para poder incorporar al sistema productivo variedades con cierto conocimiento y en
algunos casos, ya establecidas comercialmente. Sin embargo, existen fuertes restricciones
para basar una reconversion sobre materiales introducidos del exterior, tal como los son
extensos periodos de evaluacion y multiplicacion del material, restriccién de acceso dado al
nuevo formato de ‘clubes varietales’ y costos asociados relativos a limpieza, cuarentena y
derechos de usufructo del material genético. De este modo Uruguay cuenta con un
Programa de Mejoramiento Genético, donde cooperan INIA y la Universidad de la
Republica, para generar nuevos genotipos de valor para ser utilizados por la industria
citricola. Las estrategias de mejoramiento se basan en la creacién de variabilidad genética
a través de cruzamientos convencionales, aplicaciones biotecnolégicas para la
identificacion de poliploides, induccién de mutaciones, prospeccion de variabilidad genética
(mutaciones naturales) e introduccién y evaluacion de genética foranea. Hoy en dia el
Programa ha liberado bajo contrato 3 variedades de Naranja, 1 variedad de limon y 12
variedades de mandarina los cuales se encuentran disponibles en vivero habilitados.

Criterios de seleccién

Los atributos que tiene que tener una variedad para su seleccién y posterior desarrollo
comercial son amplios y diversos, siendo dificil encontrarlos todos reunidos en una sola
variedad; no existe la variedad ideal. Como criterios de evaluacién se tienen en cuenta,
entre otros, el sabor, presencia de semillas, productividad, facil pelado (caso mandarinas),
tamafio de fruta, contenido de °Brix, evolucidbn de la acidez, época de recoleccion,
susceptibilidad a enfermedades, presencia de espinas y alteraciones fisioldgicas. Con esos
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criterios, a partir de cruzamientos dirigidos se han seleccionado variedades que cumplan en
lo posible la mayoria de estas caracteristicas llegando hoy a cubrir un amplio periodo de
recoleccion, con variedades con atributos interesantes tales como ausencia de semillas,
excelente sabor, muy altos °Brix, tolerancia a Alternaria y Cancro Citrico y alta
productividad.

Nuevas Variedades Disponibles
Clones de Valencia Rufina Late®, Victoria Late® y Paylate®

Estos clones fueron seleccionados a partir de prospecciones nacionales orientadas a
encontrar mejores clones de Valencia a los tradicionalmente utilizados a nivel local (e;.
CV64) los cuales tienen limitantes de tamafio, presentan semillas y mantienen una acidez
muy alta, lo que lleva a que su cosecha se estime no antes de setiembre. Las alternativas
propuestas presentan un periodo de recoleccion posterior a Valencia Midknight pero anterior
al tradicional clon de Valencia, agregando que todos los nuevos materiales presentan
ausencia de semillas en condiciones de polinizacidon cruzada. Para el caso de Rufina
Late ademas se destaca por su excelente color, muy superior comparado al resto de
Valencias. Para el caso de Victoria Late y Paylate, destacan por su muy buen tamafio y alta
productividad.

Limon Ana Claudia®

Este material fue obtenido a partir de prospecciones nacionales y se trata de un limén tipo
Lisbon, de cosecha un poco mas precoz y que no presenta semillas en condiciones de
polinizacion cruzada. Su productividad en condiciones de manejo apropiadas es aceptable
asi como su el tamafio de fruta.
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Figura 1. Comparativo de rendimiento (kg) por calibres de fruta (mm) del Limén Ana (A) Claudia y
Limén Lisbon (B) en condiciones de Salto (Uruguay).

Variedades de mandarina recientemente liberadas por INIA-Fagro

Hibridos de Ellendale x Satsuma. Los hibridos actualmente liberados de este cruzamiento
son los denominados M9, M19 y B30. Se destacan por su muy buena productividad,
tolerancia a Alternaria y Cancro citrico, buen sabor, color, tamafio de fruta y por conformar
un periodo de recoleccion que abarca desde Julio hasta Setiembre. M9 y B30 son
autoincompatibles y no presentan semillas en condiciones aisladas, mientras que M19
es autocompatible pero produce un nimero reducido de semillas.

Hibridos de Satsuma x Mandarina Comun. En este cruzamiento se ha seleccionado el
hibrido A172 el cual se caracteriza por ser una planta de buen vigor, habito globoso y buena
densidad de follaje, muy similar a la Mandarina Comun. El Fruto es de calibre medio, color
naranja-amarillento, consistencia intermedia, forma algo redondeada y cascara normal. Es
de muy facil pelado, jugoso y presenta menor contenido de semillas que la Mandarina
Comun. Desarrolla °Brix moderados y madura 1 mes antes que Mandarina comun. Presenta
tolerancia a Alternaria.

Hibridos de Ellendale x Mandarina Comun. Los hibridos de este cruzamiento son los
denominados B475, A218 y A30. Se caracterizan por cubrir un amplio periodo de cosecha
desde Junio hasta Setiembre con variedades de facil pelado, tolerantes a Alternaria y con
muy buen sabor. B475 y A218 se caracterizan por su buen tamafio de fruta, muy buena
calidad de piel, buen color, persistencia en planta, buen pelado (deja muy poco residuo),
fundencia, buenos °Brix y acidez balanceada conformando un fruto con sabor tipo
mandarina comun, intenso y agradable. Estos genotipos maduran desde fines de julio a
principios de Agosto. A30 es més tardia y su fruto es de forma redondeada, de textura lisa,
de consistencia intermedia y calidad de piel muy buena. Pela bien, dejando poco residuo.
Su sabor es bueno, fundente. Su cosecha se estima a partir de Agosto-Setiembre con
buenos °Brix y buena acidez. Todos estos materiales presentan semillas y son
autocompatibles.

Hibridos de Ellendale x Page. Los materiales liberados de este cruzamiento se
caracterizan por su alta calidad interna, alcanzando °Brix muy destacados. Los genotipos
liberados (F7P3, F6P8, F2P3, F4P2, F3P8) cubren un periodo de cosecha desde mediados
de Abril hasta Octubre. Tanto F7P3 como F6P8 son tolerantes a Alternaria.
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Conclusiones

Hoy existen nuevos materiales genéticos que aportaran al desarrollo de la competitividad
de la cadena citricola. Su adecuacion dependera de cada destino en particular, pudiéndose
divisar oportunidades para su incorporacién a una estructura varietal con destino a EEUU,
Europa, Brasil e inclusive con potencial para su futuro desarrollo en el sudeste asiatico.
Los materiales se encuentran disponibles bajo la modalidad de licencias no exclusivas con
viveros comerciales a nivel nacional, existiendo manifiesto interés para su evaluacién y
desarrollo en otros lugares del mundo.

Promedio de
pustulas x hoja
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Figura 2. Susceptibilidad in vitro a Alternaria de: A) Nuevas variedades evaluadas a las 48
h post inoculacién y B) Variedades introducidas evaluadas a las de 24 h post inoculacion.
Fuente: Laboratorio de Fitopatologia INIA Salto Grande.
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Figura 3. Calendario de cosecha tentativo para las nuevas variedades de mandarinas
liberadas y su comparativo con otras variedades comerciales.
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Biotecnologia aplicada al desarrollo de nuevas variedades: manipulacion de
la ploidia para obtencion de mandarinas sin semilla.

Mario Giambiasi!, Ana Arruabarrena?, Alicia Castillo?, Fernando Rivas?.
1Unidad de Biotecnologia, Laboratorio INIA Salto Grande

2Unidad de Biotecnologia, Laboratorio INIA Las Brujas

3 Programa Nacional de Investigacion en Produccion Citricola. INIA Salto Grande
Contacto: aarruabarrena@inia.org.uy

Introduccion.

La citricultura uruguaya, orientada principalmente a mercados de exportacion para consumo
en fresco, requiere fruta con determinadas caracteristicas de calidad que son consecuencia
de la demanda de los mercados objetivo. En el caso de las mandarinas, las tendencias de
consumo indican una preferencia por fruta de excelente sabor, facil pelado y ausencia de
semillas. La necesidad de producir fruta sin semilla obliga al redisefio de las plantaciones y
limita las variedades que se pueden utilizar para la produccién. Las variedades
autoincompatibles son incapaces de polinizarse a si mismas y, por lo tanto, produciran fruta
sin semilla en ausencia de polen de otras variedades que sean compatibles. Por lo tanto,
estas variedades deben plantarse en condiciones aisladas; ya sea en areas extensas,
rodeadas de variedades con polen infértil o cubiertas con malla anti-insectos. En algunas
variedades autoincompatibles, donde la esterilidad es masculina y femenina a la vez, las
frutas producidas no presentaran semillas, independientemente de la presencia o no de
polen fértil de otras variedades. Este tipo de esterilidad puede ser consecuencia de varios
factores genéticos, entre los que podemos encontrar ploidia impar, genes de esterilidad,
translocaciones, etc. (Ollitrault et al., 2007a).

La creacion y/o seleccion de individuos triploides es una estrategia interesante para los
programas de mejoramiento genético y ha sido utilizada en varios paises ya que los mismos
suelen presentar esterilidad femenina y masculina produciendo, en consecuencia, fruta sin
semilla y previniendo la polinizacion cruzada de otras variedades autoincompatibles
cercanas.

Uno de los principales objetivos del Programa de Mejoramiento Genético de Citrus de INIA
y Facultad de Agronomia es la creacion de variedades de mandarina sin semilla. Para ello
se ha propuesto la obtencién y creacion de triploides a través de dos estrategias diferentes.
Una es el rescate de embriones de posibles triploides provenientes de hibridaciones
convencionales (libres o dirigidas) y otra es la creacién de triploides mediante hibridaciones
de genotipos diploides (2n=2x) con genotipos tetraploides (2n=4x).

Obtencidn y seleccidn de triploides por rescate de embriones

Un pequefio porcentaje de las semillas subdesarrolladas (semillas vanas) en frutos de
variedades monoembridnicas corresponde a embriones triploides. En estas semillas se da
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una relacién desbalanceada entre la ploidia del endosperma y del embrion (5/3 0 4/3) y, en
consecuencia, no hay desarrollo de endospermay la semilla, en general, no germina. Para
que estos embriones se desarrollen es necesario extraerlos de la semilla y cultivarlos en
medio de cultivo bajo condiciones controladas para que obtengan los nutrientes necesarios
para su desarrollo en plantulas (Ollitrault et al., 2007b). Cuando las plantulas in vitro
adquieren un tamafio suficiente, se analiza la ploidia de las mismas utilizando citometria de
flujo. Los plantines con un contenido de ADN 3C son sobreinjertados y aclimatados. Luego
se llevan al invernadero.

Obtencién de parentales tetraploides: espontaneos (duplicacién somatica) y fusion
de protoplastos (hibridacién somatica)

a. Tetraploides espontaneos.

La mayoria de los tetraploides espontaneos provienen de la duplicaciébn somatica en embriones
nucelares de variedades poliembriénicas y son también poliembridnicos. En la actualidad, la
seleccién de plantines tetraploides provenientes de semillas de variedades poliembriénicas es
un proceso relativamente efectivo y sencillo utilizando la citometria de flujo. Se siembran
semillas de variedades poliembriénicas de interés y se seleccionan los plantines con un
contenido de ADN 4C. Los mismos son llevados al invernadero hasta su floracion. Estos
tetraploides espontaneos, al provenir de variedades poliembriénicas, solamente podran ser
utilizados como parentales masculinos en cruzamientos con parentales femeninos diploides
monoembridnicos (Ollitrault et al., 2007a).

b. Fusion de protoplastos: hibridacion somatica

La hibridacion somatica se trata de la fusién de dos células somaticas diploides (protoplastos)
provenientes de dos parentales diferentes. Es una herramienta muy poderosa para expandir el
pool genético de parentales tetraploides con una alta heterocigosis. Este método permite
ademas la utilizaciéon de variedades que de otro modo no se podrian combinar como, por
ejemplo, variedades estériles como "Satsuma" o "Navel" como parentales.

Para llevar adelante esta técnica es indispensable establecer, en primer lugar, lineas de callos
embriogénicos ya que éstos poseen la capacidad de regeneracion de plantas luego de la fusién
mientras que los protoplastos provenientes de hoja no tienen dicha capacidad.

La purificacion de protoplastos debe realizarse, a continuacion, a partir de dos parentales
diferentes; de uno se purifican protoplastos a partir de callos embriogénicos y del segundo, se
purifican protoplastos a partir de hojas. La fusion de las células se puede llevar a cabo mediante
dos metodologias, una es la fusiébn quimica (utilizando polietilenglicol) y otra es la fusién
eléctrica. En ambos casos, los productos de la fusién se regeneran en plantulas sin ningan tipo
de seleccion. Se ha observado que la mayoria de las plantas regeneradas son tetraploides que
provienen de hibridos soméaticos entre los dos parentales. Los tetraploides generados por fusion
somatica suelen tener buen porcentaje de polen fértil y se utilizan en hibridaciones con
parentales femeninos diploides monoembriénicos para obtener hibridos triploides (Ollitrault et
al., 2007a).

INIA Salto Grande q

14

ks el
SAITO GRAMDE



.‘.
i LA

Programa Nacional de Investigacion en Produccion Citricola

Resultados y Discusion
Obtencién y seleccion de triploides por rescate de embriones

Desde el afio 2011 el Programa de Mejoramiento Genético de INIA viene realizando rescate
de embriones obtenidos de semillas vanas de variedades monoembridnicas. Hasta el
momento se cuenta con 59 individuos triploides (Tabla 1). La mayoria de estos triploides
proviene de polinizaciones abiertas y, por lo tanto, se desconoce el origen del parental
masculino. Solamente se cuenta con 2 triploides provenientes de cruzamientos dirigidos.

Tabla 1. Numero de individuos triploides para cada genotipo presentes en el Programa de Mejoramiento
Genético.

Genotipo N° triploides

N
ol

Marisol
Clemenules
Tomatera
Clemenpons
Ellendale
Daisy
A30
B25
Carte Noir X Sunburst

R Pk, O P O W o L ©

Ana Claudia X Limén Fino

Cabe destacar que esta técnica rinde un bajo porcentaje de individuos triploides en relacion
al nUmero de embriones rescatados y analizados.

Obtencién de parentales tetraploides: espontaneos (duplicacién soméatica) y fusion
de protoplastos (hibridacion somatica)

a. Tetraploides espontaneos.

Desde el afio 2013 se ha comenzado con la seleccién, por citometria de flujo, de plantines
tetraploides provenientes de semillas de genotipos poliembridnicos. Hasta la fecha
contamos con 78 tetraploides espontaneos provenientes de diferentes genotipos de interés.
43 provienen de genotipos comerciales y 35 de genotipos creados por el programa de
Mejoramiento Genético de INIA y Facultad de Agronomia, los mismos se detallan en la
Tabla 2.

Estos tetraploides se encuentran en periodo de juvenilidad y cuando florezcan seran
utiizados como parentales masculinos en cruzamientos con parentales femeninos
diploides.
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Tabla 2. Numero de individuos tetraploides para cada genotipo presentes en el Programa de
Mejoramiento Genético

Genotipo N° Genotipo N°
comercial tetraploides nacional tetraploides
Murcott 10 B49 8
Afourer 4 B475 4
Montenegrina 5 B47 4
Fremont 10 B30 6
Carvalais 7 F3P9 1
Page 3 F12P3 1
Satsuma 4 A218 3
A201 5
A30 1
M9 2

b. Fusién de protoplastos: hibridacibn somatica

Se han establecido desde el afio 2011 lineas de callos embriogénicos que se renuevan cada
afio. Se lograron regenerar callos embriogénicos de 13 genotipos de mandarinas y una naranja.
En el momento se cuenta con lineas de callos de los siguientes genotipos: Murcott, Afourer,
Page, Valencia, M9 y A30. Se ha ajustado la metodologia para la purificacion de protoplastos
de callos y de hojas y se han realizado diversas fusiones combinando las diferentes lineas de
callos con genotipos para los cuales no se han podido obtener callos. En cada combinacién se
intentd combinar caracteristicas de interés y utilizar al menos un genotipo creado por el
Programa. La mayor dificultad de la técnica es que requiere el ajuste de cada una de las etapas.
Recientemente hemos logrado regenerar embriones de la fusién de protoplastos de callo de
Murcott con protoplastos de hoja de F6P8.

Conclusiones

El Programa de Mejoramiento Genético cuenta con una base interesante de tetraploides
espontaneos para comenzar el mejoramiento dirigido de cruzamientos de Diploides X
Tetraploides para la obtencion de genotipos Triploides. Adicionalmente, se estan generando
parentales tetraploides novedosos que combinan caracteristicas de interés y que podrian ser
utilizados en un mediano plazo para futuros cruzamientos. A su vez, se cuenta con un pool de
triploides provenientes del rescate de embriones que seran evaluados en cuanto finalicen la fase
juvenil.
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Marcadores moleculares para la caracterizacion de variedades y portainjertos

Mario Giambiasi?, Ana Arruabarrena?, Pablo Speranza?, Fernando Rivas?.
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Introduccion

El sector citricola es el rubro hortifruticola de mayor relevancia en el Uruguay. El 90% de la
fruta se exporta al Mercado Europeo, uno de los mas exigentes en cuanto a calidad se
refiere (DIEA, 2012). En la actualidad el Programa de mejoramiento genético de citricos de
INIA se encuentra abocado a brindar soluciones tecnolégicas innovadoras para dar soporte
a los nuevos desafios que enfrenta la citricultura nacional. Con el objetivo de generar
variedades que no produzcan semillas, se estdn conduciendo trabajos destinados a la
creacion de parentales alotetraploides y autotetraploides. Para ello es necesario desarrollar
herramientas moleculares que permitan entre otros, una caracterizacion de los diferentes
individuos generados, identificar los parentales de hibridos interespecificos naturales, hallar
las fuentes de polen causantes de semillas en variedades autoincompatibles o discriminar
embriones cigéticos de nucelares (Grosser y Gmitter, 2010). Dentro de los marcadores
moleculares, se destacan los SSR (Simple Sequence Repeats) por ser especificos,
reproducibles, codominantes y robustos. Para poder utilizar los SSR como herramienta de
caracterizacién, es necesario que los productos de amplificacion obtenidos sean alélicos y
muestren segregaciéon mendeliana aln en hibridos interespecificos (Kijas et al., 1997). A
continuacién se presentan los criterios de seleccion y resultados obtenidos en el proceso
de validacion de los SSRs para ser utilizados en el Programa de mejoramiento de citricos.

Metodologia y Resultados

Los marcadores SSR nucleares fueron seleccionados de la bibliografia de manera que
todos los cromosomas del cariotipo de Citrus estén representados. Se estudio la
segregacion de los mismos utilizando una progenie de 30 individuos provenientes del
cruzamiento de Ellendale x Page. Para la extraccion de ADN, se utilizé un protocolo
estandar y se visualizé en gel de agarosa (1%) coloreado con GoodView Il. Los productos
de la amplificacion se resolvieron mediante electroforesis capilar en un secuenciador
automatico. Los electroferogramas resultantes fueron analizados usando el software libre
Peak Scanner (Applied Biosystems). Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el
test de X? con p<0,05.

Los marcadores citoplasmaticos fueron seleccionados de la bibliografia de manera que
representen el genoma cloropléstico y mitocondrial.

Se confecciond una base de datos de informacion genotipica de 34 variedades, entre las
que se incluyen, C. reticulata, C. deliciosa, Citrus nobilis, C. sinensis, C. x limon, C. x
paradisi, P. trifoliata, Fortunella, y varios hibridos interespecificos.
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A continuacién se presentaran trabajos que se han realizados para la validacién de esta
herramienta.

Seleccién de parentales femeninos para cruzamientos dirigidos: estudio del grado de
poliembrionia

Se utilizaron 5 SSR para estimar el nivel de poliembrionia de los hibridos A30 (hibrido de
‘Ellendale’ x ‘M. Comun’), M9 y M19 (hibridos de ‘Ellendalle’ x ‘Satsuma’). “Ellendale” y
“Satsuma” fueron utilizados como controles monoembridnicos y poliembridnicos,
respectivamente. Se escogieron tres arboles por genotipo en buenas condiciones
fisiol6gicas y expuestos a libre polinizacién. Se cosecharon 50 frutas de cada genotipo, se
extrajeron todas sus semillas y se sembraron en almacigueras. Luego se seleccionaron 20
plantines al azar de cada genotipo y se extrajo el ADN de los mismos y del genotipo madre.
Luego del estudio molecular se observé que todos los individuos de “Satsuma” presentaron
la misma configuracion alélica que su parental, confirmando su origen poliembriénico. Por
otro lado, todos los individuos de la progenie de “Ellendale” estudiados, presentaron algun
alelo diferente a los de su progenitor femenino, evidenciando que este genotipo es
monoembriénico. En cuanto a los hibridos, la progenie de A30, M9 y M19 mostraron un
15%, 20% y 60% de plantines con la misma configuracion alélica que su parental femenino,
respectivamente. Los resultados indican que los cuatro marcadores SSR seleccionados
(TAA41, TAA15, TAAL, Mest56, CaC15) permiten determinar el nivel de poliembronia de
los genotipos seleccionados. Los genotipos en estudio, aunque con diferencias, pueden ser
utilizados como parentales femeninos en el Programas de mejoramiento genéticos, siendo
A30 y M9 los que mas frecuencia de embriones cigticos presentan.

Estudio del origen de las variedades “Ellendale” y “Malaquina”

En primer lugar se realiz6 una matriz representada por la presencia o ausencia de los
diferentes alelos de los 16 SSR nucleares utilizados en los materiales en estudio y varios
posibles genotipos parentales. Con esta matriz se realiz6 un andlisis de componentes
principales mediante el programa GenAlex. En segundo lugar se detectdé el parental
femenino mediante un analisis con tres marcadores mitocondriales y tres cloroplasticos.
Finalmente se analiz6 visualmente la correspondencia entre los alelos presentes en cada
uno de los genotipos seleccionados para identificar los parentales. Los origenes genéticos
de las variedades “Malaquina” y “Ellendale” fueron identificados con éxito. Esta comparacién
sugiere claramente que ambos genotipos provienen de un cruzamiento entre Mandarina
Comun (C. deliciosa) y Naranja (C. sinensis), mostrando que el conjunto de marcadores
seleccionados resulta informativo para esta aplicacion.

Estudio del origen genético de las semillas encontradas en triploides.

Los genotipos triploides presentan esterilidad gamética e irregularidades meidticas
asociadas a niveles de ploidia impar, por lo se espera que no presenten semillas. En las
condiciones de la estacion experimental INIA Salto Grande, los triploides TDE2 y TDE3
presentan varias semillas por fruto. Con el objetivo de evaluar el origen genético de estas
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semillas, se extrajo ADN de las semillas y se hizo el estudio con los marcadores
moleculares. Los resultados indican que estos triploides presentan, en la mayoria de los
casos, embriones cigdticos. Esto significa que estos triploides tienen capacidad de producir
gametos femeninos funcionales y estan siendo polinizados por otras variedades.

Evaluacién de la diversidad genética de una coleccion de P. trifoliata en Uruguay

Se ha comenzado a trabajar junto a la Facultad de Agronomia en el estudio de la diversidad
genética de poblaciones de P. trifoliata que hoy se utilizan como portainjertos en Uruguay.
Con esto, se espera discriminar genéticamente los diferentes clones que se estan utilizando
y los que se encuentran en las colecciones vivas de ambas instituciones y realizar un
diagndstico de la diversidad que hoy en dia existe en Uruguay.

Conclusioén

Actualmente se cuenta con una base de datos de informacién genotipica de 32 variedades
de citricos, generada con 19 SSR nucleares y 6 SSR citoplasmaticos. Esto nos permite
realizar diferentes trabajos vinculados al mejoramiento genético y nos aporta informacion
concluyente para la toma de decisiones.
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1. Introduccioén.

Debido a disposicién legal vigente para la produccién de plantas citricas en Uruguay
establece la produccién dentro de invernaderos con mallas antiafidos, utilizando semillas
certificadas y material de propagacion saneado; de esta manera se asegura la calidad
sanitaria y genética (Variedades y Portainjertos) de las plantas producidas. Esta transicion
conlleva importantes cambios en las tecnologias aplicadas, ya que las condiciones
climaticas dentro del invernaculo (luminosidad temperatura humedad relativa) difieren de
las condiciones de produccion a campo; ademas de dejar de producir en suelo a producir
en sustrato dentro de un contendor. Este sistema de produccién posee menor capacidad de
amortiguar los cambios, por lo tanto el viverista deber ser capaz de obtener parametros
objetivos para lograr el maximo beneficio de su invernaculo. Mediante las actividades
desarrolladas desde INIA se pretende evaluar, adaptar y desarrollar nuevas tecnologias y
herramientas para mejorar y homogenizar el proceso de propagacion de plantas citricas.
Uno de los aspectos fundamentales en este proceso es el desarrollo de pautas para la
seleccidn, caracterizacién o elaboracion de sustratos para la produccion de plantas en
contenedor. En este sentido, se estan desarrollando protocolos de caracterizacion de
diferentes materiales utilizados como sustratos, tanto en propiedades fisicas como
guimicas. Otro aspecto es la elaboracion o validacion de protocolos de buenas practicas de
multiplicacion y produccion de plantas citricas. Se protocolizé la escarificacion quimica de
semillas de portainjertos; en la suplementacion con luz intermitente en la fase de almacigo
en plantines de Poncirus trifoliata, y se ensayaron fertilizantes hormonales en la etapa de
vivero, obteniéndose resultados promisorios.

Caracterizacion fisico-quimica de Sustratos.

Un sustrato apropiado para la produccion de una especie en particular depende de la
adecuada seleccion de los componentes que conforman el mismo, de la proporcién de cada
uno de ellos y de las correcciones que se realicen para mejorar sus propiedades fisicas y
guimicas. El conocimiento previo de estas propiedades permite corregir cualquier
caracteristica de la mezcla que pueda resultar inapropiada para la produccién de plantas.
Para el correcto uso de sustratos es necesaria su caracterizacion fisica, quimica y bioldgica,
y el estudio critico de sus propiedades comparandolas con las del sustrato “ideal” (Abad et
al., 1993).

A continuacion se resumen las propiedades fisicas (Tabla 1) y quimicas (Tabla 2) de
diferentes materiales disponibles para la elaboracion de sustratos y su impacto sobre las
variables de crecimiento de plantines (Tabla 3) de Poncirus trifoliata (CT33).
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Tabla 1. Pardmetros fisicos de diferentes sustratos utilizados para la produccion de plantas
citricas.

Agua facilmente Agua Porosidad Espacio de Densidad aparente

Sustrato . . ; L.

disponible reserva total aireacion (g/cm3)

(% vol.) (% vol.) (% vol.) (% vol.)

INIA SG 27,3a 33c 63,4 b 13,0 ab 0,50b
Turba + perlita
(20%) 26,0 ab 10,2 a 79,8 a 6,6 b 0,14c
Corteza de pino 7,1d 2,2d 71,4 ab 16,7 a 0,22c
Abono +c. arroz 17,6 bc 4,4b 75,7 a 14,1 ab 0,42b
sustrato 8,3 cd 2,9 cd 72.1ab 73ab 071a
comercial

Letras diferentes entre tratamientos representan diferencias significativas; Test de Tukey (p<0,05).

Tabla 2. Parametros quimicos de diferentes sustratos utilizados para la produccién de
plantas citricas.

Sustrato CE pH N-NO3 P K Ca Mg

(mS/cm) (mgll) (mg/l) (mgll) (mgll) (mg/l)
INIA SG 0,17 6 8 0,1 83 176 31
Turba + perlita
(20%) 1,03 8 132 8,8 3 232 18
Corteza de pino 0,59 4 108 2,1 33 25 18
Abono + cascara de 1,94 6 490 11,4 201 272 84
arroz

8 7 839 16,6 1085 806 303

Sustrato comercial

Letras diferentes entre tratamientos representan diferencias significativas; Test de Tukey (p<0,05).

Tabla 3. Efecto de los diferentes sustratos sobre el crecimiento de plantines de P. trifoliata
(CT33).

Peso seco copa Peso seco raiz

Sustrato Altura (cm) Diametro (mm) Copalraiz
(9) (@)

INIA SG 96,9 a 6,7 a 9,6 a 32a 29a

Turba + perlita (20%) 64,3 d 51c 46¢C 2,2 bc 20b

Corteza de pino 68,2 cd 5,5 bc 4,6¢ 2,2c 21b

Abono + C. arroz 87,7 ab 6,3a 79b 2,7b 30a

Sustrato comercial 78,2 bc 59b 70b 20c 33a

Letras diferentes entre tratamientos representan diferencias significativas; Test de Tukey (p<0,05).

Escarificacién quimica de semillas de P. trifoliata y su efecto sobre la germinacion.

La eliminacion de la cobertura (testa) de la semilla mediante escarificacion quimica, previo
a la siembra, facilita la emergencia de la raiz y acelera la germinacion de manera uniforme.
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La siembra tradicional no contempla la remocién de este tegumento que actia como barrera
fisica. Esto lleva a que el inicio de la germinacién resulte demorado y que los plantines
emerjan en un lapso de tiempo amplio, provocando falta de uniformidad en el tamafio de los

mismos.

Tabla 4. Efecto de la escarificacion quimica de semillas sobre la germinacion de P. trifoliata
(CT33).

Dias después de la siembra

Tratamiento 4 8 13 18 25 30
Testigo 0,7c 19,3c 355b 53 b 70,2b  90b
Escarificacién en frio 24a 728a 824a 888a 968a 97a

Escarificacion con calor 88b 39,2b 784a 936a 952a 95a

Letras diferentes entre tratamientos representan diferencias significativas; Test de Tukey (p<0,05).
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0 4 8 13 18 25 30
Dias después de la siembra

Figura 1. Efecto de la escarificacion quimica (con y sin calor) de semillas sobre la velocidad
de germinacion y germinacion final de P. trifoliata (CT33).

Efecto de la aplicacion de luz artificial intermitente sobre la calidad de los plantines
de P. trifoliata

Durante el invierno los portainjertos trifoliados disminuyen su ritmo crecimiento. Uno de los
factores que afecta su desarrollo es la disminucién del fotoperiodo. De esta manera se
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sometieron plantines de trifolio a dos condiciones de luminosidad: 1) Interrupcién de la
noche de 02:00 a 03:00 AM mas tratamiento con y sin escarificacion; 2) Aumento del
fotoperiodo de 05:00 a 08:30 AM con y sin escarificacion y 3) Testigo sin luz artificial, con 'y
sin escarificacion. La lampara que se utilizé fue de bajo consumo marca PHILIPS, luz suave
célida de 15 W a una altura de 50 cm sobre el plantin y distanciadas 1 m entre lamparas.

Los resultados se presentan a continuacion:
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Figura 2. Efecto de diferentes regimenes de iluminacién artificial sobre el crecimiento de
plantines de P. trifoliata a los 160 dias después de la siembra. Letras diferentes entre
tratamientos representan diferencias significativas; Test de Tukey (p<0,05).
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Efecto de la aplicacion de fertilizantes hormonales sobre el crecimiento de
portainjertos citricos

Las nuevas tecnologias de fertilizantes liquidos proponen mezclas de sales solubles con
complejos hormonales en este caso Citoquininas, Auxinas y Giberelinas mas nitrégeno
magnesio y calcio. Para determinar la dosis adecuada a ser utilizada en portainjertos citricos
se plantearon 4 dosis de 2; 2,5; 3,0; 3,5 ml/maceta repetidos cada 15 d.
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Figura 3. Tasa de crecimiento en altura (A) y diametro de plantin (B) de P. trifoliata (CT33)
con diferentes dosis de fertilizante hormonal repetidas cada 15 d. Letras diferentes entre
tratamientos representan diferencias significativas; Test de Tukey (p<0,05).
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Estrategias para la produccion de frutos sin semillas en mandarina 'Afourer’.
Alvaro Otero, Fernando Rivas

Programa Nacional de Investigacion en Produccién Citricola, INIA Salto Grande. Camino al Terrible
s/n. Salto. Uruguay. aotero@inia.org.uy; cfrivas@inia.org.uy

Introduccion

El nUmero de semillas en los frutos del genero Citrus y sus hibridos varia ampliamente,
incluso en los cultivares comerciales (Vardi et al. 2008). EIl tangor ‘Afourer’ es un cultivar
de alta calidad de fruta, con muy buena adaptacion a las condiciones agroecoldgicas de
Uruguay; por otro lado es un cultivar que con frecuencia produce semillas en condiciones
de polinizacién abierta. La reduccién del nimero de frutos con semillas o la disminucién de
semillas en el fruto, se ha buscado fundamentalmente a través de tres técnicas: a) la
instalacion de plantaciones de ‘Afourer’ asiladas o a distancias importantes de variedades
potencialmente dadoras de polen (Chao et al. 2005); b) la utilizacién de mallas que cubran
en su totalidad la planta impidiendo la entrada de insectos polinizadores o la aplicaciéon de
repelentes de abejas y similares y c¢) la utilizacion de reguladores del crecimiento o sulfato
de cobre, con el propdsito de acelerar el desarrollo del 6vulo, impidiendo la fecundacién o
por la inhibicion directa de la germinacién del grano de polen (Mesejo et al. 2006, 2008).
La estrategia de estos trabajos fue de evaluar la distribucion espacial de frutos con semillas
en ‘Afourer’; determinar el efecto de las mallas en la produccién de semillas y en el
rendimiento; evaluar las aplicaciones quimicas que permiten reducir la cantidad de frutos
con semilla y las técnicas de manejo para incrementar en cuajado de los frutos en
condiciones de aislamiento por mallas. También se presentan los resultados de la
determinacion del nimero minimo de frutos que se deben muestrear en Afourer para
estimar el nimero de semillas por fruto.

Estrategia 1. Distribuciéon espacial del numero de frutos con semilla. La distribucion
espacial de los arboles, teniendo en cuenta el porcentaje de frutos con al menos una
semilla, presentd una distribucién agregada en las 4.4 ha evaluadas. Las plantas con mayor
porcentaje de frutos con semillas estaban geograficamente mas cercanas al cuadro de
mandarina Murcott, y disminuia el porcentaje de frutos con semillas a medida que se
alejaban en distancia de ese cuadro de produccion (Figura 1). El rango efectivo fue de 210
m, estimado a través del variograma del porcentaje de frutos con semillas en los arboles y
la distancia entre ellos.
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Figura 1. Distribucion espacial de las plantas muestreadas (puntos
negros) y distribucion del porcentaje de frutos con semillas.

Estrategia 2. Efecto de la polinizacion entomoéfila en la produccion de semilla. El
cubrimiento de las plantas con las mallas redujo significativamente el nUmero de frutos con
semillas en las plantas bajo las mallas respecto a las plantas de polinizacion abierta (Figura
2). Las mallas aumentaron la temperatura del aire bajo las mismas. La caida de floresy
estructuras florales fue significativamente mayor en las plantas bajo las mallas, al mismo
tiempo fue menor la retencion de frutitos en los &rboles bajo malla. Como consecuencia de
esto el numero de frutos cosechados por arbol fue significativamente inferior en las plantas
bajo las mallas (Figura 3).
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Figura 2. Efecto de la malla en el porcentaje de frutos con semillas. Las columnas
seguidas de diferente letra son significativamente distintas (p<0.05), TRM Duncan.
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Estrategia 3. Medidas mitigantes del numero de semillas en los frutos. La aplicacion
de AG;s (25 y 50 ppm) y de CuSOa4 (50 ppm), individualmente o combinados, redujeron
significativamente el porcentaje de frutos con semilla en los arboles evaluados. Las
aplicaciones consecutivas de CuSO4 a 25 ppm no difirieron significativamente del testigo
sin tratar (Figura 4). Se puede evidenciar un efecto directo de la dosis de AGs; dosis de 50
ppm redujo el nimero de frutos con semilla respecto a las dosis de 25 ppm. Se pudo
evidenciar una interaccion positiva en la reduccion del numero de frutos con semillas cuando
se combinaba la aplicacién de AGs con las aplicaciones de CuSO.. El promedio de semillas
por fruto varié desde 2.8 a 3.9 en todos los tratamientos.
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Figura 4. Efecto de las aplicaciones de sulfato
de cobre y acido Giberélico en el porcentaje de
frutos con semilla por arbol. Las columnas

Figura 3. Efecto de la malla en el nimero de
frutos por planta. Las columnas seguidas de
diferente letra son significativamente distintas

seguidas de diferente letra son
(p<0.05), TRM Duncan. significativamente  distintas (p<0.05), TRM
Duncan.

Estrategia 4. Medidas mitigantes de lareduccion del nimero de frutos en plantas bajo
mallas. Por tercer afio consecutivo, los arboles bajo mallas tuvieron menor cantidad de
frutos que los arboles en la intemperie (Figura 5). El aumento de la temperatura del aire y
la disminucién de la humedad relativa (hasta 15-20%) podrian ser causa de la caida de
estructuras florales y pequefios frutitos. Por otro lado, cuando bajo las mallas, se realiza la
aplicacion de AGs (40 ppm) foliar en plena flor abierta, la caida de frutos disminuy6
drasticamente, comparandose el nimero de frutos con los obtenidos en las plantas a la
intemperie (Figura 6). Si bien el nimero de frutos en las plantas anilladas fue
significativamente mayor que las no anilladas, comparativamente fue significativamente
menor que el numero de frutos a la intemperie (Figura 6). Se pudo evidenciar también la
reduccion del tamafio del fruto promedio por el efecto de las mallas y una relacién directa
entre el nimero de semillas y el peso del fruto (r?=0.89), para las plantas en la intemperie
(n=528 frutos) (datos no mostrados).
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Figura 5. Efecto de las mallas en el porcentaje Figura 6. Efecto del anillado y la aplicacion de
de frutos con semillas en Afourer. 2010-2011. acido giberélico en el nimero de frutos por
Medias de los tratamientos con similar letra no arbol bajo malla e intemperie para Afourer.
son significativamente distintas por el TRM 2010-2011. Barras representan el desvio de la
Duncan (p<0.01). media de los arboles (n=5).

Estrategia 5. Tamafio de muestra para determinar el namero de semillas por fruto en
cuadros comerciales de Afourer. El niumero de semillas promedio en los frutos de Afourer
varia no solo entre los cuadros comerciales sino también entre los afios. Existe una relacion
directa entre el porcentaje de frutos sin semillas en la muestra con el nUmero de semillas
promedio por fruto. A medida que aumenta el porcentaje de frutos sin semillas se reduce el
namero promedio de semillas por fruto. El nGmero 6ptimo de frutos a muestrear va a
depender no solo del intervalo de confianza de la media de la muestra aceptado y de la
precision buscada, sino también de la media (numero de semillas por fruto) de ese cuadro
y afio, asi como de k. El ndmero de frutos a muestrear en el cuadro de produccién aumenta
en relacién con la precision buscada (error relativo respecto a la media) y con la cantidad
media de semillas por fruto presente (Figura 6). De esta forma con valores medios
esperados de semillas por fruto menores a 1 semilla se necesitarian muestrear 150 frutos;
entre 2 y 3 semillas necesitariamos muestrear 100 frutos por cuadro para una precision de
la media del 25%; mientras que para valores esperados de la media de semillas por fruto
superiores a 4 necesitariamos muestrear 50 frutos por cuadro para tener la misma precision.
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3 40 promedio esperado de semillas por
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Conclusiones

La instalacion de cuadros de produccion cercanos a otros cuadros con cultivares
potencialmente dadores de polen, incrementa la produccién de semillas en los arboles y
esta disminuyen a medida que nos alejamos de la fuente de polen. Si tenemos en cuenta
que el rango efectivo estimado es de 210 m para el porcentaje de frutos con al menos una
semilla, podemos proponer que una distancia segura minima de 250 m entre plantas para
cercanas para que no haya interferencia de polinizaciéon cruzada. La auto compatibilidad en
‘Afourer’ no es un componente importante en la presencia de semillas en los frutos. Por
otro lado, la presencia de mallas recubriendo las plantas reduce la cantidad de frutos con
semilla pero también reduce el numero de frutos en el &rbol y en consecuencia el
rendimiento. Una Unica aplicacion de AGs reduce significativamente el nimero de frutos
con semilla y si se le adiciona CuSO4 (varias aplicaciones) la reduccién es aun mayor. El
efecto adverso de las mallas en la caida de estructuras fructiferas, puede ser evitado por
aplicaciones foliares en plena flor de acido giberélico. Si bien desde el punto de vista
biol6gico podemos incorporar herramientas que reduzcan significativamente la presencia
de semillas en el fruto, debemos considerar también el costo econdmico de éstas técnicas.
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Efecto del anegamiento y la temperatura del suelo sobre la respuesta
fisiologica de los portainjertos usados en el Uruguay.

Alvaro Otero, Carmen Goii*

Programa Nacional de Investigacion en Produccidn Citricola. Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria.
INIA Salto Grande. Uruguay. aotero@sg.inia.org.uy; (*) Actualmente en retiro jubilatorio

Objetivo.

Determinar la respuesta fisiologica a la temperatura y al anegamiento del suelo en los
portainjertos mas usados en la citricultura uruguaya y explorar el efecto de la copa en los
cambios fisioldgicos manifestados.

La hipétesis a probar es si la interaccidn de las condiciones de temperatura y anegamiento
del suelo inciden en forma distinta en el comportamiento fisiolégico observado en estos
portainjertos.

Estrategia.

Se disefiaron e implementaron 4 grupos de experimentos bajo invernaculo, algunos de los
cuales se realizaron 2 o 3 veces para comprobar su repetibilidad.

e Interaccion del anegamiento y la temperatura del suelo (15° C, 25° C y 35° C) en
Citrange Carrizo, Troyer y Trifolia (CT33).

e Interaccion del anegamiento y la temperatura del suelo (15° C, 25° Cy 35° C) en
Poncirus trifoliata: Pomeroy, Tucuman y Rubidoux.

e Tolerancia al anegamiento con temperatura del suelo constante (25°C) en Citrange
Carrizo, Citrumelo, CT33, Rubidoux, Troyer y Tucuman.

¢ Tolerancia al anegamiento en combinaciones de copa y portainjerto: naranja navel
Fukumoto, naranja Salustiana y mandarina satsuma OKitsu, injertadas sobre
Citrange Carrizo y Trifolia (CT33).

Materiales y Métodos (Resumen del método base de los experimentos):

Se seleccionaron plantas de portainjertos citricos de 11-12 meses de edad; de portainjertos
emparentados genéticamente pero con diferente comportamiento durante el invierno e
inicio de primavera, respecto a la brotacion, madurez de la fruta y calidad, tamafio de la
canopia, etc.

Se trabaj6é en condiciones controladas de invernaculo definiéndose tres niveles de
temperatura del suelo (15° C, 25° C y 35° C) y dos condiciones de oxigenacién del mismo:
condiciones normales y condiciones de restriccion de O, en el suelo por medio del
anegamiento. Cada tratamiento estuvo compuesto de nueve plantas para cada portainjerto
(3 plantas/parcela con 3 repeticiones)

Los tratamientos de temperatura del suelo se realizaron poniendo las macetas en
recipientes mas grandes, bandejas (1 x 2 m), donde por pasaje de agua caliente en tuberias
finas de cobre en el suelo, se calentaban hasta la temperatura deseada (previo calibrado del
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método). Para condiciones de temperatura mas bajas de la ambiental se hizo circular una
corriente de agua fria, que por transmision de energia bajaba la temperatura del suelo. El
prendido y apagado del sistema fue automaticamente regulado por sensores de temperatura en
la zona radicular de las plantas

Los tratamientos de anegamiento se realizaran anegando las macetas hasta saturaciéon y
manteniendo el nivel del agua en forma constante, 2-3 cm sobre la superficie del suelo.

Resultados y Discusién (Resumen):

I. Anoxiaradicular y su interrelacion, con latemperatura del suelo (15°C, 25°, y 35°C)
en trifolias Pomeroy, Tucumén y Rubidoux.

Biomasa al final del experimento.

Figura 1. Biomasa de los tres portainjertos: peso fresco (g) y relacion peso tallo/peso raiz al final de los
tratamientos. Barras corresponden al error estandar de la media. 18 plantas. 3 repeticiones por tratamiento.
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Todos los portainjertos evaluados en condiciones de anegamiento mostraron reducciones
significativas en la eficiencia de la fotosintesis evaluada a través del intercambio gaseoso y del
PSII, presentando r4pidas y drasticas reducciones en la asimilacion del Acoz, por cierre de los
estomas (menor Gs) y limitantes de la fotosintesis a nivel del mesdéfilo de la hoja (mayor relacion
Ci/Ca). La reduccién de la fotosintesis fue el pardmetro mas sensible a la anoxia y a la
temperatura del suelo, a los 4 dias de comenzado el experimento, estos parametros ya fueron
afectados significativamente por los factores ambientales.

Por otro lado, la temperatura del suelo por si sola y su interaccion con el anegamiento ha jugado
también un papel muy importante y significativo en el desempefio fisiolégico de estos
portainjertos.

También es de destacar la interaccién del anegamiento con la temperatura; en condiciones de
anegamiento, la velocidad de la reduccion de los parametros de la fotosintesis, como una
expresion del dafio de todo el sistema de produccién de carbohidratos, aumenta a medida que
aumenta la temperatura del suelo.
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En la practica a nivel de campo y particularmente en el area del litoral norte, es posible sugerir
gue no es lo mismo tener anegamiento del suelo en pleno verano, que tenerlo en invierno con
temperaturas mas bajas del suelo. En verano el dafio, temporal o permanente, se instalaria
mas rapidamente en los genotipos estudiados.

A los pocos dias de instalada la anoxia, el potencial xileméatico fue menor en los portainjertos
anegados, pero decrecia mas en relacién a la temperatura. Las plantas a 35°C estaban mas
deshidratadas, que las plantas a 25°C y a su vez que a 15°C.

Existe una reduccion importante en el crecimiento bajo anegamiento en los Trifolias. Tucuman
y Rubidoux mostraron un crecimiento mas estable en condiciones sin anegamiento para las tres
temperaturas del suelo, mientras que Pomeroy presentd reducciones significativas del
crecimiento a temperaturas bajas (15°C). El crecimiento de Tucuman a temperaturas bajas, no
fue afectado por el anegamiento.

II. Anoxiaradicular por anegamiento en combinaciones de portainjertos y copas de
plantas de citricos.

Determinar la respuesta fisioldgica de tres cultivares citricos (Fukumoto, Okitsu y Salustiana)
al anegamiento del suelo en los dos portainjertos (Carrizo y P. trifoliata) mas usados en la
citricultura uruguaya. Se evalud la interaccion de la copa (tipo de cultivar) y el portainjerto en
el comportamiento fisiolégico sobre la tolerancia al anegamiento del suelo y se especul6 sobre
si este comportamiento es distinto a la evaluacion del portainjerto sin el injerto de la copa.
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Figura 2. Evolucion de la asimilacion neta de CO:z y conductividad estomatica de la hoja de las
plantas citricas.
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A los 15 dias de instalado el experimento, el potencial xilemético de la hoja fue
significativamente distinto entre plantas anegadas y nho anegadas. La deshidratacion de las
hojas, evidenciada por la reduccion del potencial xilemético, fue mayor en plantas
anegadas. Esta diferencia es muy marcada en Salustiana, seguida de Okitsu y menos en
Fukumoto. Ademdas de la respuesta diferencial entre las variedades de la copa, no se
encontraron efectos significativos entre los portainjertos en Okitsu y Salustiana; pero en el
caso de las plantas injertadas con Fukumoto, estas fueron mas tolerantes al anegamiento
cuando estaban injertadas en Carrizo en comparacién con Trifolia, evidenciado por las
diferencias en el potencial hidrico de la hoja.

Es de destacar la velocidad de la deshidratacion de las hojas de los cultivares, en poco mas
de 8 dias desde que se instal6 la falta de oxigeno en el suelo, los valores de las plantas
bajo anoxia llegaron a ser criticos, hasta valores de no recuperacion de la hidratacién de
las hojas y en consecuencia de muerte del tejido foliar. Este fendmeno es llamativo, en
comparacion con la velocidad de deshidratacion de las hojas de los portainjertos; sin injerto
de ninguna copa los portainjertos podian llegar a mantener el estado hidrico de la hoja por
mayor tiempo.

De acuerdo a la velocidad de reduccion de los parametros de la fotosintesis y en
comparacion con los experimentos del comportamiento de los portainjertos sin injerto de
copa, podemos decir que la copa juega un papel muy importante en la tolerancia a la anoxia.
Las plantas injertadas manifiestan mas rapidamente los sintomas provocados por la anoxia,
gue los portainjertos solos. Muy pocos dias de anegamiento dafian temporal o
permanentemente el sistema fotosintético y deshidratan la planta injertada.

Conclusiones.

e Breves periodos de anegamiento en las macetas afectan el crecimiento de los
portainjertos, en especial con temperaturas medias (25°C) y altas (35°C).

e La mejor temperatura para el crecimiento de los portainjertos en macetas es 25°C,
temperaturas mayores 0 menores producen reduccion del crecimiento final.

¢ No se encontraron diferencias importantes entre los trifolias respecto a su resistencia
al anegamiento. A bajas temperaturas el trifolio Tucuman es mas resistente al
anegamiento que los demas trifolias.

e Carrizo es mas resistente que Toyer y los trifolios a temperaturas medias (25°C) en
la maceta.

e Luego de injertados los portainjertos no se encontrd diferencias importantes entre
ellos, si lo hubo entre las copas. Carrizo tiene un mejor desempefio que trifoio
cuando esta injertado por Fukumoto.
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Diagndstico nutricional y Fertirriego: una propuesta dentro de los sistemas de
produccion intensivos en citricos.

Alvaro Otero, Rafael Grasso, Fernando Rivas, Carmen Gofi *.
Programa Nacional de Investigacion en Produccién Citricola. Instituto Nacional de Investigacion

Agropecuaria. INIA Salto Grande. Uruguay. aotero@inia.org.uy ; rgrasso@inia.org.uy;
cfrivas@inia.org.uy (*) Actualmente en retiro jubilatorio.

Introduccién.

Aumentar la productividad y sostenibilidad de la produccién citricola es un objetivo
priorizado reiteradamente dentro de la citricultura de exportacion en Uruguay. En la actualidad,
la brecha existente en los rendimientos de las plantaciones citricas podria disminuirse con la
incorporacién de nuevas tecnologias de manejo que combinen sistemas de alta densidad con
portainjertos semi-enanizantes, con restriccion y manejo del sistema radicular; vy el fertirriego
como el componente principal que habilita el control de todo el sistema. La incorporacion de
variedades citricas de alto valor comercial, muchas de ellas bajo patente comercial, forma parte
de los nuevos sistemas de produccion de citricos.

Tradicionalmente se piensa en el fertirriego solamente como una herramienta para
mejorar la eficiencia de la aplicacién de los nutrientes a la planta, para la reduccion en los costos
de aplicacion de los fertilizantes, para la disminucién de la contaminacion (nitratos y fosfatos) o
para la reduccion de mano de obra.

Las nuevas tecnologias en los sistemas de plantacion de alta densidad incluyen al
fertirriego dentro de un paquete integrado de medidas de manejo, la razén principal es que el
fertirriego posibilita un mayor control del agua alrededor del sistema radicular y de los nutrientes;
y en consecuencia permite intensificar e inducir algunos de los procesos fisiolégicos mas
importantes de la planta, relacionados con las brotaciones, la floracién, el cuajado y la calidad
de la fruta. Asociada a esta propuesta de manejo, se encuentran los nuevos sistemas avanzados
de produccion (ACPS, Advanced Citrus Production System) desarrollados en USA vy los
sistemas de hidroponia abierta (OHS, Open Hydroponic System desarrollados inicialmente en
Espafia.

Estas opciones tecnoldgicas de vanguardia adoptadas en los Ultimos afios en otros paises
(Shumman et al, 2009; Stover et al, 2008 y Martinez-Valero, 2004) no han sido investigadas en
un régimen climatico como el de Uruguay, con precipitaciones altamente variables entre afios y
entre estaciones. La escasez de mano de obra, la facilidad de acceso a sistemas de riego-
fertirriego automatizados, la disponibilidad de diferentes opciones tecnolégicas de las nuevas
fuentes de fertilizantes, junto con la necesidad imperiosa de reducir el tiempo de retorno del
capital invertido y, entre otras razones, por la apertura del mercado de Estados Unidos para los
citricos, ofrecen una coyuntura inmejorable para validar estos sistemas de fertirriego en nuestras
condiciones.

Estos sistemas de plantacion estan disefiados con el objetivo de lograr un incremento
muy importante en la precocidad de los montes citricolas, con altos y rapidos retornos del capital
invertido, en ciclos productivos no mayores a los12 afios. A pesar de todas las ventajas de
estos nuevos sistemas, ellos presentan también ciertas desventajas, pues requieren un mayor
volumen de agua disponible y una infraestructura especifica, inicialmente mas costosa
(tanques, inyectores, sensores varios, fuentes de fertilizantes especificas). Se requiere a su vez,
que el sistema de riego esté disefiado y funcione en 6ptimas condiciones.
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INIA-Salto Grande ha implementado un area experimental de fertirriego especialmente
disefiada para lograr estos objetivos; que esta integrada con una plataforma de fertirriego
computarizada y automatizada que permite el control individual de los tratamientos.

Vista de la plantacion en diciembre 2012 y aspecto general de la misma en mayo del 2013.

La estrategia experimental incluye tres objetivos: a) determinar la mejor frecuencia
para realizar el fertirriego y la forma mas adecuada de aplicacion de los nutrientes para el
régimen pluviometro de UY y las caracteristicas de los suelos existentes en la region
citricola de Salto; b) generar indices de suelo y de planta que expliquen y corroboren los
resultados obtenidos, a los efectos de monitorizar con mayor frecuencia el estado nutricional
del cultivo; y c¢) evaluar la productividad y recuperacion del capital de sistemas de alta
densidad de plantas con restriccion del sistema radicular y portainjertos semienanizantes.

Objetivo estratégico 1. En INIA-Salto Grande se instalaron dos ensayos contiguos:
a) en uno se investigan los efectos de tres frecuencias de fertirriego, donde se aplica la
misma dosis de agua y nutrientes en base semanal, pero fraccionada en aplicaciones con
frecuencia: diaria, cada tres dias y semanal; b) en el otro ensayo, se comparan tres
sistemas de fertilizacion bajo condiciones optimas de riego: i) fertilizacion en cobertura, con
los fertilizantes clasicos de las propuestas tecnolégicas actuales en Uruguay, ii) fertilizacion
en cobertura, pero con fuentes de liberacién lenta (particularmente Nitrogeno) y iii)
fertirriego con una frecuencia de aplicacion de los nutrientes cada 3 dias.  Los tratamientos
de ambos ensayos reciben el mismo volumen de agua y similar dosis de macro y
micronutrientes en base semanal. Asociado a este objetivo se encuentra la evaluacion de
nuevas tecnologias de fertilizantes disponibles en Uruguay, relacionadas al nitrégeno, y
potasio fundamentalmente.

Objetivo estratégico 2. Involucra la generacion de indices de nutrientes de suelo y
de planta que expliquen y corroboren los resultados obtenidos. Estos indicadores buscan
mejorar el monitoreo de los plantas y del suelo, especialmente pretendiendo prever el
estado nutricional de las plantas desde la floracion hasta el periodo convencional de
muestro (marzo-abril), permitiendo realizar correcciones nutricionales a lo largo del ciclo
productivo, mejorando la calidad de la fruta y manteniendo un alto potencial productivo del
arbol en el tiempo.
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Objetivo estratégico 3. Involucra dos ensayos en INIA SG, a) la evaluacion de
sistemas de alta densidad (5,5 x 2,5 my 2,8 x 1,5) con tres portainjertos (Carrizo, Trifolia y
79AC) y b) la comparacion de tres sistemas de plantacién: acamellonado, acamellonado
con cubierta del suelo y sin acamellonado, en dos densidades de plantacién (55x2 my
5,5 x 1,5 m), todos los tratamientos con el portainjerto 79AC. Los dos ensayos van con
sistemas de fertirriego, para frecuencias de aplicacion diaria.

Resultados Objetivo estratégico 1.  Lainformacion resultante de los dos primeros afios
desde su implantacién nos demuestran el potencial que tiene esta tecnologia: se ha logrado
un rapido crecimiento con una alta precocidad de las plantas. En la produccion de la primera
flor (17 meses luego de la plantacion) se han obtenido rendimientos equivalentes a 2900
kg/ha con 667 plantas/ha, y la produccién para la segunda flor fluctiia en un rango de 13000
y 15500 kg/ha.

Vista de la produccion y el tamafio de fruto y de plantas logrado a los 17 meses de la
plantacion.

Vista de la produccién y detalle en la uniformidad del tamafio de fruto esperado (segunda
flor) en plantas del ensayo de frecuencia de aplicacion del fertirriego
] T Ul ’ e VER & >

El nivel foliar de N, elemento llave de la produccién, no ha sido modificado durante el primer
afo con las frecuencias de fertirriego, pero si con las formas de aplicar la nutricion y el riego.
Como el N llega a las raices por flujo masal, es decir se mueve con el agua del suelo, esta
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informacién primaria deberd contrastarse con un afio extremadamente lluvioso como el
actual.

Formas de Fertilizar y Regar Frecuencia de aplicacion
% N % N
Riego+Fertilizacion Concencional 2.68 b Fertiriego Diario 2.73 ns
Riego+Fert. Con N de Liberavién Lenta 2.96 a Fertiriego cada 3 dias 2.72
Fertiriego cada 3 dias 2.83 ab Fertiriego Semanal 2.68
Pr>F 0.0288 Pr>F 0.8422

Resultados Objetivo estratégico 2. Como indicadores del nivel nutricional de las
plantas y complementarios a los clasicos andlisis de suelo y foliar se esta calibrando el
analisis de los nutrientes en las flores y el analisis quimico de la savia. Los avances
logrados en estos indicadores (nivel de nutrientes minerales en flores y en savia) son muy
promisorios, pues permiten un diagndéstico anticipado al diagnéstico foliar clasico, en el caso
del andlisis de flores y una deteccion mas rapida y sensible a cambios en las medidas de
manejo, .ejemplo a una aplicacion de N que el analisis foliar. Sin embargo es necesario aun
complementar esta informacién para una extrapolacién y uso a nivel productivo. Los
indicadores usados en suelo son el clasico analisis quimico de suelo, el andlisis de la
solucién del suelo y el seguimiento a distintas profundidades del contenido de agua en suelo

Para el analisis de la solucion del suelo se han instalado succionadores de la solucién
del suelo; estos permiten el control de la solucion nutritiva aplicada y el seguimiento de la
misma a nivel de la interfase del suelo con el sistema radicular. El seguimiento de la solucion
en el bulbo y el hecho de trabajar a dos profundidades nos facilita evitar pérdidas de
nutrientes en profundidad y generar potenciales problemas de contaminacion.

Succionador de solucién de suelo y vista del campo experimental con las estaciones de solucion
del suelo y sensores de agua en suelo.
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Los extractores de soluciéon del suelo estan ubicados a dos profundidades y la
solucion extraida es analizada en INIA-SG con un cromatdgrafo de iones (Dionex ICS 900)

que permite el andlisis de los aniones y cationes.

Efecto de la profundidad de muestreo de la solucién del suelo en el contenido de cationes

Efecto de la profundidad de muestreo de la solucién del suelo en el contenido de cationes
en el promedio de todos los tratamientos de fertirriego.

Frecuencia de Aplicacién

20cm
45cm

Formas de Regar y Fertilizar

20cm
45cm

Litio

0.04 b
0.06 a

Litio

0.04 b
0.07 a

Cationes mgl/litro

Sodio Amonio Potasio Magnesio Calcio

355b 0.15ns 1.11 ns
7.60 a 0.29 1.28

Sodio Amonio

445 b 0.32ns 0.92ns
8.08 a 045 0.92

7.7 a

36b
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Evolucion general de los aniones de la solucion del suelo con la frecuencia de

aplicacion del fertirriego. Frecuencia cada 3 dias 20 cm de profundidad.

Componentes del rendimiento en Afourer bajo fertirriego y con tres sistemas de fertilizacion.
Cosecha 2015, perteneciente a la segunda floracion desde la plantacion.

Fertilizacion Kg/planta Ton/ha N° de frutos Peso fruto (g)
Diaria 227 a 152 a 173 ns 132 a
Tres dias 19.7 b 132 b 170 116 b
Semanal 231 a 154 a 190 122 ¢

Fertilizacion Kg/planta Ton/ha N° de frutos Peso fruto (g)
Convencional 26.5 a 17.7 a 218 a 122 a
Fertirriego 3 dias 200 b 133 b 176 b 114 b
Liberacion lenta 26.1 a 174 a 214 a 122 a
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Medias en las columnas seguidas por diferente letra son significativamente distintas (p<0.05).
Test de Rangos Mdltiples de Duncan.

Resultados Objetivo estratégico 3. Este grupo de experimentos esté planificado para
instalarse en marzo de 2016, actualmente las plantas con los portainjertos semienanizantes
(79AC) y los demés estan en desarrollo en el invernaculo.

Los avance logrados y esperados en estos trabajos, el ajuste de los indicadores de suelo y
planta de estos experimentos, junto con la incorporacion de las innovaciones tecnologicas
y el manejo selectivo de las nuevas variedades brindaran la seguridad necesaria para que
estos sistemas productivos puedan ser adoptados en las condiciones de Uruguay Y utilizar
las oportunidades significativas que tienen de disminuir la brecha productiva existente.

Referencias Bibliograficas
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Estrategias de manejo para la recuperacion de plantas citricas dafiadas por
heladas.

Alvaro Otero, Carmen Gofi *
Programa Nacional de Investigacion en Producciéon Citricola, Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA), Uruguay. aotero@inia.org.uy. (*) Actualmente en retiro jubilatorio.

Introduccién

La region noroeste del rio Uruguay se vio afectada en junio del 2012 por tres dias
consecutivos de heladas de gran intensidad y duracion. Las caracteristicas del evento
provocaron cuantiosas pérdidas con una disminucién estimada de mas de un 40% en la
produccién del afio (F. Montes, com. pers., 2012), afectando con mayor énfasis a las
variedades de maduracién media y de estacion. La intensidad del dafio provocado por los
efectos del frio fue diferente entre las especies y edades de las plantas. Se registraron
dafios en la copa de los arboles con defoliaciones intensas, caida masiva de fruta, rajado
de ramas y muerte de plantas, en especial en plantaciones jovenes (INIA, 2012). Las quintas
comerciales de citricos de Uruguay no estan preparadas para sortear este tipo de evento
como lo hacen otros paises (Geisel, 2003); tampoco existian recomendaciones tecnolégicas
(Johnston, 1949) validadas a nivel del pais para mitigar este tipo de dafio. El propésito de
estos trabajos fue recuperar en el menor tiempo posible la capacidad productiva de las
plantas estudiando dos factores: la época de poda de las ramas dafiadas por la helada y la
fertilizacién nitrogenada.

Materiales y métodos

El experimento se instal6 en el campo experimental de INIA Salto Grande en un cuadro de
produccion fuertemente dafiado por las heladas de junio del 2012. Se seleccionaron
plantas adultas de ‘Spring Navel’ injertadas en P. trifoliata de 15 afos, con riego y con una
historia de buena fertilizacion. El cuadro fue dividido en areas con plantas de intensidades
crecientes en la expresion del dafio en hoja, ramas y tronco. Se determinaron dos factores:
época de poda de las ramas dafiadas y fertilizacion de N. La poda se realiz6 solo en el
primer afio y fue de igual intensidad para todas las plantas, variando solamente la época de
realizacion. Los tratamientos fueron: a) sin poda, b) poda al comienzo de la primavera
(setiembre) y c) poda en diciembre. El segundo factor fue el nivel de N aportado a las
plantas: dosis media y alta de N: 400 y 600 g N pl* respectivamente. La fertilizacion fue en
cobertura, las plantas fueron suplementadas con aportes de P y K y se aplico
micronutrientes por via foliar en brotacion. En el cuadro se instalaron tensibmetros a dos
profundidades para manejar los aportes de agua. Los riegos se realizaron en turnos de 6 h
cada vez que fueran requeridos. Se evalug la floracion, los flujos vegetativos de primavera,
verano y otofio, el volumen inicial y final de las plantas, los componentes de rendimiento, la
calidad de cosecha y el nivel nutricional de N, P y K de las plantas. Los seis tratamientos
fueron dispuestos en cinco bloques con cuatro plantas por unidad experimental. El disefio
fue en bloques completos aleatorizados.
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Resultados y discusion

La repercusion de la defoliacién intensa del dafio de la helada fue visible a través de una
floracién muy baja, no encontrandose diferencias significativas para los factores analizados
de N, época de la poda y la interaccién de ambos. El dafio en las plantas por helada se
increment6 a medida que las plantas se apartaban de las cortinas rompevientos, como los
blogues se realizaron paralelos a estas cortinas, hubo bloques con diferente intensidad del
dafio de la helada, lo que explica la significancia del efecto bloque. EI bloque con mayor
intensidad de dafio por heladas fue el blogue de menor intensidad de la floracion
subsiguiente (Cuadro 1). En el bloque con menor dafio la fecha de la poda o la fertilizacion
de N, no tuvieron un efecto significativo. Por otro lado, la poda tuvo un efecto depresivo en
la floracién cuando la intensidad del dafio de la helada es alta. La poda temprana disminuy6
significativamente el nimero de flores totales en el bloque de mayor dafio. No se vio efecto
del N en la floracion total, solo un incremento significativo de las inflorescencias con hojas
cuando la intensidad del dafio es baja. Las plantas no podadas tienen una mayor longitud
de brotes en el flujo de verano y otofio, mientras que un aporte alto de N incrementa la
longitud del brote de verano pero no el de otofio. (Cuadro 2).

Cuadro 1. Caracterizacion de la floracion 2012 en dos bloques contrastantes en el dafio de
la helada.

Ne de flores o brotes cada 100 nudos

Inflorescencias Flores Brotes

Poda Nitrdgeno sin hojas  con hojas totales Vegetativos
Bloque de menor dafio
Primavera 9,7ns 13,1 ns 22,7 ns 12,0 ns
Diciembre 8,6 12,8 21,4 13,7
Sin Poda 7,8 13,6 21,3 12,0

Alto 9,3ns 150a 24.,3 ns 12,9 ns

Medio 8,0 11,4 b 19,4 12,3
Blogue de mayor dafio
Primavera 1,1b 33b 44 Db 24,3 a
Diciembre 59ab 7,3ab 13,2 ab 17,8 b
Sin Poda 10,4 a 98 a 20,1 a 170b
Alto 75ns 6,9ns 14,4 ns 176 b
Medio 4.1 6,7 10,7 219 a

Medias de columnas con letras diferentes son estadisticamente diferentes (TRM Duncan p<0,05)

En la floracién de la primavera 2013, los bloques siguen diferenciandose entre si, no hay un
efecto significativo del factor N en los pardmetros evaluados, visualizdndose el efecto
residual de la poda temprana anterior con un aumento significativo de inflorescencias con
hojas y de brotes vegetativos comparado al testigo sin poda y con efecto intermedio a la
poda de diciembre (Cuadro 3). El volumen de la copa luego de la cosecha no se diferencio
con los aportes de N, pero las plantas con poda temprana de primavera tienen
significativamente copas mas reducidas comparadas al de plantas no podadas hasta esa
fecha (testigos y poda tardia). Al siguiente afio ninguno de los dos factores estudiados
influencié el volumen de copa, ni el efecto bloque (Cuadro 4). Como era de esperarse los
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niveles productivos de la zafra 2013 descendieron, siendo entre un 40-50% inferiores a los
promedios historicos de plantas del mismo cuadro en condiciones de secano.

Cuadro 2. Flujos vegetativos de la primavera 2012, verano y otofio 2013. Efectos
principales comparados con el bloque mayor dafio

Primavera \Verano Otofio
Poda Nitrogeno N° brotes /m? L. Brotes (cm) N° brotes /m®> L. Brotes (cm) N° brotes /m? L. Brotes (cm)
Ensayo
Primavera 38,3a 89 a 20b 7,9 ns 20,3 b 9,2 ns
Diciembre 108 b 71b 53b 7,8 20,3 b 9,3
Sin Poda 70b 6,7b 95a 7,3 27,1 a 9,3
Alto 231a 7,6 ns 6,6 ns 7,4 ns 21,7 ns 9,4 ns
Medio 142 b 7,7 4,7 7,7 23,3 9,1
Bloque de mayor dafio
Primavera 74,9 a 118 a 00b 0,0 ns 825 b 9,9 ns
Diciembre 29,3 b 8,8 ab 6,5a 9,3 8,75 b 8,7
Sin Poda 99b 6,5b 6,5a 7,1 215a 8,3
Alto 46,2 ns 9,1 ns 20b 3,4 ns 18,2 a 9,4 ns
Medio 29,8 8,4 6,6 a 52 75b 8,1

Medias de columnas con letras diferentes son estadisticamente diferentes (TRM Duncan p<0,05)

Cuadro 3. Caracterizacion de la floracion 2013. Efectos principales

Ne° de flores o brotes cada 100 nudos

Inflorescencias Flores Brotes
Poda Nitrdgeno sin hojas con hojas totales Vegetativos
Primavera 304 b 239 a 54.3 ns 6.2 a
Diciembre 40,8 a 20.0 ab 60.8 5.7 ab
Sin Poda 426 a 13.7 b 56.3 31b
Alto 37,8 ns 18.6 ns 56.4 ns 51.0 ns
Medio 38,0 19.9 57.9 51.5

Medias de columnas con letras diferentes son estadisticamente diferentes (TRM Duncan

p=<0,05)

Cuadro 4. Comparacion del volumen de copa evaluado al finalizar la cosecha

Vol. Copa (m3)

Poda Nitrdgeno 2013 2014
Sin Poda 13,6 a 17,5 ns
Poda Primavera 119b 15,8
Poda Diciembre 129ab 17,6
Medio 13,0 ns 16,4 ns
Alto 12,6 17,5

Medias de columnas con letras diferentes son estadisticamente diferentes (TRM Duncan

p<0,05)
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El rendimiento por planta siguiente a la helada no fue afectado por el nivel de N aplicado (Cuadro
5) pero si lo fue con la poda. Los arboles no podados rindieron significativamente mas que los
podados, manteniendo los tenores de SST y acidez dentro de los valores normales v,
contrariamente a lo esperado, la menor intervencion en planta disminuy6 el dafio de rameado
en fruta (datos no presentados). Al siguiente afio el nUmero de frutos por planta se duplica. La
productividad por planta hubiera sido mayor de no suceder una fuerte purga de frutos entre 30-
40 mm a nivel regional a mediados de enero como consecuencia de muy altas temperaturas 34-
35°C y bajas humedades relativas que con el manejo del riego no se pudo evitar (Garcia Delgado
et al, 2004). La produccién por planta fue significativamente mayor en las plantas no podadas o
con poda temprana de primavera y con dosis media de N, asi como su eficiencia productiva
(datos no presentados), persistiendo las diferencias significativas por zonas de intensidad de
dafio.

Cuadro 5. Componentes del rendimiento de las zafras 2012-13 y 2013-14. Efectos
principales.

2013 2014

N° Rendimiento Peso N° Rendimiento  Peso % Exp
Poda Nitrégeno  frutos/pl Ka/pl Fruto(g) frutos/pl Kg/pl Fruto(g) 72-86 mm

Sin Poda 268 a 71,1 a 2728 b 508 a 98,2 a 1941 b 87,6 a
Poda Primavera 193 b 51,6 ¢ 269,4 b 438 b 889ab 204,3a 87,8 a

Poda Diciembre 211 b 62,2 b 294,2 a 401 b 83,7b 2109 a 835b
N-Alto 216 ns 62,6 ns 278,4 ns 419 b 84,8 b 204,0 ns 86,0 ns

N-Medio 231 62,6 274,5 476 a 954 a 202,6 86,5

Medias de columnas con letras diferentes son estadisticamente diferentes (TRM Duncan
p<0,05)

Conclusiones

¢ Plantas con defoliacion intensay con caida de frutas pueden recuperar su capacidad
productiva al segundo afio de producido el dafio. La poda de las plantas en
primavera temprana o tardia, no mejora el rendimiento en la siguiente cosecha al
dafio por helada.

e La fertilizacién de nitr6geno result6 mas importante para explicar el rendimiento al
segundo afio, aunque persisten las diferencias productivas entre los bloques. En el
area de menor dafio resulta mejor una dosis media de N sin poda mientras que en
area de mayor dafio una dosis media de N con una poda de primavera.
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Disipacion de fungicidas e insecticidas utilizados en campo en el cultivo de
mandarinas, naranjas y limones.
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Introduccion.

Las frutas citricas, al igual que cientos de cultivos, estan sometidas a distintos tratamientos
para el control de plagas tanto en su fase agraria como de poscosecha (Fava Neves et al.,
2012). A nivel de campo es comun el uso de fungicidas e insecticidas como difenoconazol,
pyraclostrobin, imidacloprid y spinosad, entre otros (Guia SATA, 2014). Como resultado de
dichas aplicaciones, residuos de estos agroquimicos quedan sobre la fruta (Ortelli et al.,
2005), los que deben cuantificarse para asegurar calidad e inocuidad para el consumidor y
satisfacer asi las exigencias de los mercados internacionales, buscando no exceder los
limites maximos de residuos (LMRs) admitidos. Con tal fin, se han desarrollado diversas
metodologias analiticas miniaturizadas, amigables con el medio ambiente y de bajo costo
para la determinacién en simultaneo de los principios activos de interés como las reportados
por Anastassiades et al. (2003) y Ferrer et al. (2010). El desarrollo y validacion de estas
metodologias multirresiduos (MRM) que permiten en una sola inyeccion cromatografica
determinar los compuestos de interés a monitorear, ofrecen también una herramienta para
evaluar el comportamiento de distintos principios activos en el tiempo sobre distintos
cultivos. Estos estudios brindan a toda la cadena productiva informacién suficiente para
ajustarse a aspectos especificos y cumplir con las buenas practicas agricolas asi como
saber cudles son los tiempos de espera para una comercializacién segura (Omirou et al.,
2009; Galetta et al., 2011). Con tal fin, se emplea la representacion grafica de la
concentracion de pesticidas respecto al tiempo conocida como curva de disipacion y a partir
de la misma se puede conocer el decaimiento y la vida media de cada principio activo bajo
las condiciones del estudio.

En este trabajo se presenta una evaluacion de la dinamica de disipacion de 4 principios
activos utilizados habitualmente en instancias de pre-cosecha respecto al tiempo, sobre las
variedades ‘Navelina’, ‘Nova’ y limén ‘Criollo’ cultivadas en condiciones experimentales
controladas, cada una en dos zonas de Uruguay (norte y sur), de forma de asegurar la
inocuidad alimentaria y las buenas practicas agricolas y al mismo tiempo evaluar como
afectan las condiciones geogréficas y medioambientales.
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Materiales y Métodos.

Reactivos e instrumentos. Los estandares de los pesticidas (Cuadro 1) fueron suministrados
por Dr. Ehrenstorfer GmbH. Los solventes y reactivos fueron AcOEt y MeCN calidad para
andlisis de pesticidas y MgSO. y NaCl de Bruker. La centrifuga utilizada para la separacion
de fases fue la SL16 de ThermoScientific y el equipo de evaporacién un TurboVap® LV. Las
soluciones stock de los pesticidas en estudio se prepararon en MeCN a 2,0 g L™ para cada
uno y se guardaron a -18 °C hasta su uso. A partir de las soluciones estandares se preparo
una solucién de una concentracion de 100,0 mg L* de los pesticidas en MeCN y a partir del
mismo, se realizo la dilucién necesaria hasta llegar a una concentracion de pesticidas de 10
mg L.

Los residuos de los pesticidas fueron analizados utilizando un Cromatégrafo de Liquidos
(LC) Agilent 1200 acoplado a un Espectrémetro de Masas (MS/MS) ABSCIEX 4000 Q TRAP
(sistema LC-MS/MS) equipado con una columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4,6x150 mm
d.i., 5 um; velocidad de flujo 0,6 mL min’, la temperatura de la columna 20 °C y el volumen
de inyeccion 5 pL. Se utilizé un gradiente binario del 1% de HCOOH en agua y MeCN. Las
transiciones monitoreadas y los tiempos de retencién de cada analito se pueden ver en el
Cuadro 1. El software utilizado fue Analyst® 1.5.1.

Cuadro 1. Tiempo de retencion (tR) y transiciones de cuantificacion (SRM1) y deteccion (SRM2) de
los analitos con sus respectivas energias de colision (EC).

Pesticida tR(min) SRM1(m/zy) SRM2(m/z) Voltaje(eV) EC(eV)
Imidacloprid 5,38 256,1>209,1 256,1>175 86 22/23
Spinosyn A 8,78 732,6>142,2 732,6>98,3 136 81/21
Spinosyn D 9,25 746,5>142,2 746,5>98,1 66 39/79

Difenoconazol 12,76 406,0>251,1 406,0>337,0 90 37/21
Pyraclostrobin 13,23 388,1>194,2 388,1>163,1 67 17/39

Ensayo a campo. Este trabajo se realizé en forma controlada a nivel de campo. Cada uno
de los principios activos fue aplicado en forma individual sobre 5 &rboles adultos de naranja
‘Navelina’, mandarina ‘Nova’ y limén ‘Criollo’ seleccionados para cada tratamiento. Las
dosis empleadas fueron las recomendadas por los proveedores (dosis de etiqueta) y se
aplicaron con mochila a punto de goteo. El ensayo se llevo a cabo evaluando tres variables:
1) Condicion geografica (norte y sur),
2) Especie citrica (mandarina, naranja y limoén)
3) Exposicién a factores ambientales:
a) muestras que luego de la aplicacion quedaron totalmente expuestas a
factores ambientales (muestras sin capuchoén, SC),
b) muestras que fueron protegidas con capuchones (CC).

Formulados comerciales

SPINGARD 35F concentrado soluble ( 350 g L imidacloprid ) fue adquirido de Cibeles;
COMET concentrado emulsionable ( 250 g L'* de pyraclostrobin ) de BASF; TRACER |
concentrado soluble ( 480 g L de spynosad ) de Rutilar y SCORE 250 concentrado
emulsionable ( 250 g L de difenoconazol ) de Syngenta fueron utilizados en este trabajo.
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Muestreo. Los muestreos se realizaron a los 0 (1 h después de realizada la aplicacion), 6,
21 y 35 dias pos-aplicacion, coincidiendo el Gltimo muestreo con el dia de cosecha de la
fruta. Las frutas se tomaron de forma aleatoria de los distintos arboles de cada tratamiento.
La muestra de cada tratamiento se compone de una mezcla de 5-7 frutas que conformen
aproximadamente 1 kg de muestra. Posteriormente las frutas completas (incluida su
cascara tal como lo establece el Codex Alimentarius) fueron cortadas en cuartos y se
descartaron los cuartos opuestos para finalmente triturarlos otros dos cuartos hasta obtener
una mezcla homogénea.

Preparacion de muestra: método AcOEt.

Se pesaron 10 g de la muestra homogeneizada en un tubo de centrifuga de 50 mL. Se
agreg6 10 mL de AcOEt y se agité manualmente durante 1 min. Posteriormente se agregé
8 g de MgSO4 anhidro y 1 g de NaCl. Se agit6 durante 1 min y se coloc6é en bafio de
ultrasonido durante 15 min. Se centrifug6 a 5000 rpm durante 5 min. Se tomé una alicuota
de 1 mL del sobrenadante y se llevé a sequedad bajo corriente de N2 en un equipo
TurboVap® LV. El extracto se retom6 con 1 mL de MeCN. Esta metodologia ha sido
previamente evaluada y validada siguiendo las directrices de la guia SANCO.

Resultados y Discusion.

Previo a la realizacion del ensayo se desarroll6 un método instrumental por HPLC acoplado
a un espectrometro de masas en tandem, que permite la deteccion de todos los analitos
incluidos en el estudio de forma simultanea. EI mismo fue validado siguiendo las directrices
de la guia SANCO. En el Cuadro 2 se muestran las cifras de mérito evaluadas; la precision
y la exactitud del método a un nivel de 0,2 mg kg* de naranja.

Cuadro 2. Porcentajes de recuperacion (Rec %) y desviacion estandar relativa (DSR) a 0,2 mg kg
en naranja. *Expresado como suma de spinosyn A y D, tal como lo indican las normativas para
andlisis de residuos de pesticidas en alimentos

Pesticida Rec (%) DSR (%)
Imidacloprid 102,3 6,8
Spinosad* 69,7 3,6
Difenoconazol 96,2 6,9
Pyraclostrobin 98,9 59

Como resultado del analisis de las distintas muestras se observé que, para todos los
pesticidas evaluados, al momento de la cosecha la cantidad de los mismos sobre la fruta
no supera los LMRs, mientras que en el dia de aplicacion solamente difenoconazol superé
su LMR (0,1 mg kg?') en mandarina ‘Nova’. A continuacién se muestran las curvas de
disipacion para difenoconazol en tratamientos sin y con capuchon en mandarina ‘Nova’ e
imidacloprid en naranja ‘Navelina’.
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Figuras 2 y 3. Comportamiento de la concentracion (mg Kg') de difenoconazol en mandarina respecto al tiempo
de aplicacion en tratamientos sin y con capuchén. Barras de desvio indican desviacién estandar de 3 replicas
de analisis. Variedad: ‘Nova’ , Salto,Uruguay.

Imidacloprid SC Imidacloprid CC
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Figuras 4 y 5. Comportamiento de la concentracion (mg Kg?) de imidacloprid respecto al tiempo de aplicacién
(dias) en tratamientos sin y con capuchén. Barras de desvio indican desviacion estandar de 3 replicas de
analisis. Variedad: ‘Navelina’, San José, Uruguay.

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de los principios activos
para una misma variedad en las dos zonas geogréficas evaluadas en este estudio donde
no existieron diferencias significativas en las temperaturas (T°maxima promedio 23,1-27,8
°C), la suma de radiacion solar por heliofania (6645-13846 cal/cm?2/dia) y las precipitaciones
(71,7-113,8 mm). Para imidacloprid, cuando la fruta es protegida de la radiacion solar y de
la lluvia mediante el uso de capuchones de nylon rojo, se favorece la permanencia del
principio activo sobre la fruta tanto en naranjas como en mandarinas, y esto sucede en
ambas zonas del pais.. Por otro lado, para pyraclostrobin e imidacloprid se observaron
diferencias significativas entre la cantidad de residuos remanentes al momento de la
cosecha sobre las dos variedades citricas evaluadas en los tratamientos sin capuchoén. En
ambos casos, se determinaron mayores cantidades de dichos principios activos sobre
mandarinas; pyraclostrobin 0,24 respecto a 0,15 mg kg! en naranja mientras que la
concentracion de imidacloprid fue 0,12 y 0,03 mg kg! para mandarina y naranja
respectivamente.

Conclusiones
Los resultados obtenidos (concentracion de pesticidas menores a los LMRs al momento de
la cosecha) permitirian aseguran la inocuidad alimentaria de los frutos citricos y el
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cumplimiento de las buenas préacticas agricolas por parte de los productores si los cultivos
fueran realizados y tratados en las condiciones del experimento
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Introduccion

La presencia de mosca de la fruta (Ceratitis capitata y Anastrepha fraterculus) en el territorio
nacional conlleva la necesidad de un tratamiento cuarentenario para erradicar larvas vivas en
los frutos citricos exportados a Estados Unidos. Los protocolos de exportacion sugieren la
posible adopcion de tres tipos de tratamientos para los frutos citricos: irradiacion (rayos gamma),
bromuro de metilo y bajas temperaturas (tratamiento de frio) (USDA-APHIS).

Los tratamientos mencionados anteriormente pueden provocar cambios a nivel de la calidad
externa o interna de la fruta, muchas veces no deseados. Se ha descrito un posible deterioro
del sabor y la apariciébn de manchas en la piel de frutos citricos tratados con rayos gama
(McDonald et al., 2013). EI bromuro de metilo es utilizado como tratamiento cuarentenario para
evitar la presencia de larvas de la mosca vivas en otros cultivos, como es el caso del arandano,
en donde el deterioro que provoca en la calidad del fruto es minimo durante el almacenamiento
refrigerado (Feippe et al., 2010). La aplicacion de bajas temperaturas durante el almacenamiento
postcosecha es también una de las principales tecnologias utilizadas para extender la vida util
de frutos citricos. Sin embargo, la mayoria de los frutos citricos son sensibles a las bajas
temperaturas, desarrollando diversos sintomas de dafio en la piel, conocidos como dafio por frio
(DF), los cuales no afectan la calidad interna del producto, pero si deterioran la calidad comercial
del mismo (Lafuente y Zacarias, 2006).

Para las condiciones de Uruguay, se desconoce la sensibilidad de las diferentes variedades
exportadas a estas opciones de tratamientos cuarentenarios. Este trabajo plantea la evaluaciéon
de la calidad de fruta e incidencia de DF en la piel durante el almacenamiento refrigerado de
frutos tratados con rayos gamma, bromuro de metilo y bajas temperaturas. Este trabajo también
aborda la evaluacion de diferentes tecnologias postcosecha con el objetivo de reducir o
minimizar la incidencia de DF durante la cuarentena por frio.

Materiales y Métodos

Los frutos fueron sometidos a tres tipos de tratamientos cuarentenarios reconocidos para la
exportacion de fruta fresca a Estados Unidos: Irradiacion, bromuro de metilo, frio (USDA-
APHIS). Los tratamientos de irradiacion se aplicaron a cajas comerciales de la variedad Afourer
y las dosis fueron de 0,150, 250, 500 y 1000Gy. Posteriormente se evalud la calidad de fruta
durante el almacenamiento refrigerado. De forma similar, cajas comercialmente empacadas de
las naranjas Navelina, Salustiana y W. Navel, asi como limones plateados y amarillos, la
mandarina Clemenules y Nova y la variedad Afourer fueron sometidas al tratamiento
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cuarentenario con bromuro de metilo (32 g/m? 2 horas a 21°C). Luego del tratamiento se evalué
la calidad de la fruta durante el almacenamiento refrigerado.

Para el caso del tratamiento por bajas temperaturas, la fruta fue cosechada en condiciones
comerciales y el procesamiento y empaque se realizaron en una minilinea experimental de
dimensiones semi-comerciales ubicada en la Estacién Experimental de INIA Salto Grande. El
primer afio se utilizaron las variedades Afourer, Newhall y Salustiana en las cuales se evalugd el
efecto del agregado de Giberelinas (GAs, 20ppm) en solucidon acuosa en forma previa al
encerado. También se evalué el posible efecto de dos tipos de ceras (14 y 18% de sdlidos) en
la incidencia de dafio por frio en estas tres variedades y también en la mandarina Nova.

Paralelamente, se evaluo el efecto del estado de madurez en la incidencia de DF en la variedad
Clementina de Nules. Para esto se cosecharon y compararon frutas en estado totalmente
coloreado y frutas verdosas. El segundo afio se evalu6 nuevamente el efecto de la aplicacion
de dos tipos de ceras contrastantes en la proporcién de solidos (12 y 18% de sélidos) y de la
adicion de GAs (20 ppm) aplicada conjuntamente con la cera. Se trabajo con las variedades:
Satsuma Okitsu (Citrus unshiu), Satsuma Owari (Citrus unshiu), Clementina de Nules (Citrus
reticulata), Navelina (Citrus sinensis), Afourer (Citrus reticulata), Limén Lisbon verdosos (Pintdn)
y Limén Lisbon amarillos (Citrus limon).

La incidencia de DF en la piel de los frutos se determindé mediante el indice de DF (IDF). Para
ello se utilizaron 3 repeticiones de 20 frutos por tratamiento, los cuales se clasificaron en
diferentes categorias utilizando una escala visual, segun el siguiente criterio: 0=sin dafios
visibles; 1= dafios ligeros, abarcando hasta un 10% de la superficie del fruto; 2=dafios
moderados, abarcando entre 10 y 50% de la superficie del fruto y 3= dafios severos, abarcando
mas del 50% de la superficie del fruto (Lafuente et al., 1997). El IDF se calcul6 mediante la
férmula: > (ndmero de frutos de cada categoria x valor de cada categoria)/ nimero total de
frutos examinados. Destacar que con un IDF inferior a 0,5 la fruta es completamente comercial;
valores superiores indican un creciente deterioro de la calidad cosmética de los frutos.

En todos los casos, los frutos fueron sometidos a un tratamiento cuarentenario seguin
protocolo para USA ("Treatment Manual, Plant Protection and Quarantine"; T107-A-1; USDA-
APHIS) y simulando una doble cuarentena por frio mas la posterior vida mostrador de 7 dias.
En todos los casos se realizaron dos repeticiones del ensayo para todas las variedades
evaluadas. El disefio experimental fue completamente aleatorio para todos los experimentos,
con cinco repeticiones de 15 o 20 frutas por variedad, realizandose un ANOVA de los datos para
evaluar el efecto de los tratamientos sobre el DF y una comparacién de medias mediante la
prueba Tukey (p<0,05). Los datos porcentuales fueron analizados luego de la conversién arc-
sen de los datos.

Resultados
Irradiacion

Los frutos fueron tratados con diferentes dosis 0, 150, 250, 500, 1000 Gy. La fruta presento
manchas intensas en la superficie de la piel incluso 3 dias después del tratamiento. No
existié un efecto en el control de Penicillium (cepas S y R a IMZ) compatible con la calidad
de la fruta (datos no mostrados).
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Bromuro de metilo

Los frutos tratados presentaron diferentes niveles de manchas en la piel, siendo mas
marcado en Afourer (50%), limones (20-50%) y en Salustiana y W.Navel (5-10%). A su vez
la fruta presentd un sabor inaceptable.

Bajas temperaturas-Frio

Los frutos mostraron un comportamiento aceptable durante el tratamiento cuarentenario de
frio, mostrando en todos los casos una IDF menor a 0,5, siendo fruta comercialmente
aceptable. Destacar ademas que con estos niveles de dafio no existié efecto observable de
los diferentes tipos de ceras (12, 14 y 18% de sélidos) y tampoco de la aplicacién de GA;
(20ppm) tanto en solucién acuosa como conjuntamente con la cera. Destacar si la menor
pérdida de peso en los frutos encerados en comparacién con el control (datos no
mostrados). Los principales resultados se presentan en la Figura 1.

Satsuma Okitsu Limoén verdoso
Satsuma Owatri L|mon amarillo
1
4 j. ,”
Clementina Afourer

‘I |
I cora ara 17% o3 12%+GA o 18 ura 18%4GA San cofa ata 128 Cona 12%-GA ta 18N Covia 38%+GA

nika et =W migdia 83000 s30d+TeW

Figura 1. Incidencia de dafio por frio medida como indice de dafio (0-3) en Satsuma Okitsu y Owari,
Clementina, Limones var. Lisbon verdosos y amarillos y Afourer tras 18 y 30 diasa 1,0+ 0,5 °Cy
posterior vida mostrador (VM) a 20°C durante 7 dias (30d + 7d VM). Los frutos fueron tratados con
ceras de 12 y 18% de sélidos con o sin adicién de GA (20ppm) en la misma. Las barras de desvios
representan +EE.

En la variedad Nova, el IDF fue mayor en frutos sin encerar que en frutos encerados, aunque
en ningun caso sobrepaso el valor de 0,3, incluso luego de una doble cuarentena (Tabla 1).
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Tabla 1. Influencia del tipo de encerado (14 y 18% de sélidos) en el indice de dafio por frio (IDF) en
frutos de la variedad Nova después del tratamiento cuarentenario convencional (18d, 1 £ 0,5°C), de
una doble cuarentena (30d, 1 + 0,5°C) y posterior 7 dias de vida mostrador (30, 1 £ 0,5°C +7d, 20
OC)

IDF
Nova 18d 30d 30+7d
Control 0,03 0,22a 0,25 a
14% 0,01 0,06b 0,06 b
18% 0,03 0,06b 0,06 b

Medias en columnas seguidas de igual letra no difieren significativamente (Tukey p<0,05). La ausencia de letras
indica que no existen diferencias significativas entre tratamientos.

En Clementina de Nules se observd un efecto del estado de madurez en el IDF, en donde
los frutos verdosos presentaron una mayor incidencia que los frutos completamente
coloreados (Tabla 2), sugiriendo que la resistencia al frio estaria asociada al estado de
madurez de la fruta y con ello a la composicion de la piel de los frutos. Por lo tanto, es
importante destacar que la resistencia a las bajas temperaturas se determina en gran
medida a nivel de campo y que el manejo durante la postcosecha podria aportar a mitigar
la incidencia de dafio.

Tabla 2. Incidencia de dafio por frio evaluada como el indice de dafio por frio- (IDF) en frutos de Clementina de
Nules en dos estados de madurez (coloreado y verdosas) y sometidas a dos tipos de encerado (14 y 18% de
sdlidos), después del tratamiento cuarentenario convencional (18d, 1 + 0,5°C), de una doble cuarentena (30d,
1+ 0,5°C) y posterior 7 dias de vida mostrador (30, 1 + 0,5°C +7d, 20°C).

IDF
Clementina de Nules 18d 30d 30+7d
Fruta Coloreada Control 0 Ob 0,14 b
14% 0 Ob 0,01 b
18% 0 Ob 0,01 b
Fruta Verdosa Control 0,08 0,17 a 0,38 a
14% 0,11 0,22 a 0,29 ab
18% 0,03 0,12 a 0,16 b

Medias en columna seguidas de igual letra no difieren significativamente (Tukey p<0,05). La ausencia de letras
indica que no existen diferencias significativas entre tratamientos.

Conclusiones
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Los tratamientos de irradiacién o aplicacion de bromuro de metilo no son recomendables
para ser aplicados en frutos citricos ya que deterioran tanto la calidad externa como interna
a niveles inaceptables. En general se observd un comportamiento favorable de las
variedades producidas a nivel nacional al ser sometidas al tratamiento cuarentenario por
frio. La incidencia de dafio por frio fue baja durante los afios de ensayos en los que se aplico
el tratamiento cuarentenario obligatorio. En los dos afios se contd con fruta completamente
comercial (IDF < 0,5), independientemente del tratamiento postcosecha. La aplicacion de
ceras (12-14 o 18% de sélidos) logré reducir en forma significativa la pérdida de peso y
mitigar en algunos casos la incidencia de DF. La adicién de GA (20ppm), tanto en aplicacion
acuosa como con la cera, no mostrd un efecto diferencial en el DF. Se observé una mayor
incidencia de DF en la mandarina Clementina cosechada verdosa, por lo que es necesario
cosechar la fruta en el estado de madurez adecuada. Destacar que el tratamiento por frio
no afecté significativamente la calidad interna de las diferentes variedades evaluadas (datos
no mostrados).
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Introduccion

El desarrollo de resistencia a diferentes principios activos (P.A.) por parte de los principales
patdgenos postcosecha, asi como los cambios en la reglamentacion referente a los
principios activos permitidos, en combinacidon con las nuevas reglamentaciones en
inocuidad que establecen la presencia de un nimero maximo de principios activos sobre la
fruta, ha llevado a la necesidad de desarrollar nuevas alternativas para el manejo integrado
de patégenos en postcosecha.

Penicillium spp. constituye la principal causa de pérdidas durante la postcoseha de frutos
citricos. A su vez, trabajos anteriores han demostrado la existencia de aislamientos de
Penicillium digitatum resistentes al imazalil (IMZ) a nivel nacional (Pérez et al., 2011),
principal fungicida aplicado para su control en postcosecha. Con el objetivo de analizar esta
problematica y brindar alternativas para el manejo de esta situacién, el presente trabajo
recopila los diferentes avances en la tematica a nivel nacional. También se abordara la
relacién entre el nivel de residuos de los principales fungicidas aplicados en postcosecha
de frutos citricos y su velocidad de disipacion o efectividad en el control de patégenos.
Aportes para el manejo integrado de Penicillium

Basados en resultados previos, se trabaj6é con la inoculacién de un aislamiento sensible y
uno resistente a IMZ segun metodologia detallada en Pérez et al. (2011), de forma de
comparar la efectividad de nuevas alternativas para controlar ambos biotipos, pero
especialmente para potenciar el control de aquellas cepas resistentes al IMZ. Durante varios
afos de trabajo, se han evaluado diferentes alternativas, entre las que destacan principios
activos que pueden potenciar el control del IMZ en biotipos resistentes, asi como también
la adicion de sales o altas temperaturas en las diferentes etapas de aplicacion de productos.
Durante la aplicacion de productos en postcosecha, es clave el método de aplicacion
seleccionado ya que el mismo determina directamente el residuo logrado sobre la fruta y
por tanto, la efectividad del control. Los resultados obtenidos indican que la aplicacion
mediante inmersion es el método mas eficiente para maximizar los residuos del producto
en la fruta y por lo tanto, el control del patégeno. A su vez, la aplicacibn mediante cascada
ha demostrado ser més eficiente que el método de aspersion, siempre y cuando el caldo re-
circulante se mantenga en condiciones adecuadas. De la misma forma, cuando se trabaja
con caldos re-circulantes en el drencher, es fundamental la adicion de un filtro al sistema,
de forma de maximizar la durabilidad de dicho caldo, evitando la presencia de materia
organica en el mismo.
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Nivel de residuos efectivo para el control de patégenos postcosecha y disipacién durante el
almacenamiento refrigerado

El nivel de residuos del producto logrado sobre la fruta es clave a la hora de maximizar el
control del patégeno. El mismo depende de varios factores: 1) Dosis y concentracion del
caldo/producto; 2) método de aplicacion (inmersibn>cascada>aspersion para una misma
concentracion de producto); 3) condiciones de la aplicacion (temperatura, adicién de sales
u otros productos al caldo; presencia de materia organica) y 4) variedad o especie citrica
(Naranjas vs. Mandarinas o Limones).

Trabajos realizados indican que es necesario lograr un residuo en la fruta de entre 2y 3ppm
para controlar efectivamente el patégeno sensible al IMZ, mientras que el biotipo resistente
no es controlado efectivamente con ningun residuo de este P.A. (Lado et al., 2013). Es mas,
el control del biotipo sensible no fue eficiente con residuos en fruta de entre 0,60y 0,89ppm.
Sin embargo, si se logré un control efectivo de este biotipo con los siguientes tratamientos
y niveles de residuos en fruta entera:

Tratamiento aplicado en cascada Residuo inicial logrado en fruta entera
IMZ 1000ppm a 50°C: 1,50-1,80 ppm
IMZ 1000ppm + 3% BIC: 0,60-0,90 ppm
IMZ 3000ppm en la cera: 3,0-4,8 ppm

Lo anterior demuestra que la adopcion de otras estrategias (agua caliente 50°C o sales en el
caldo) pueden potenciar el control de Penicillium, incluso con un menor nivel de residuos en
fruta (Lado et al., 2013). La aplicacidon en agua caliente (50°C) provoca un aumento en el nivel
de residuos en la fruta, el cual puede llegar a duplicarse, mientras que la adicion de sales
(bicarbonato o sorbato) no lleva a mayores cambios en los residuos en la fruta. Sin embargo, se
ha descrito un posible efecto asociado a cambios en el pH del caldo, lo cual puede llegar a
modificar la absorcion del P.A., y por tanto, aumentar el nivel de residuos en la fruta (Cerioni et
al., 2013). Es importante tener en cuenta también que la disipacién del residuo durante el
almacenamiento depende de la temperatura, pudiendo existir diferencias importantes con pocos
grados de variacién en esta variable, siendo la misma més rapida a 4°C (Besil et al., 2015) que
a 2°C (Lado et al., 2013). En mandarinas clementinas tratadas mediante cascada (1000 o
2000ppm IMZ) se logré un residuo de 0,43-0,48ppm, permaneciendo un 35% del residuo inicial
luego de 28 dias de almacenamiento a 4°C (Figura 1).

La utilizacién de otras moléculas también complementa el control de biotipos resistentes al IMZ,
por lo que es importante conocer la dinamica del residuo de estos otros principios activos
durante el almacenamiento. A nivel nacional se ha evaluado la efectividad del pirimetanil (PYR)
(Figura 2 y Tabla 1) y del fludioxonil (Figura 1) para el control de biotipos sensibles y resistentes
a IMZ, destacando el primero como una posible alternativa a ser aplicada en conjunto con IMZ.
La concentracion propuesta para lograr un control efectivo se sitda entre 500 y 1000ppm en el
caldo, siendo deseable también su aplicaciébn conjunta con otras alternativas de manejo
integrado. Es importante tener en cuenta que el PYR es una molécula altamente estable a 4°C,
por lo que la disipacion es minima, siendo importante lograr un residuo adecuado (efectivo en
el control y por debajo del LMR) en el momento de la aplicacion (Figura 1). Por otro lado, el uso
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continuado de este P.A. puede provocar desarrollo de resistencia por parte del patégeno, como
se ha descrito en Argentina para una cepa aislada de plantas de empaque, la cual no fue
controlada por la aplicacion de 1000ppm (Vasquez et al., 2014). También se ha descrito
recientemente en Sudafrica la existencia de cepas con resistencia multiple (IMZ, guazatina,
tiabendazol y propiconazol) (Erasmus et al., 2015). Es asi como la adopcidn de nuevos principios
activos debe ser realizada en combinacién con otras estrategias de manejo integrado (adicién
de sales, alta temperatura, desinfeccién y limpieza de bins, lineas de procesamiento de fruta y
cadmaras de almacenamiento) que permitan minimizar el posible desarrollo de resistencia a
nuevos principios activos.

A continuaciéon se presentan resultados nacionales sobre la evaluacién de diferentes
alternativas para ser aplicadas en combinacion con fungicidas durante la postcosecha de
frutos citricos.
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Figura 1. Curva de disipacién del PYR (D) e IMZ (C) aplicados mediante cascada a razon de
1000ppm durante el almacenamiento a 4°C.
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Figura 2. Incidencia de P. digitatum sensible y resistente al IMZ segin tratamiento aplicado en
Ellendale, luego de 15 dias a 20°C. Medias seguidas de igual letra entre tratamientos no difieren
significativamente (Tukey p<0,05). Referencias: Control (fruta tratada con agua); IMZ1500= imazalil
aplicado a 1500 mg L%; IMZ+PYR= imazalil 500 pL Lt + pirimetanil 500 pL L1 (Philabuster 500 pL L-
1); PYR500= pirimetanil 500 pyL L1; FLU500=fludioxonil 500 pL L*; IMZ500=imazalil 500 mg L%;
IMZ+CS= imazalil500 mg L-1+carbonato de sodio 1,5 %; CS1,5 %= carbonato de sodio 1,5 %.
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Tabla 1. Incidencia y esporulacién (%) de P. digitatum sensible y resistente al IMZ segUn tratamiento
aplicado en naranjas Valencia, luego de 15 dias a 20°C

Incidencia (%) Esporulacién (%)

Tratamiento Sensible Resistente Sensible Resistente
Control (agua) 83,0a 65,0 a 725a 58,8 a
Sorbato de K (SP) 1 % (p/v) 30,5b 60,0 a 225¢c 50,0 a
SP 2 % (p/v) 58,5 a 28,0b 475D 250b
SP 3 % (p/v) 29,0b 355b 21,3c 30,0b
Philabuster 750 pL Lt 3,50 ¢ 525d 2,60d 6,25d
IMZ 1500 mg L* 1,10¢c 10,0 cd 1,25d 10,0 cd
IMZ 500 mg L! 6,25 ¢ 235hb 5,10 d 18,0 bc

IMZ 500 mg L1+ SP 2% 10,5¢ 255b 10,0 cd 225b
Philabuster 750 uL L + SP 2
% 4,10c 3,55d 5,10 d 3,75d
Medias seguidas de igual letra dentro de la misma columna no difieren significativamente
(Tukey p<0,05)

Evaluacion de alternativas complementarias a los fungicidas en el manejo integrado de
Penicillium

Diferentes opciones han sido evaluadas para apoyar el manejo integrado de Penicillium
durante la postcosecha de frutos citricos. En este contexto, destacan las aplicaciones de
sorbato de K, bicarbonato o carbonato de Na y la aplicacion de fosfitos (principalmente de
Ca o K). Es importante destacar que todos estos compuestos no pueden ser pensados
como sustitutos de los fungicidas sino como posibles “co-adyuvantes” que potencien el
control del patégeno, enlenteciendo el crecimiento del mismo o modificando las condiciones
del medio para que sea menos propicio para su desarrollo. Es asi como la adicion de
carbonato de Na al 1,5% al IMZ potencié el control de biotipos resistentes en Ellendale
(Figura 2), asi como también provocé un enlentecimiento del crecimiento de ambos biotipos
del patégeno en frutos sin fungicida (Figura 2). La adicion de sorbato de K (2%) al caldo
también provoco una reduccion del crecimiento, principalmente del biotipo resistente (Tabla
1), aunque su adicion a los fungicidas en el caso de naranjas Valencia no provoc6 una
diferencia significativa en el control (Tabla 1). Este efecto si fue observado en otras
variedades, siendo mas importante en el caso de mandarinas. En mandarina Satsuma
Owari, la adicion de sorbato de K-2%, fosfito de Ca (1%) o bicarbonato de Na (3%) en el
drencher ha demostrado potenciar el control de ambos biotipos del patégeno a la salida del
desverdizado en mandarina satsuma (Figura 2).
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Figura 2. Incidencia y esporulacién de Penicillium digitatum en Satsuma Owari inoculada segin
tratamiento en salida de desverdizado (96 horas 19-21°C 1-3ppm etileno y 95%HR) y 24 horas T
ambiente. Referencias: KS2%=sorbato de potasio 2%p/v; BIC3%=bicarbonato de sodio al 3%pl/v;
PropCa2%-=propionato de calcio al 2%pl/v; Fosfito Ca 1%=fosfito de calcio al 1%vlv;
TestQta=(guazatinal000ppm + procloraz 1000ppm + 2,4D 25ppm). Medias seguidas de igual letra
entre tratamientos no difieren significativamente (Tukey p<0,05).

La aplicacion de fosfito de Ca (1%) puede constituirse como otra alternativa para ser
combinada con fungicidas de forma de potenciar el control de Penicillium en mandarinas
tempranas y durante el desverdizado (Tabla 2). Diferentes fosfitos, asi como su efectividad
han sido evaluados también por Cerioni et al (2013), presentando resultados alentadores.
Resultados a nivel nacional muestran que existe cierta sinergia en el control en la mezcla
de IMZ y fosfito de Ca 1% para el control de aislamientos resistentes al IMZ. Lo mismo
ocurre con el PYR y los aislamientos sensibles (datos ho mostrados). El fosfito de Ca 1%
en mezcla con bicarbonato de Na 3%, asi como la mezcla de este ultimo con sorbato de K
1% alcanzaron un control efectivo de P. digitatum luego de 7 dias a 20°C, no
diferenciandose del testigo con fungicidas (guazatina y procloraz) (datos no mostrados). La
combinacién de sorbato de K y bicarbonato de Na posee una accion importante en si misma,
potenciando también el control de ambos aislamientos por parte de los fungicidas evaluados
(IMZ y PYR) (datos no mostrados).

Tabla 2. Incidencia (%) de Penicillium digitatum en naranja navel inoculada segun
tratamiento aplicado en drencher, luego de 10 dias a 20°C.

Cepa Resistente Sensible pSvsR
Control 875a 855a 0,573
FCal% 15,5b 29,0 b 0,026

IMZ 120D 6,0 cd 0,048
PYR 6,0 bc 10,5¢ 0,069
FCa + IMZ 25c 2,0d 0,868
FCa + PYR 5,0 bc 5,5cd 0,932

Referencias: FCa 1%=fosfito de calcio al 1%v/v; PYR= pirimetanil 487ppm; IMZ=imazalil 1000ppm. Medias
seguidas de igual letra entre tratamientos no difieren significativamente (Tukey p<0.05). Se presenta la
comparacion (p S vs. R) del aislamiento sensible versus el resistente al IMZ para cada tratamiento.
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Conclusiones

El control de patdgenos postcosecha no puede estar basado Unicamente en la aplicacion
de fungicidas durante la postcosecha, sino en la integracion de un paquete de medidas de
control integrado que tiendan a minimizar la presencia del patégeno en el campo y planta
de empaque. Es asi como la limpieza y desinfeccion de cajonesy bins, asi como de cAmaras
y planta de empaque se vuelven claves para minimizar el indculo del patégeno. El cambio
de madera por plastico es una medida altamente recomendable para minimizar la presencia
de in6culo. La adicién de sales (sorbato de K y carbonatos) ha demostrado ser una
alternativa para enlentecer el crecimiento y desarrollo de la infeccion y por tanto, colaborar
en el control. La adicion de fosfitos, durante el drencher o en la linea, puede constituirse
como una estrategia integrada de control para potenciar los fungicidas.

El nivel de residuos en la fruta determina directamente el control, por lo tanto es deseable
que la aplicacion de IMZ alcance al menos 2-3 ppm en fruta entera, de forma de que el
control del biotipo sensible sea adecuado. En el caso del biotipo resistente, la adicién de
sales 0 de PYR (500-1000ppm) potencia el control del patégeno. En relacion a este P.A.
hay que tener en cuenta que es una molécula muy estable y su disipacién es minima, por
lo que esto debe ser tomado en cuenta a la hora de la aplicacién, asi como su persistencia
en diferentes superficies. A su vez, también es posible el desarrollo de resistencia a esta
molécula, ya descrita en Argentina, por lo que es imperioso integrarlo con otras medidas de
manejo que aporten a reducir el nivel de in6culo del patégeno en plantas de empaque,
minimizando el posible desarrollo de resistencia.
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Pudricion amarga: Evaluacion del fruitgard pz100 (p.a. propiconazole) para el
control de Geotrichum citri aurantii
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1. Introduccién

La pudricién amarga en citricos es provocada por un hongo similar a una levadura conocido
como Galactomyces citri-aurantii E.E. Butler (anamorfo Geotrichum citri aurantii (Ferraris)
E.E. Butler. El habitat natural del hongo es el suelo y llega a la fruta por el salpicado de
agua, por particulas de tierra movidas por el viento o por insectos. Generalmente no es
capaz de provocar infecciones en campo, pero si en postcosecha bajo ciertas condiciones
tales como: fruta sobremadura, desverdizada o expuesta a condiciones de temperatura y
humedad relativa altas. En Uruguay, tradicionalmente el patdégeno ha sido controlado
mediante la aplicacion postcosecha de sulfato de guanidina (Guazatina). Sin embargo, este
producto fue restringido para su uso en la Unién Europea, no esta registrado en Estados
Unidos y esto obliga a pensar en otros fungicidas alternativos para controlar la enfermedad.
Los objetivos del presente trabajo fueron: a) evaluar el efecto del Fruitgard PZ100
(Propiconazole 9,8%) en el control de la pudricion por Geotrichum citri aurantii en fruta citrica
b) conocer la minima concentracion del fungicida que inhibe in vitro el desarrollo del
patdgeno y, c) evaluar el residuo efectivo sobre la fruta para el control de una cepa sensible
al producto.

2. Materiales y métodos.
2.1 Patégeno

Para las inoculaciones artificiales, se utilizé un aislamiento de campo de Geotrichum citri
aurantii (GOFL). La concentracién fue ajustada a 10° esporas.mL™ con el auxilio de una
camara de Neubauer y se agrego cicloheximida a razén de 10 uyg.mL™.

2.2 Evaluacion de la efectividad del fungicida. Tratamientos e inoculacién

Se trabajo con frutos de naranja dulce var. Valencia cosechada en predios comerciales el
28 de febrero y 12 de marzo de 2014 (un dia previo a la inoculacion). En laboratorio, la fruta
fue lavada y desinfectada superficialmente. Luego de enjuagada y secada fue inoculada
con un punzon de 2 mm de profundidad y 1 mm de ancho embebido en la solucién de
esporas. Posteriormente, la fruta se mantuvo a temperatura controlada a 20 °C durante 18-
20 h, hasta la aplicacion de los distintos tratamientos por inmersion durante 30 s a razon de
600 mL cada 100 L. El testigo consistio en fruta inoculada y bafiada con agua. La fruta fue
colocada sobre maples de cartén y se cubrieron durante 7 d con bolsas de nylon asperjadas
internamente con agua para mantener las condiciones de humedad necesarias para el
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desarrollo de las infecciones del patdgeno. Los productos utilizados fueron: Fruitgard AG20
(p.a. Guazatina 20,4 %) y Fruitgard, PZ 100 (Propiconazole 9.8%) ambos proporcionados
por la firma Enzur S.A.

2.3 Evaluacion del residuo efectivo de Propiconazole en fruta.

Se utilizé fruta de mandarina Clementina madura, la cual fue desinfectada y tratada con 500
ppm de Imazalil para evitar las infecciones con Penicillium spp. Posteriormente la fruta fue
inoculada con G. citri aurantii y la misma se mantuvo en camara humeda por 18-20 h,
cuando fue tratada por inmersion 60s con el fungicida. Las concentraciones de
Propiconazole aplicadas fueron 600, 1000 y 2000 ppm. El testigo fue tratado con agua.
Luego de la aplicaciéon y secado de los frutos, se realiz6 la determinacion de residuos de
Propiconazole en fruta entera. El resto de la fruta se mantuvo durante 20 d a temperatura
de 1 + 0,5°C y posteriormente la fruta se mantuvo por un periodo de 7 d a 15-20 °C,
evaluandose la incidencia de la enfermedad y realizando el analisis del residuo de
propiconazol remanente sobre la fruta el dia de aplicacion y tras 20 y 27 d de
almacenamiento.

2.4 Minima concentracion Inhibitoria.

Durante la primavera 2014 se realiz6 una prospeccion de aislamientos de G. citri aurantii de
diferentes zonas y cuadros en produccién. En total se obtuvieron 151 aislamientos de
predios de Salto, Paysandl y San José y 13 aislamientos de plantas de empaque. Para
todos los aislamientos se realizaron cultivos monospoéricos que fueron testados por
patogenicidad en frutos de estacién sobremaduros. La minima concentracion inhibitoria fue
realizada para 127 aislamientos utilizando placas de 24 pocillos. Las dosis utilizadas fueron
entre 0,2 y 2,5 ppm de principio activo.

2.3 Andlisis estadistico

Para la evaluacion del efecto fungicida, se realizaron 6 repeticiones de 25 frutas cada una
por tratamiento y para la evaluacion del efecto del residuo efectivo sobre la fruta se utilizaron
3 repeticiones de 10 frutas cada una. En ambos casos se realiz6 un disefio completamente
al azar. Los datos fueron analizados mediante el procedimiento GLM programa SAS (SAS
Institute INc., Cary, NC.). La comparacién de medias se realiz6 mediante el test de Tukey
(p=0,05). El experimento se repiti6é dos veces.

3. Resultados

3.1 Evaluacion de la efectividad del fungicida

La efectividad del Propiconazole para controlar Geotrichum fue similar o incluso superior al
control logrado con Guazatina en ambos ensayos realizados en naranja Valencia (Cuadro

1). Esto sugiere a este principio activo como una posible alternativa para el control
postcosecha de este patdégeno.
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Cuadro 1. Incidencia de Geotrichum citri aurantii (%) en naranja Valencia artificialmente
inoculada y tratada con fungicidas.

Tratamiento Ensayol Ensayo?2
Control 90,0 a 76,0 a
Guazatina 200b 260b
Propiconazol 2,60c 0,60 b
C.V. 21,9% 15,9%

Medias seguidas de la misma letra no se diferencian significativamente Test de Tukey (p<0,05)

3.2 Evaluacién del residuo efectivo de Propiconazole para el control de podredumbre
amarga

Durante el almacenamiento refrigerado a 1°C no se registrd incidencia del patégeno
(tampoco en los frutos control no tratados con fungicidas), lo que sugiere una incapacidad
del hongo para desarrollarse efectivamente a esta temperatura. Se comprueba la necesidad
de contar con fruta bien madura y condiciones de alta humedad relativa para que se
desarrolle la enfermedad. La incidencia de podredumbres se registré Unicamente al
trasladar los frutos a condiciones de vida mostrador (Cuadro 2) en donde la incidencia fue
de un 80% en el control y de 30% en los frutos tratados con 600ppm (dosis de etiqueta). En
el caso de frutos tratados con 1000 y 2000ppm, el control fue efectivo, siendo menor al 10%
la incidencia registrada y sin diferencias entre ambos tratamientos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Incidencia (%) de Geotrichum en mandarinas clementina tras 20 d de cuarentena
por frioy 7 d de vida mostrador a 20°C.

Tratamiento Incidencia (%)
Control 80+10°
600ppm 30+£50°"

1000ppm 6,7£2,0°
2000ppm 35+£20°

Medias seguidas de la misma letra no se diferencian significativamente Test de Tukey (p<0,05)

La determinacion del nivel de residuos en fruta mostré por un lado, que durante el
almacenamiento refrigerado no se observo disipacion de los mismos, siendo un producto
altamente estable. Por otro lado, durante el almacenamiento en mostrador la disipacion fue
minima obteniéndose una vida media de aproximadamente 40 dias. Los resultados
mostraron también la necesidad de lograr un residuo de al menos 3 mg kg en fruta para
un control aceptable del patégeno (Cuadro 3). Cabe destacar que estos resultados deben
ser confirmados en otras variedades, aunque en el caso de mandarinas Clementinas, un
residuo inferior a 2 mg kg™ en el momento de la aplicaciéon no seria efectivo para reducir
la incidencia del patégeno, una vez que los frutos son removidos del almacenamiento
refrigerado (Cuadro 2).
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Cuadro 3. Residuos de Propiconazole (mg kg) en fruta entera en el momento de aplicacion
(0d) y tras 20 d de cuarentena por frio (20d) y 7 d de vida mostrador a 20°C (20d+7d)

Tiempo 600 ppm 1000 ppm

2000 ppm

0d 1,82+0,01 3,11+0,11
20d 1,39+0,04 3,23%0,07
20d+7d 151+0,04 3,11+0,11

3,68 + 0,23
3,63+0,11
3,01+0,11

3.3 Minima concentracion inhibitoria de Propiconazole

Los resultados sugieren la existencia de sensibilidad diferencial a este principio activo entre
la poblacién de aislamientos colectada. Se destaca un nimero importante de aislamientos
con capacidad para desarrollarse a concentraciones de 1 mg kg?! o superiores de
Propiconazole en placa (Figura 1). Se destaca entonces la importancia de lograr un residuo
adecuado sobre la fruta para evitar también el desarrollo de nueva resistencia a este

principio activo.

15
10

Aislamientos (nro.)

Propiconazole (ppm)

0203040506070809 1 15 2 25

Figura 1. Numero de aislamientos inhibidos in vitro por diferentes concentraciones de

Propiconazole (ppm).

4. Conclusiones

v" Fruitgard PZ100 tuvo un buen comportamiento para el control de Geotrichum citri
aurantirii inhibidos por 1 mg kgde Propiconazole en medio de cultivo.

v' Se recomienda la aplicacion de dosis mayores a 600 ppm, obteniéndose un control
aceptable a partir de 1000 ppm y con un residuo en fruta de al menos 3 mg kg*en

el momento de aplicaciéon

v' Algunas cepas fueron resistentes a 2.5 mg kg?' de Propiconazole in vitro lo que
confirma la necesidad de tener especial cuidado en las aplicaciones para obtener

los niveles de residuos en fruta recomendados.
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CORTINAS FORESTALES EN CITRICULTURA: ASPECTOS SANITARIOS Y
ALTERNTIVAS

Cortinas forestales en citricultura: aspectos sanitarios

Demian Gémez, Sofia Simeto.
Programa Nacional de Investigacibn Forestal. Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria. INIA Tacuarembd. Uruguay.

Contacto: dgomez@tb.inia.org.uy
Resumen

La forestacion en Uruguay ha crecido considerablemente durante los ultimos 20 afios a
partir del impulso politico de la década del 80 con la aprobacién de la Ley N° 15939. A partir
de la puesta en vigor de dicha ley, el area forestada crecié hasta alcanzar al presente
962.000 hectareas plantadas siendo Eucalyptus y Pinus los principales géneros plantados.

La especie Casuarina cunninghamiana ha sido extensamente utilizada como cortina en el
sector citricola en Uruguay. En los ultimos afios se ha observado muerte de cortinas en
predios citricolas por parte de escarabajos de ambrosia, principalmente platipodinos. La
especie detectada, Megaplatypus mutatus, es una especie de distribucién sudamericana
con un amplio rango de hospederos que produce galerias en el xilema para reproducirse y
alimentarse, siendo causante de quiebre y muerte en ataques severos. Si bien existen
especies alternativas de Eucalyptus o Pinus para ser utilizadas como cortinas, es importante
considerar la implementacion de buenas practicas silvicolas para asegurar la viabilidad de
las cortinas ante potenciales problemas sanitarios. En nuestro pais, el incremento del area
forestada y la apertura de fronteras al transito de productos forestales, han generado un
aumento de los problemas sanitarios debidos a la introduccién y establecimiento de nuevas
plagas y enfermedades desde areas donde los arboles son nativos hasta los nuevos
ambientes. En este escenario resulta de importancia considerar aspectos sanitarios al
momento de la eleccion de especies alternativas para utilizar como cortinas.

Evaluacién del crecimiento de especies de Eucalyptus
Fernando Resquin, Gustavo Balmelli.
Programa Nacional de Investigacion Forestal. Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria. INIA

Tacuarembd. Uruguay.

Contacto: fresquin@tb.inia.org.uy
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Resumen

La evaluacion del comportamiento de especies de Eucalyptus surge como una necesidad
gue tenia el sector forestal a partir de la ley de promocién de la forestacién implementada a
finales de los afos 80.

Si bien el pais contaba con cierta experiencia en el rubro habia una importante carencia de
informacién en cuanto al comportamiento de varias especies plantadas en el pais desde el
punto de vista de su adaptacion a los denominados suelos de prioridad forestal definidos
por la mencionada ley la cual se mantiene vigente en varios de los aspectos originales.

A raiz de esto, el Programa Forestal del INIA instal6 una serie de ensayos en todos los
grupos de suelos referidos y en algunos casos en sitios considerados marginales para el
crecimiento de los arboles. A su vez, se comenz6 con la evaluacion de las especies
contenidas en la ley y con otro grupo que por su comportamiento en su pais de origen
(Australia) se asumia que podian tener un buen desempefio en nuestras condiciones.

Como resultado de esto se generd informacion de especies y origenes en las distintas zonas
del pais desde el punto de vista del crecimiento, forma del fuste, propiedades de la madera,
comportamiento sanitario, entre otras. A su vez, se instalaron montes para la produccion de
semilla mejorada de las especies mas plantadas tanto por las empresas del sector como
por productores que utilizan a la forestacién con el objetivo de sombra, abrigo y madera
para uso propio.
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Aportes al conocimiento de las moscas de la fruta (Diptera: Tephritidae) en el
Uruguay

Maria V. Calvo?, Felicia Duarte?, Soledad Delgado?!, Mdénica Ziminov?!, Alejandra Borges?,
Gabriela Asplanato?, Elina Zefferino?, Iris B. Scatoni?
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Introducciéon

Las moscas de la fruta son especies particularmente dafiinas y cuarentenarias que limitan
el acceso de la fruta fresca a diferentes mercados. La conquista de esos mercados, en
general los de mayor poder adquisitivo, pasa por bajar los niveles de prevalencia de la o las
especies (segun el destino) para que estas no constituyan un riesgo para el pais importador.
La solucion al problema de las moscas de la fruta pasa por desarrollar y validar una serie
de tacticas de control que trascienden al predio y que deben integrarse en un manejo
regional o de areas extensas (Vreysen et al. 2007, Vargas et al. 2008), para lo cual sin duda
hay que ensayar dichas tacticas pero también generar informacion de base no existente a
nivel del pais para poder implementarlas con éxito.

El objetivo de la linea de investigacion que aqui se presenta es generar conocimiento para
disminuir la incidencia de las moscas de la fruta a niveles aceptables y reducir las
aplicaciones de insecticidas en los cultivos de frutales. El fin dltimo es que se pueda
desarrollar en el pais un programa especifico para estas plagas, que incluya la integracién
de tecnologias basadas en la biologia de los insectos, econdémicamente viable,
ambientalmente amigable y sostenible en el tiempo. Segun Vargas et al. (2008) las medidas
a integrar son la recoleccion y destruccion de la fruta de descarte, la aplicacion de cebos
téxicos, el trampeo masivo, la liberacion de machos estériles y la conservacion o liberacién
de parasitoides. Estas medidas deben integrarse en un orden preciso, las dos Ultimas
tacticas solo pueden aplicarse una vez que las anteriores han logrado bajar los niveles de
la poblacién, lo cual se determina a través del monitoreo exhaustivo.

La abundancia de las poblaciones de las moscas van a depender de la disponibilidad de
hospederos en la zona, razén por la cual la primera pregunta que nos planteamos responder
fue: Ceratitis capitata y Anastrepha fraterculus comparten los mismos hospederos?
Segun la literatura la polifagia observada por estas dos especies y la presencia de
hospederos cultivados y silvestres asegura que las poblaciones puedan desarrollarse
durante todo el afio por lo menos en algunas zonas (Ovrusky et al. 2003). La mosca del
mediterrdneo puede prosperar en ambientes muy perturbados y la mosca sudamericana
vive mejor en areas donde existen remanentes de vegetacion nativa o en los sitios donde
predominan sus hospederos nativos en relacion a los introducidos (Ovrusky et al., 2003).
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Lo anterior llevd a plantear la segunda pregunta: Ceratitis capitata y Anastrepha
fraterculus comparten el mismo habitat?

Ademas de la disponibilidad de hospederos, los factores abidticos como temperaturas
maximas y minimas, humedad relativa y lluvias influyen de forma significativa en la
abundancia de las poblaciones de las moscas de la fruta (Segura et al., 2004; Santos, 2008;
Vayssiéres et al., 2009). Estos factores afectan el desarrollo, la sobrevivencia de los
diferentes estados de desarrollo, la fecundidad y la longevidad de los adultos. En algunas
zonas la temperatura es el Unico factor climatico que parece tener efecto en la abundancia
de adultos de C. capitata y en la infestacién de los frutos (Segura et al., 2004). En zonas
subtropicales donde la temperatura fluctia dentro de niveles 6ptimos, la abundancia de C.
capitata estd afectada principalmente por las precipitaciones y la humedad relativa (Harris
y Lee, 1987). Los factores climéaticos también pueden incidir indirectamente en las
poblaciones de los tephritidos al afectar la regulacion ejercida por factores bidticos. Por
ejemplo la humedad del suelo afecta la sobrevivencia de las pupas de las moscas de las
frutas al afectar el desarrollo de hongos entomopatégenos (Ekesi et al., 2003). También
este factor unido al tipo de suelo, influye en la emergencia de los adultos de forma diferencial
segun la especie. Bento (2008) encontré que la emergencia de C. capitata es mayor en
suelos secos independiente del tipo, sin embargo la emergencia de A. fraterculus esta
influenciada por la interaccién entre tipo de suelo y humedad, siendo mayor en suelos con
mayor capacidad de retencién de agua. En funcién de la literatura antes citada, formulamos
la tercera pregunta: las condiciones climaticas permitiran explicar las diferencias en
abundancia que se observan en los diferentes periodos?

Otro de los factores biéticos que influyen en las poblaciones son los enemigos naturales.
En cada region existe un guild de parasitoides larval-pupal que esta viviendo sobre las
moscas de la fruta. Se ha encontrado que la variedad hospedante juega un papel importante
en el parasitismo, en algunas de ellas no se encuentran parasitoides, por ejemplo en citricos
en algunas regiones y sin embargo son abundantes en las especies frutales nativas. Una
explicacion puede ser la especie de tephritido que ataca en cada especie frutal. Los
parasitoides nativos no atacarian C. capitata y si parasitarian a A. fraterculus. La estrategia
de conservacion de enemigos naturales puede ser empleada para el control de A.
fraterculus en zonas donde existen remanentes de vegetacién nativa adyacentes a los
frutales cultivados (Ovrusky et al., 2004). Este es un aspecto no investigado hasta el
presente, entonces nos planteamos una pregunta para ello: cual sera el papel del
parasitismo en nuestro pais?

Materiales y Métodos

Para responder las preguntas antes planteadas, se estan llevando a cabo trabajos en los
Departamentos de Salto, Paysandl, San José, Canelones y Montevideo. Para determinar
si Ceratitis capitata y Anastrepha fraterculus se desarrollan en los mismos hospederos, se
realizaron colectas periédicas de noviembre 2013 a mayo 2015 de frutos maduros
susceptibles al ataque de tefritidos en hospederos silvestres y cultivos comerciales. En
frutales, las colectas estuvieron dirigidas a cultivos donde se contaba con antecedentes de
ataques de moscas de la fruta o se registraron capturas en trampas, asi como en sus
alrededores. Esta prospeccion se realiz6 también en sitios con diversidad de hospederos
nativos en areas con historial de dafos de moscas. Dado que la fruta atacada por estos
insectos se puede caer prematuramente, la colecta se realiz6 tanto en la planta (P) como
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en el suelo (S) debajo de la copa. Los frutos fueron llevados al laboratorio donde se los
pesaron y acondicionaron individualmente en recipientes de plastico con el fondo cubierto
por arena. Los recipientes fueron observados diariamente y la arena tamizada para detectar
la presencia de larvas y pupas de moscas de la fruta. Las pupas fueron contabilizadas y
trasladadas a placas Petri a la espera de la emergencia de adultos o parasitoides. Los
adultos y parasitoides obtenidos en laboratorio fueron contados, sexados e identificados.
Un mes antes de iniciados los muestreos de frutos se colocaron trampas McPhail cebadas
con proteina hidrolizada y Jackson cebadas con trimedlure en distintos establecimientos
comerciales de las zonas norte y sur del pais, con diversidad de hospederos cultivados:
frutales de hoja caduca, nativos y citricos. Se colocaron entre 15 y 30 trampas por
establecimiento dependiendo de la superficie, separadas entre si al menos por 50 m,
tratando de cubrir los diferentes cultivos presentes. En la mayoria de los establecimientos
fruticolas las trampas se mantiene aln colocadas, se revisan quincenalmente y se les hace
el mantenimiento y recebado con la frecuencia necesaria segun el tipo de trampa. Los
adultos colectados se contabilizaron, se sexaron en el caso de las trampas McPhail y se
calcularon los MTD. La metodologia aplicada ademas de aportar informacién sobre la
fluctuacion de las poblaciones de las moscas de la fruta objeto de estudio permitio
determinar si ambas especies estaban presentes en el mismo establecimiento y cultivo
simultaneamente.

Las variables climaticas, temperaturas maximas, minimas, medias y las precipitaciones
registradas en las Estaciones Meteorolégicas de INIA Salto Grande e INIA Las Brujas desde
junio de 2012 a agosto 2015, fueron analizadas y comparadas con los registros de capturas
en las diferentes trampas.

Resultados

A continuacion se presentan los resultados de esta linea de investigacion, organizados por
cada una de las preguntas que se formularon y para las cuales hay a la fecha algunos
avances. Mas detalles pueden encontrarse en Calvo et al (2014), Delgado et al (2014,
2015).

Ceratitis capitata y Anastrepha fraterculus comparten los mismos hospederos?

Los resultados corresponden a las emergencias de tefritidos ocurridas hasta mediados de
junio de 2015. Se recogieron 5802 frutos (430.5 kg), de los cuales 3858 (253.2 kg) provenian
de los Departamentos de Salto y Paysandu y 1944 (177.3 kg) de la zona sur.
Aproximadamente el 60% de los frutos fue colectado en la planta y el otro 40% provenia de
frutos caidos, que se recogieron en el suelo, debajo de la copa (Cuadro 1).

Emergieron de los frutos acondicionados en laboratorio 674 especimenes de A. fraterculus
y 848 de C. capitata, el 67% y 69% de los adultos respectivamente se obtuvieron de frutos
recogidos en el suelo. No se observan diferencias significativas (x>>0.05) entre machos y
hembras emergidos de fruto, por lo cual la proporcién sexual en ambas especies es cercana
a 1:1. En general, A. fraterculus se detecta con mayor frecuencia sobre frutos nativos, no
est& presente en citricos excepto en pomelo, en cambio C. capitata estéd presente en casi
todos los hospederos. En A. sellowiana y Acanthosyris spinescens (quebracho flojo) se
registraron emergencias de ambas especies de moscas en el mismo fruto, lo cual ocurrié
solo excepcionalmente.
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Ceratitis capitata y Anastrepha fraterculus comparten un mismo habitat?

En funcidn de las capturas registradas en citricos y frutales de hoja caduca pudo observarse
gque ambas especies de moscas estdn presentes en un mismo establecimiento, a
densidades diferentes, pero no lo hacen en forma simultanea (Figura 1). Lo anterior nos
lleva a plantear dos hipétesis, la primera es que C. capitata esta mejor adaptada al ambiente
de cultivos y es mas agresiva por lo que desplaza a A. fraterculus del habitat, y la segunda
es que las condiciones climaticas favorables para ambas especies son diferentes y por ello
una predomina en primavera y la otra lo hace hacia el verano y otofio. Si bien este
comportamiento se determind a través de las trampas, también pudo ser corroborado en
algunos casos a partir de los muestreos de frutos. El guayabo del pais, Acca sellowiana, fue
el hospedero donde se observé una gran abundancia de ambas especies en sus frutos, no
obstante C. capitata aparece en este hospedero tardiamente, cuando los frutos de las
especies comerciales no estan presentes por haber sido cosechadas o por no estar
préximos a maduracion.

Cuadro 1. Especies de moscas de la fruta registradas en diferentes hospederos, e intensidad del ataque
registrado a través del nimero de pupas/kg de fruta colectada en la planta o en el suelo, debajo de la copa.

Pupas/kg fruta Pupas/kg fruta
muestreada en muestreada en
la planta el suelo

18
2 15

Ceratitis Anastrepha

Frut .
uto capitata fraterculus

Durazno P
Pera William's
Manzana

Mandarina Clementina
Mandarina Ortanique
Naranja Navel

Naranja Valencia
Pomelo Duncan
Pomelo StarRuby
Mandarina Afourer
Bergamota

Cidra

Lima

Limon rugoso

Toronja

Araza Amarillo

Araza Rojo

Guaviyu

Guayabo brasilero
Guayabo del Pais
Maclura

Mataojo Colorado
Mburucuya

Nispero

Quebracho flojo
Ubajay

Butia

Higo

Kaki

Kumquat

Pitanga N
P = positivo, N = negativo, * = colectada en el suelo

ORFr O WO O
[e2]

34

100 54
29
31

45 128

56
585
94
240 68
11
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Figura 1. Capturas de Ceratitis capitata y Anastrepha fraterculus en Trampas McPhail, expresadas como MTD,
en dos establecimientos citricola (izquierda) y con frutales de hoja caduca (derecha) en Paysandu y Canelones
respectivamente.

Las condiciones climaticas permitiran explicar las diferencias en abundancia que se
observan en los diferentes periodos?
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Figura 2. Capturas de Ceratitis capitata en trampas
Jackson, expresadas como MTD, ubicadas en un
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En la temporada 2013-2014 las poblaciones de moscas de la fruta fueron menos
abundantes y aparecieron hacia el otofio, en cambio en la siguiente temporada los primeros
vuelos se registraron en primavera y se incrementaron hacia el verano y otofio. Algunos de
los factores climaticos analizado y que incidieron para que ello sucediera fueron las intensas
lluvias ocurridas en el verano 2014, que seguramente actuaron como uno de los factores
de mortalidad retrasando la aparicion de los vuelos de C. capitata lo que no ocurri6 en la
siguiente estacion, que se caracterizé por un periodo de lluvias escasas. Seguramente
contribuyeron también al crecimiento y aparicion mas temprana de las poblaciones en la
temporada 2014-2015, las temperaturas invernales mas elevadas y la ausencia de heladas.

Cual es el papel del parasitismo en nuestro pais?

Se obtuvieron 30 himendpteros parasitoides pertenecientes a cinco especies diferentes,
todos incluidos en la Familia Braconidae. Estas especies han sido reportadas en la region
como parasitoides nativos. El 77% de los parasitoides emergieron del mismo fruto que
especimenes de A. fraterculus, por lo cual se puede asumir que los parasitoides utilizaron
como hospedero a este tefritido. El 23% de los parasitoides emergieron de frutos donde no
se constato la emergencia de tefritidos, pero si emergieron A. fraterculus de los demas frutos
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gque integraban la muestra, por lo cual podemos concluir que los parasitoides encontrados
utilizaron también como especie hospedera a A. fraterculus.

Se registraron parasitoides tanto en el sur como en el norte del pais, encontrandose tres
especies de parasitoides en cada regién, siendo Opius bellus el mas frecuente en ambas
regiones y las restantes solo fueron registradas para el norte o para el sur respectivamente.
Los parasitoides se colectaron de frutos provenientes de cinco especies vegetales, cuatro
fueron en frutos nativos y una en una pera que se encontraba en una plantacién no
comercial. El nivel de parasitismo fue muy bajo considerando los casi 6000 frutos que
ingresaron al laboratorio, siendo sobre Psidium cattleianum donde se detectd el mayor nivel
de emergencia de parasitoides. Esto resalta la importancia de los frutos nativos como
reservorio para los parasitoides.

Conclusiones

La presencia de las moscas de la fruta en una zona particular sin duda estd determinada
por la presencia de sus hospederos, no obstante en su abundancia y momento de aparicion
de sus picos poblacionales influyen los factores abidticos, principalmente temperatura y
precipitaciones, asi como factores biéticos, como la presencia escasa de enemigos
naturales.

Agradecimientos: Ala ANIl y al INIA por la financiacién de los Proyectos FMV 6521 y FPTA 289
respectivamente.
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Aportes al manejo de Mosca de la Fruta mediante trampeo masivo.

Eficiencia de distintos tipos de trampas para el trampeo masivo de Mosca de las
frutas en Uruguay, Ceratitis capitata (Wiedemann).

Buenahora, José!; Otero, Alvaro !
! Programa Nacional de Investigacién en Produccion Citricola, Instituto Nacional de Investigacion

Agropecuaria (INIA), Uruguay.

jbuenahora@sg.inia.org.uy, aotero@sg.inia.orqg.uy

En la citricultura uruguaya se observan cada afio considerables dafios provocados por las
moscas de las frutas, siendo una de las plagas que presenta gran interés econémico por
los enormes perjuicios que ocasiona (Bentancourt et al., 2009). Dentro de los géneros
Ceratitis y Anastrepha, pertenecientes a la familia Tephritidae, hay especies en nuestro
medio extremadamente polifagas y de gran incidencia econémica como Ceratitis capitata
(Wiedemann) y Anastrepha fraterculus (Schiner). Si bien se han implementado distintos
métodos de control quimico (aplicaciones aéreas, cebos téxicos, entre otros), no han sido
eficientes y tampoco una solucion sustentable para prevenir dafios en las frutas.

En la década pasada, a nivel mundial, se incorpord unatécnica para el control de esta plaga
que permite la produccion de fruta libre o con muy bajos niveles de residuos (Ros et al.,
2002). El control por trampeo masivo de las moscas de la frutas satisface estos requisitos y
consiste en la colocacion de una densa red de trampas con atrayentes, en los cuadros de
produccién del cultivo a fin de capturar y eliminar la mayor parte de la poblacién de adultos
(Alonzo Mufioz y Garcia Mari, 2009). Desde el afio 2000, la técnica ha sido evaluada en
diferentes paises para probar su eficacia (Cohen and Yuval, 2000; Putruele y Mousques,
2005). Tanto a nivel mundial como en Uruguay, en los ultimos afios ha avanzado su
adopcidn en cultivos de citricos alcanzando cada vez mayores superficies, proporcionando
en general resultados favorables (Martinez-Ferrer et al., 2012; Buenahora y Otero, 2013).

Materiales y métodos

Para evaluar la eficacia de la técnica de trampeo masivo y la reduccion del dafio en la fruta,
se realizaron durante los afios 2012 y 2013 dos experimentos en cuadros comerciales de
Satsuma Okitsu, ubicados en la zona de Chapicuy (Paysandu), comparando tres tipos de
trampas con un tratamiento quimico convencional (cebo téxico). El primer experimento se
instalé el 30 de enero de 2012, mientras que el segundo fue instalado el 4 de febrero de
2013. Cada tratamiento fue aplicado en parcelas de aproximadamente 1 ha. El disefio
experimental fue en bloques completos al azar con cuatro repeticiones en el afio 2012 y tres
repeticiones en el afio 2013.
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Tratamientos 2012 Tratamientos 2013
60 trampas Susbin/ ha. 60 trampas Susbin/ ha.
120 trampas Ceratrap/ha 120 trampas Ceratrap/ha
400 trampas M4/ha 400 trampas M3/ha
Aplicacion semanal de cebo téxico | Aplicacion semanal de cebo téxico

Las aplicaciones de cebo toxico se realizaron con Amadene (Proteina hidrolizada 420 g/l)
600 cc/100 | + Tracer (Spinosad 480 g/l) 15 cc/100 | a razén de 250 | de caldo/ha, para ello
se ingresd en todas las entrefilas del cuadro, utilizando dos emisores (picos), uno para cada
lado de la fila, dirigidos hacia el tercio medio y superior de las plantas. Las trampas de los
tratamientos fueron ubicadas desde la periferia hacia el interior del cuadro formando una
barrera perimetral (Cohen and Yuval, 2000). La poblacién de moscas fue monitorizada con
5 trampas Jackson y 5 McPhail en cada parcela durante el primer afio mientras que el
segundo afo se utilizaron solo trampas Jackson. Las capturas de moscas se registraron
semanalmente y fueron utilizadas para el calculo de los MTD (moscas/trampa/dia).

Trampas Nonitoro
Sector N3
Mot o

.,
Teos do Trampss

Secloe W)
Traross

Figura 1. Disposicidon espacial de los tres tipos de trampas para el control masivo y de las
trampas para monitoreo de la poblacidon de moscas, en uno de los blogues del experimento
de Chapicuy.

En ambos experimentos se realizaron muestreos de frutos en dos momentos para
cuantificar el dafo. Este fue evaluado in situ y luego del desverdizado. En cada tratamiento,
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se identificaron y georeferenciaron 10 sitios de 3 arboles cada uno, selecciondndose por
color 50 frutas de los 2/3 superiores de cada planta (Color 0,5 de la Tabla de colores para
citricos de INIA). En total se colectaron 500 frutas de cada parcela.

Para el andlisis estadistico se utilizé el procedimiento GENMOD del programa de SAS 9.2
asumiendo una distribucion Poisson, con una funcién de enlace de tipo log para las
capturas en trampas. Mientas que para la proporcién de frutos afectados se utilizo el
procedimiento GENMOD asumiendo una distribucion Binomial, con una funcién de enlace
Logit. La separacion de medias fue realizada con el procedimiento LSMEANS.

Resultados

Durante el afio 2012, el tratamiento quimico tuvo significativamente mayor porcentaje de
dafio en fruta en la primera cosecha que los otros tratamientos, a pesar de que los valores
fueron relativamente bajos (0,15%). En la segunda cosecha, después del desverdizado
todos los tratamientos con trampeo masivo fueron significativamente mejores que el
tratamiento quimico. Durante el afio 2013 el porcentaje de fruta afectada fue bajo (no mayor
al 0,93%), no constatandose diferencias significativas entre los tratamientos. La diferencia
en el dafio en la fruta entre los tratamientos tampoco fue significativa, posteriormente al
desverdizado de los frutos.

Los resultados concuerdan con lo reportado por Ros et. al (2002) quienes mencionan el
buen comportamiento de la proteina hidrolizada y de los atrayentes sintéticos para el
trampeo masivo de las moscas de las frutas. Putruele y Mousques (2005) indican también
que los tratamientos utilizados para el trampeo masivo fueron tan eficaces como el control
guimico.

Conclusiones

El trampeo masivo en mandarina Satsuma Okitsu permite obtener, independientemente de
la trampa utilizada, fruta totalmente sana sin ningln tratamiento con insecticidas para su
control, lo que nos aporta un método muy Util para incorporar al manejo integrado de plagas
de citricos en la region.
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Manejo integrado de Mosca de la fruta con trampeo masivo en empresa
privada.

Ing Agr. Alvaro Ceriani
Empresa San Miguel

Contacto: aceriani@sanmiguelglobal.com

La citricultura en Uruguay es afectada por la mosca de las frutas como en muchos lugares
del mundo, la cual en ocasiones llega a niveles de afectacidn severa generando importantes
pérdidas econémicas directas, asi como también indirectamente por limitar el ingreso a
diferentes mercado internacionales por ser una plaga cuarentenaria, lo que genera un
escenario productivo que incrementa la complejidad del negocio con destino a la
exportacion para consumo en fresco. En este mismo sentido en los dltimos afios se ha
venido acotando cada vez mas la posibilidad de arribar a destino (especialmente de paises
que valoran el producto y cuidan a sus ciudadanos) con citricos que no tengan restos de
productos quimicos que procedan del campo en general y dejando acotado este aspecto
casi exclusivamente para productos de postcosecha.

En esta ocasién queremos narrar nuestra experiencia en el control de la plaga utilizando el
trampeo masivo, una metodologia que apunta a controlar la plaga con muy pocas
intervenciones quimicas convencionales y logra reducir el residuo de productos
fitosanitarios sobre la fruta proveniente de campo. Cabe resaltar que nuestra empresa viene
trabajando en el tema desde el afio 2009 y ha ido ajustando la técnica de acuerdo a nuestras
condiciones internas asi como las fluctuaciones climéticas para cada afio.

En esta ocasién nos vamos a referir al manejo realizado en uno de sus predios ubicado en
el departamento de Paysandu, en la zona de Chapicuy, ubicado sobre ruta nacional N° 3
Km 457. Cabe mencionar que la misma metodologia de control que se realiza en este
predio, también es desarrollado en las demas quintas de la Empresa.

Actualmente la superficie efectiva de citricos es de 98.2 ha, el cual tiene la siguiente
composicion varietal; Mandarinas: Satsumas 46%, Clementinas de Nules 9%, Novas 10.4%,
Ellendale 20%, Orri 4%, Tami 0.6% y Naranjas como Valencia Late con el 10%.

Esta composicion varietal hace que el sistema sea complejo, por lo cual el manejo integrado
de la mosca de la fruta pasa a ser un aspecto clave en su control y todos aquellos aspectos
culturales de mitigacion de la misma cobran una real importancia, asi como por otro lado
monitorear sistémicamente su poblacién dentro del predio y especialmente en cada
variedad y para determinado estado fenoldgico hace que podamos encarar su control con
ciertas ventajas y asi poder manejar certezas en el combate de esta plaga.

La tecnologia del control con trampeo masivo para mosca de la fruta presenta con algunas
ventajas relativas al control quimico:

1) Suinocuidad para la fruta.

INIA Salto Grande q

81

ks el
SAITO GRAMDE


mailto:aceriani@sanmiguelglobal.com

=26
Va

Programa Nacional de Investigacion en Produccion Citricola

2) Su permanente accion de control en el campo independientemente de factores
ajenos al momento de hacer las aplicaciones de control quimico, por ejemplo: dias
feriados y domingos, lluvias, rupturas de maquinas, faltas del personal, etc.

3) Buena relacion costo/beneficio de esta tecnologia.

4) Semejanza en los resultados obtenidos para ambas tecnologias.

5) Posibilidad de reutilizacion, en campafas posteriores, de parte de los componentes
de las trampas bajando el costo global.

6) Facil armado de las trampas y “poca posibilidad a equivocarse”.

Como desventajas:

1) La cuidadosa metodologia de colocacion de las trampas en el campo, haciendo
énfasis en cuidar la distribucion espacial de las mismas en el cuadro.

2) La corta duracion de los cebos (atrayente y agente control).
3) No permitié reducir el costo de control vs el control quimico.

4) No ser biodegradables. Ello implica recoger elementos de las trampas de los lotes
de cultivo.

No podemos dejar de mencionar que esta Ultima zafra (2014-2015) fue muy especial en
cuanto a la abundancia de la plaga, la cual hizo disparar las capturas por encima de los
MTD aceptados por nuestra empresa e hizo que tuviéramos que intervenir con control
guimico en algunas oportunidades. Luego de restablecer los niveles poblacionales
aceptados, dejamos que el método de control masivo siguiera haciendo su efecto.

A modo de resumen, en las Ultimas zafras de exportacion hemos logrado ajustar la técnica
del trampeo masivo de mosca de la fruta y lograr niveles aceptables de dafo en fruta para
el trabajo en packing, lo cual nos permitié arribar a destino sin mayores inconvenientes
originados por esta plaga.
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Situacion regional de HLB y presencia del vector en Uruguay.

Elina Zefferino?, Juan Luis Corti*, Alvaro Otero?, Wuillan Techeiral.

! Direccién General de Servicios Agricolas. MGAP. Uruguay. ezefferino@mgap.qub.uy

2 Programa Nacional de Investigacion en Produccién Citricola. Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria. INIA Salto Grande. Uruguay.

Introduccion.

El monitoreo de Diaphorina citri fue realizado en el periodo comprendido entre marzo de
2014 y marzo de 2015, sobre 34 lugares de produccion citricola de todo el pais, 10 lugares
en la zona citricola del sur y 24 en la zona norte, que representa un area de 6.100 ha
efectivas de montes citricos. Esto corresponde a un 36% de la superficie citricola comercial
del Uruguay.

Dentro de los 34 lugares de produccién seleccionados, se evaluaron 134 cuadros con
citricos, de los cuales 108 corresponden a la zona norte y 26 a la zona sur de Uruguay,
dentro de ellos se monitorearon 26 variedades citricas.

En cada uno de los 134 cuadros de produccion se seleccionaron 5 o 10 estaciones de
monitoreo, dependiendo del tamafio del mismo (ver protocolo de monitoreo en anexo); cada
estacion de monitoreo (793 en total) se realiz6é el conteo de adultos de Diaphorina en 10
plantas.

Inicialmente estaba previsto que cada cuadro de produccion sea monitoreado
mensualmente con 12 monitoreos en el periodo de trabajo. Al final del periodo de
evaluacion, muy pocos cuadros fueron relevados todos los meses, con lo que el resultado
monitoreo tiene en cuenta el numero de veces que se repitid la evaluacion del cuadro
individual.

Se definié el nimero de adultos capturados por cuadro, como la variable de trabajo para
poder comparar variedades, y lugares de produccion entre si. El nUmero de adultos por
cuadro, consiste en la suma de todos los adultos capturados en las cinco estaciones dentro
del cuadro, compuestas cada una de ellas de 10 plantas. Cada cuadro muestreado de
menos de 1 ha estd compuesto por 50 &rboles relevados. Las capturas de los cuadros con
10 estaciones (100 arboles en cuadros de mas de 1 ha), fueron llevadas a una base comun
de 50 &rboles para poder ser comparada con los demas cuadros.

Andlisis de los datos.

La presencia de adultos de Diaphorina citri solo se constatd en los predios citricolas de la
zona norte del pais, lo que hace que solo se analicen los datos de los 24 predios y 108
cuadros de la zona norte.

De acuerdo al disefio del monitoreo, el conteo de adultos de Diaphorina se realiza de
acuerdo al siguiente criterio: a) cuando el cuadro es menor de 1 ha se seleccionan 5
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estaciones dentro del cuadro compuestas cada una de 10 arboles y b) cuando el cuadro
de produccion es mayor a 1 ha se seleccionan 10 estaciones dentro del mismo.

A los efectos de poder comparar los resultados entre los cuadros, variedades y lugares de
produccion, con las capturas de los monitoreos de cuadros con 5 0 10 estaciones, se llevo
el dato de captura -en todos los cuadros evaluados- a una base comun de 5 estaciones por
cuadro.

En el cuadro siguiente se ven los resultados de conteos de capturas de adultos de
Diaphorina en cada lugar de produccion, comprendidos en el periodo analizado
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Mapa 1. Distribucion de Diaphorina en Uruguay. Periodo marzo 2014 - marzo 2015.
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Figura 1. Namero promedio de adultos de Diaphorina por cuadro (cuadros de 5 estaciones). El
numero de adultos de cada cuadro esta compuesto por la suma de las capturas de las 50 plantas; (5
estaciones con 10 &rboles por estacion). Zona Norte.
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Figura 2. Numero promedio de adultos de Diaphorina por cuadro (cuadros de 5 estaciones) durante
todo el periodo de muestreo para cada especie. El nimero de adultos de cada cuadro esta
compuesto por la suma de las capturas de las 50 plantas, (5 estaciones con 10 arboles por estacion).
Zona Norte
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Conclusiones.

* Lapresencia de adultos de Diaphorina citri solo se constaté en los predios citricolas
de la zona citricola norte del pais.

» La mayor cantidad de adultos capturados fue encontrada en el cultivar Ortanique y
en general entre los tangores y en segundo lugar el cultivar Navel.

» La mayor frecuencia de adultos capturados promedio por cuadro (suma de las 5
estaciones en el cuadro) es menor a 25 ejemplares.

* Se evidencia una variabilidad importante de la captura de Diaphorina entre lugares
de produccidn cercanos entre si.
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Avances en el control integrado de Diaphorina citri mediante enemigos
naturales y productos selectivos.

José Buenahora, Virginia Pereira Das Neves, VerOnica Galvan, Maria Eugenia
Amordés, Abel Rodriguez?, Juan Amaral

Programa Nacional de Investigaciéon en Produccién Citricola. Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria. INIA Salto Grande. Uruguay.

Equipo externo: Gabriela Asplanato!, Carmen Rossinil, Jorge Franco®, Philip Stansly?,
Pedro Yamamoto®.

lUniversidad de la Republica, Facultad de Agronomia, Montevideo.

SUniversidad de la Republica, Facultad de Quimica, Montevideo.

SUniversidad de la Republica, Facultad de Agronomia, EEMAC, Paysandu.

4Universidad de Florida, EEUU.

SUniversidad de San Pablo, ESALQ.

Contacto: jpuenahora@inia.org.uy

Introduccion

El Huanglongbing (HLB) es actualmente la enfermedad mas destructiva de los citricos en el
mundo (Grafton-Cardwell et al., 2013) y el psilido asiatico Diaphorina citri, uno de los
insectos vectores de las bacterias asociadas al HLB, esta presente en Uruguay. Aunque
este problema sanitario no ha sido detectado hasta el momento, la presencia de la
enfermedad en la regién y del psilido en el pais, hace que la citricultura esté enfrentada a
una amenaza muy importante.

D. citri es un insecto de dificil control y no se debe descartar ninguna medida de accién
para reducir sus poblaciones, sin embargo cualquiera que se emplee no deberia afectar el
medio ambiente, el complejo de enemigos naturales ni generar un incremento en el nivel de
residuos de las frutas para un pais con un perfil predominantemente exportador ademas de
ser compatible con el manejo de plagas que actualmente se utiliza.

Se busca profundizar en el conocimiento bio-ecoldgico del psilido y desarrollar diferentes
métodos de control de forma de contar con multiples herramientas de supresion de sus
poblaciones antes del ingreso de la bacteria a nuestro territorio. Se pretende conocer con
més profundidad la capacidad de dispersion del insecto, los factores bidticos y abidticos que
influyen en la abundancia de las poblaciones de forma de establecer la base para el manejo
de la plaga en el cultivo. Ademas se plantea el desarrollo del control biolégico con la
utilizacion de enemigos naturales (parasitoides) y la evaluacion de insecticidas selectivos,
bio-insecticidas y repelentes.
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1. Estudio de la abundanciay fluctuacién de poblaciones

Para el estudio de la evolucién poblacional de Diaphorina citri se seleccionaron cuadros de
variedades de citricos en 2 predios de diferentes zonas del norte del pais con presencia de
la plaga (4 cuadros): Departamento de Paysandu, paraje Queguay: Washington Navel y
Nova, con riego; Departamento de Salto, paraje Colonia Itapebi: Lane Late y tangor
Ortanique, sin riego. Los mismos no reciben tratamientos insecticidas durante el periodo
de estudio a excepcidn de algun uso muy restringido para la mosca de la fruta y la aplicacién
de aceite mineral para el control de cochinilla roja. Se llevan registros climéaticos mediante
sensores de temperatura, humedad relativa y lluvia.

En cada cuadro se monitorea la poblacién de huevos y ninfas asi como los adultos mediante
trampas amarillas y el método de golpeo. También se registra la evolucion de la brotacion
de las plantas.

Primeros resultados

Todas las brotaciones pueden ser afectadas por la plaga, aunque ello puede variar entre
sitios y cultivares. Esto est4 de acuerdo a lo mencionado por Asplanato et al. (2009). Sin
embargo la sola existencia de brotacién no significé la presencia del psilido en la parcela.
En la brotacion de primavera, en Lanelate y el tangor Ortanique en Itapebi, se pudo
observar tanto adultos como estadios inmaduros. Sin embargo en W. Navel (Queguay) se
detect6 mayoritariamente adultos pero en baja densidad. En este cultivar la poblacion de
adultos, independientemente del método de muestreo, incrementé notoriamente hacia
fines del verano y otofio. A su vez esta parcela mostré los mayores valores de captura de
adultos por trampa/rama (Figuras 1y 2).

El golpeo de ramas permite una mayor colecta de adultos, aunque ello dependié del material
vegetal y de la época del afio (Figura 2). Especificamente para el muestreo invernal parece
el método mas apropiado.
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Figura 1. Fluctuaciéon de adultos de Diaphorina citri en trampas amarillas con adherente
durante la temporada 2014-2015 en tres parcelas de citrus.
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Figura 2. Fluctuacién de adultos de Diaphorina citri/rama (método de golpeo) durante la
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temporada 2014-2015 en tres parcelas de citrus.
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Tanto Lanelate como el tangor Ortanique (Itapebi-Salto) mostraron presencia de estadios
inmaduros en la brotacion de primavera, sin embargo en W. Navel (Queguay-Paysandu)
esto ocurrié en mayor densidad en las brotaciones de fines verano y el otofio registrandose
un maximo de 11,4 inmaduros/brote (Figura 3).
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Figura 3. Fluctuacién de poblaciones de inmaduros de Diaphorina citri durante la temporada
2014-2015 en tres parcelas de citrus.
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2. Control biolégico de Diaphorina citri

Introduccién

Se busca implementar el control biolégico de la plaga, como medida preventiva, con el fin
de contribuir a la reduccion de sus poblaciones. En una primera etapa, se plante6 la
necesidad de ajustar la cria de Diaphorina citri sobre hospederos alternativos a Murraya
paniculata y seguidamente multiplicar a Tamarixia radiata, parasitoide reportado a nivel local
pero en bajas densidades.

2.1. Seleccion de hospederos para la cria de Diaphorina citri

El objetivo de los presentes trabajos fue identificar el/los materiales vegetales preferidos por
la plaga evaluando la oviposicién y emergencia total de adultos con y sin chance de
eleccion.

Para todos los experimentos realizados se trabajé con 6 especies diferentes de citricos:
Cidro (Citrus medica), Limén Eureka (Citrus limon), Limén Cravo (Citrus limonia), Limén
rugoso (Citrus jambbhiri), Naranjo dulce (Citrus sinensis) y Pomelo Duncan (Citrus paradisi).

2.1.1. Preferencia en oviposicidon en diferentes especies de citricos con chance a eleccién

Materiales y métodos

Se realizaron tres experimentos. En dos de ellos las plantas fueron distribuidas en dos
circunferencias, una a 0,75 cm y otra a 1,5 m del punto de liberacién de adultos de D. citri
en su primera postura. En el primer experimento se liberaron 600 adultos, en condiciones
no controladas de temperatura y fotoperiodo, en el otro se liberaron 1000 adultos en una
camara en condiciones controladas. El tercer experimento se realiz6 en jaulas con 6
macetas, una de cada especie (2 plantas/maceta) y se liberaron 100 adultos en cada una.
En todos los experimentos, las plantas presentaban brotes aptos para la postura de huevos
al momento de la liberacion de adultos. Una vez retirados los adultos se contabilizo el
namero total de huevos presentes en todos los brotes de cada planta, por especie, con
ayuda de lupa binocular.

El nimero de huevos se analiz6 con un modelo lineal generalizado, con distribucion de
Poisson y funcién de enlace logaritmica. En dicho analisis se aumenté al modelo la
covariable “nimero de brotes”. La separacion de medias fue realizada mediante test de
Tukey-Kramer para p=<0,05.
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Resultados

Se puede concluir que existié preferencia para oviponer en Pomelo Duncan, Limén Rugoso
y Naranjo dulce; en todos los casos Cidro fue el material vegetal menos preferido.

2.1.2. Preferencia en oviposicidon y emergencia de adultos en diferentes especies de citricos
sin chance a eleccién

Materiales y métodos

Se realizaron dos experimentos para evaluar preferencia en oviposicion y uno para
emergencia total de adultos. En los dos primeros se trabajo en jaulas. En cada jaula se
liberaron 50 y 100 adultos, finalmente se los retiré y se contabilizé la totalidad de huevos
por brote con ayuda de lupa binocular.

Para determinar la emergencia total de adultos se liberaron 100 adultos por jaula Se
retiraron los adultos al séptimo dia de su liberacién y se dej6é que se cumpliera el ciclo. Una
vez que ocurrié la primera emergencia, se los retir6 y se contabilizaron por maceta (2
plantas/maceta) siguiendo con esta metodologia hasta el final de emergencia.

Los resultados de oviposicién y nimero de adultos emergidos se analizaron mediante un
modelo Lineal Generalizado, asumiendo una distribucién de Poisson y una funcién de
enlace logaritmica. En el andlisis de nimero de huevos se aument6 al modelo la covariable
“nuamero de brotes”. La separacion de medias fue realizada mediante test de Tukey-Kramer
para p<0,05.

Resultados

Si bien los resultados obtenidos en oviposicion no han sido muy consistentes entre si, Limén
Cravo, Limén Eureka y Naranjo dulce fueron las especies que reiteradamente presentaron
buena aptitud para la oviposicion independientemente del orden. La emergencia de adultos
también se corresponde con dichas especies. De esta forma se puede mencionar que estos
materiales vegetales presentan un buen comportamiento como hospedero para la cria de
D. citri.

Diaphorina citri demostré tener diferente comportamiento en experimentos con y sin chance
de eleccidn, de todas formas Naranjo dulce es la especie que presentdé buena performance
ya sea con o sin chance de eleccién. Limén Cravo tiene buen comportamiento en ensayos
sin chance de eleccion tanto en oviposicion como en emergencia total de adultos. Por lo
tanto se concluy6 que la cria de Diaphorina citri se establecera en ambos hospederos.
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2.2. Cria de Diaphorina citri

Se utilizan plantas de no mas de 30-40 cm de altura y tallos de aproximadamente 1 cm de
diametro, que crecen en macetas de plastico negro.

Se trabaja en invernadero de malla y vidrio en las épocas menos frias del afio (primavera a
otofio), de acuerdo al método de Ferreira Diniz (2013) mientras que durante el invierno la
cria continla en una sala de cria hermética, con temperatura, humedad relativa y luz
controlada (25°C, 60% HR) de acuerdo al método de Skelley y Hoy (2004).

v

Liberacién de 120 adultos sin sexar

P —
Poda de plantas (brotes aptos para postura huevos)
7 dias
Los adultos retirados son l
reutilizados para liberaciéon en otras | ¢——— Al séptimo dia de su liberacién se
jaulas de cria (hasta 3 veces) retiran los adultos

A 4

Ninfa; destinadas a ensayos | | Desarrollo de los instares ninfales
quimicos, entomopatdgenos,

Aanradadnrac l

Los adultos emergidos deben tener
> | un periodo pre-oviposicién de 10 Se deja tr_anscurrlr el ciclo hasta
emergencia de adultos

dias para su primera postura

Figura 1: Esquema de la cria de Diaphorina citri

Al final del ciclo las plantas son podadas, curadas con jab6n neutro y fertilizadas.

La duracién del ciclo en verano es de aproximadamente de 10 dias desde huevo hasta la
primera emergencia de adultos, con temperatura promedio de 26.6°C, humedad relativa
73.2% y luminosidad natural, en invierno y cAmara hermética la duracion del ciclo aumenta
a 13 dias.

La produccion total de adultos en verano es de 700 por jaula, a fines de otofio e invierno
desciende a 350-400 por jaula.
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3. Control de Diaphorina citri mediante el uso de productos quimicos
selectivos, bio-insecticidas y repelentes

Introduccion

Se proponen los primeros estudios en control quimico del vector en el pais, con énfasis en
métodos eco-compatibles, evaluando productos de bajo impacto para enemigos naturales
y el medio ambiente.

3.1. Evaluacién de actividad anti-alimentaria en Laboratorio

La evaluacion de actividad anti-alimentaria implica el estudio de la inhibicién o reduccién en
la alimentacion de diferentes preparados frente a adultos de D. citri. Conocer dicha
propiedad es de gran relevancia para este insecto vector, pues tiene consecuencias directas
con la dispersion de la enfermedad. Se teste6 dicha actividad en productos de
recomendacién internacional como insecticidas para estadios inmaduros del psilido.

Materiales y Métodos

Se utilizé una técnica de evaluacion indirecta, donde se observan los deshechos de
alimentacion en forma de gotas sobre papel de filtro (Boina, D.R., et al., 2009). Para esto
se sumergieron hojas tiernas de citricos recién cortadas por 24 h en soluciones acuosas de
los productos a testear y en agua destilada como control negativo. Las hojas se secaron y
se cortaron en discos que se colocaron en la base de placas de Petri, en cuya tapa se coloco
papel de filtro. Se liberaron 10 adultos de D. citri por placa y éstas se mantuvieron con su
base colocada hacia arriba por 24 h en condiciones controladas.

Ensayo 1. Tratamientos: Extracto de neem 10 (azadiractina 10,0 g.L): 2 mL.L?; Extracto
de paraiso (Melia azedarach): 20 mL.L%; CH 9202: 1 mL.L; Facily 1,8 CE (abamectina 18
g.LY): 0,5 mL.LL

Ensayo 2. Curva dosis/repuesta para el Extracto de neem. Se realizé a partir de diluciones
seriadas del mismo (azadiractina 10,0 g.L): 0, 1000, 2500, 5000, 7500 y 10000 ppm.
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Se registro las gotas excretadas por placa, las cuales se visualizaron en los papeles de filtro
como manchas violeta oscuro mediante tincion con ninhidrina. Se calcul6 el nUmero de
gotas por adulto vivo en cada placa a las 24 h (gotas/vivas).

Resultados

Ensayo 1. La actividad anti-alimentaria se detalla en la figura 1.

2,5 ~
2
1,5 -

1 - b
I = B
0 I

gotas/Ne de adultos
vivos

Extracto de  Testigo CH9202 Extracto de Abamectina
Paraiso neem 10

Figura 1. Actividad anti-alimentaria. Resultados expresados como gotas de mielecilla/N°
de adultos vivos a las 24 hs + error estandar. Medias con una letra en comdn no son
significativamente diferentes (LSD Fisher, p <0.05)

Ensayo 2. En el estudio de dosis-respuesta para neem 10, se observaron diferencias
significativas frente al control a partir de 2500 ppm observandose que bajas concentraciones
del producto son suficientes para disminuir la alimentacién del insecto.

Conclusiones
Se reporta:
» Actividad anti-alimentaria frente a adultos de Diaphorina citri para Abamectina, CH
9202 y Extracto de neem 10.
+ Disminucion en la alimentaciéon a partir de una concentracion de 2500 ppm del
Extracto de neem 10.

3.2. Evaluacion de actividad insecticida en condiciones controladas

A nivel de invernadero se encuentran en proceso ensayos referidos al testeo de actividad
insecticida de productos (de recomendacion internacional) con diferentes mecanismos de
accion. Los ensayos se dividieron en: evaluacion de productos con actividad insecticida
frente a ninfas y evaluacion de neo-nicotinoides sistémicos frente a adultos. Se pretende
hacer una seleccion primaria de productos factibles de trasladar a ensayos de campo.

3.3. Evaluacion de actividad insecticida en condiciones de produccion
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Se estudi6 la actividad insecticida de productos (de recomendacion internacional) de bajo
impacto para enemigos naturales y el medio ambiente, con la finalidad de seleccionar los
mas eficientes en campo.

Materiales y Métodos

Se evaluaron a campo 6 productos insecticidas frente a estadios inmaduros del psilido
(Tabla 1), se pulverizé con agua como testigo e Imidacloprid como control positivo. El
ensayo se realizd en un predio comercial sobre un cuadro de Lane-Late de 3 afios, en la
localidad de San Antonio; se repiti6 en dos fechas: febrero y abiril.

Se extrajo una muestra previamente a la aplicacion para evaluar la mortandad natural. Las
parcelas fueron conformadas por al menos 50 ninfas, segun la metodologia propuesta por
Lizondo, M., et al. (2014). Los bordes de cada parcela se constituyeron por una planta en
cada extremo y una fila entre ellas. Se realizaron pulverizaciones con mochila, siendo el
gasto de agua en promedio 1,9 litros por planta. Luego de secos los brotes se cubrieron con
bolsas de voile. A los 4 dias se extrajeron los brotes y se conté el total de ninfas vivas y
muertas. Se realizé el mismo procedimiento para la muestra pre-aplicacion en el dia 0 del
ensayo.

Resultados

Se constatd que el testigo no presentd diferencias significativas con la muestra pre-
aplicacion, lo que asegura su representatividad. Esto demuestra que el embolsado de brotes
no afecta la mortalidad en el testigo.

En la Tabla 1 se detallan los resultados obtenidos. Se observd que Imidacloprid presentd
una mortalidad cercana al 100% en todos los casos, y por esta razén no fue incluido en el
andlisis, se corrobora su utilidad como control positivo.

Tabla 1. Ensayo de evaluacion de actividad insecticida frente a estadios inmaduros de D.
citri. Se detallan principios activos, dosis y porcentaje de mortalidad de ninfas del 3° al 5°
estadio a los 4 dias post-aplicacion.

Tratamientos Dosis (%) Producto % mortalidad de
(principio activo) comercial ninfas
Abamectina 18 g.L-1 0,05 Facily 1,8 84,7 a*
CE
Aceite de soja 95% 1,0 ProdinOleo 83,3 a
CH 9202 (codificacion 0,075 Datos 74,9 ab
interna) protegidos
Aceite mineral 1,0 Aceite 74,1 ab
Mineral
Extracto de Neem 0,3 - 0,5 Nico Neem 66,0 ab
azadiractina 0,3 g.L-1
Extracto de Neem 10 - 0,25 Nico Neem 46,7 b
azadiractina 10,0 g.L-1
Testigo (agua) 10,8 ¢
Imidacloprid 350 g.L* 0,04 Spingard 99,7
(control positivo) 350¢g.L?

* Medias con una letra en comin no son significativamente diferentes (GLM p <0.05).

INIA Salto Grande q

98

SAITO GRAMDE



.‘.
i) EA

Programa Nacional de Investigacion en Produccion Citricola

Conclusiones

De los productos evaluados, Abamectina y Aceite de Soja presentaron un control mayor al
80%. Ambos productos resultan ser de menor impacto para los enemigos naturales y el
medio ambiente, por lo que se postulan como buenos candidatos para ser incluidos en un
Manejo Integrado para esta plaga.
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Avances en la identificacién y evaluacién de parasitoides, depredadores y
entomopatdégenos de Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae).
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Introduccion

El psilido asiético de los citricos Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae) es una plaga de dificil
control y no se debe descartar ninguna medida de supresion de sus poblaciones. Las
técnicas que se empleen no deberian interferir con el manejo de plagas llevado actualmente
en el cultivo. Consideramos que la estrategia de control debe ser multitactica y enmarcada
dentro del concepto de Manejo Integrado de Plagas.

El presente proyecto es complementario al de INIA- Salto Grande: "Manejo integrado de
Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae) con énfasis en Control Biol6gico" en donde se
plantean estudios de dinamica de poblaciones, control quimico selectivo y cria y liberacion
del parasitoide Tamarixia radiata.

Los enemigos naturales juegan un papel sustancial en la regulacion de las poblaciones del
psilido y su utilizacion es un pilar basico en el manejo de la plaga. La eficiencia relativa de
cada grupo difiere en las diferentes zonas.

El presente proyecto plantea el estudio de los diferentes grupos de enemigos naturales tanto
parasitoides como depredadores y hongos entomopatdgenos, lo que permitira el planteo de
medidas de conservacion y/o aumento en momentos claves. Se generardn conocimientos
para el desarrollo de técnicas de control biolégico (conservacién, aumento y utilizaciéon de
hongos entomopatdgenos), consideradas como un pilar importante en la supresion de las
poblaciones del psilido.

Se busca potenciar ademas las capacidades existentes en el pais conformando un equipo
de trabajo con investigadores de la Facultad de Ciencias especialistas en control biolégico
con arafias y hongos entomopatdgenos. Se trabaja con el apoyo constante de productores
y técnicos del sector citricola. También se cuenta con el asesoramiento técnico del equipo
de trabajo de Manejo Integrado de Plagas de la EEA INTA Bella Vista.

Con las teméticas abordadas en los proyectos se tendra una amplia base de conocimientos
para el desarrollo de una estrategia multitactica en el control del psilido.
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1- Identificacién de parasitoides, depredadores y entomopatégenos
Depredadores

En las colectas sistematicas realizadas en cuatro parcelas se observé que los tres grandes
grupos de depredadores se encontraron representados en las todos los casos y estuvieron
presentes a lo largo de todo el afio en mayor o menor abundancia. Las especies
encontradas hasta la fecha fueron Harmonia axyridis, Cycloneda sanguinea, Curinus
coeruleus, Ceraeochrysa tucumana, dos especies de coccinélidos y dos de crisépidos que
aun no han sido identificadas. Las especies identificadas han sido citadas como
controladores de Diaphorina citri en otras zonas. No se ha realizado aun la identificacion de
las arafias encontradas.

Se realiz6 un andlisis faunistico calculando indices de abundancia, dominancia, frecuencia
y constancia. Este estudio mostré a H. axyridis como una especie comidn o muy abundante
en las parcelas de estudio pero solamente en Navel fue constante encontrandose en mas
del 50% de los muestreos. También C. sanguinea aparecié como una especie comin o0 muy
abundante con la excepcion de la parcela de Navel donde fue rara. Sin embargo en todos
los sitios fue una especie accidental, se registr6 en menos del 25% de los muestreos.
Solamente se encontraron dos individuos de C. coeruleus por lo que no se calcularon los
indices. Los crisopidos y la especie de coccinélido aun no identificada fueron comunes o
muy abundantes y constantes en todas las parcelas. Los crisépidos tienen un gran potencial
para ser utilizados en planes de control bioloégico aplicados al ser posible su cria de una
forma relativamente sencilla.

Entomopatdgenos

Se realizaron aislamientos de hongos entomopatdgenos a partir de insectos muertos. Se
obtuvieron aislamientos de hongos potencialmente entomopatégenos: Purpureocillium
lilacinum, Cladosporium spp. y Lecanicillium sp. También se aisl6 un hongo patdgeno de
arafias, Gibellula pulcra y Fusarium sp.

2 - Evaluacion de la efectividad en campo

Se realizaron dos experimentos de exclusion con mallas que impiden la accion de
depredadores y parasitoides, solamente de depredadores y banda de pegamento para
excluir a los que caminan por la rama. Se obtuvieron resultados que consideramos
preliminares debido a problemas metodolégicos que afectaron el numero de huevos por
brote y por lo tanto la evaluacion de los distintos efectos. Esto se debe fundamentalmente
a que las poblaciones en campo eran bajas y se tuvieron que utilizar adultos provenientes
de la cria en laboratorio los cuales no eran adecuados.

Consideramos que el método de exclusion y las tablas de vida son un método basico para
evaluar el efecto de los distintos grupos de enemigos naturales en las distintas brotaciones
Yy que nos aportard elementos para el disefio de estrategias en el Manejo Integrado de la
Plaga. También pensamos que muchas de las dificultades presentadas pueden ser
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superadas. Esta temporada se instalaron ensayos en parcelas que presentan naturalmente
altas poblaciones de D. citri para evitar las limitantes halladas en los experimentos
anteriores.

3- Evaluacién de depredadores en laboratorio

Con el fin de evaluar el potencial controlador de las arafias sobre D. citri, se evalué la tasa
de consumo y los tiempos de inmovilizacion de una especie de arafia de la familia
Anyphaenidae y otra de la familia Oxyopidae frente a ninfas de estadio 4 y 5 de D. citri. Las
arafias de estas familias se encuentran en citricos en varias regiones y se considera que
podrian consumir presas que se encuentren en las hojas y brotes. En la arafia de la familia
Oxyopidae se registr6 una aceptacion de D citri del 100% mientras que en la de la familia
Anyphaenidae fue de un 72%. Los tiempos de inmovilizacibn en ambas especies fueron
similares 65 * 37 segundos. Estas observaciones sugieren que las arafias de estas familias
pueden ser controladores potenciales de D. citri y podrian capturar grandes cantidades de
D.citri debido a los cortos tiempos de inmovilizacién registrados, sin embargo mas estudios
como la evaluacion de la respuesta funcional deberian realizarse sobre este grupo de
depredadores.

4- Evaluaciéon de hongos entomopatdégenos en laboratorio e invernaculo

Se seleccionaron tres cepas de hongos pertenecientes a la colecciéon del Laboratorio de
Micologia. Dos cepas corresponden a Beauveria bassiana y una a Metarhizium anisopliae.
Estos hongos se seleccionaron tomando en cuenta trabajos previos realizados en el
laboratorio y campo donde mostraron ser eficientes para infectar y matar insectos tales
como hormigas cortadoras, Gonipterus sp. y Phoracantha recurva.

Se logrd un porcentaje de infeccion de los insectos mayor al 80% con las tres cepas de
hongos evaluadas, lo que indica que con este sistema de aplicacion (pulverizado) se logra
llegar bien a los insectos en los brotes. La mortalidad total de los insectos inoculados con
entomopatégenos vario entre 96 % y 99 % dependiendo de las cepas de hongos,
presentando diferencias significativas frente al porcentaje de mortalidad de 21% en los
testigos.

Dados los resultados obtenidos hasta el momento, cualquiera de estas tres cepas de
hongos entomopatégenos podria seleccionarse para la aplicaciéon en plantaciones de
citricos ya que todas mostraron ser efectivas controladoras de D. citri. Se realizaran
evaluaciones de campo.
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Busqueda de aislados de CTV promisorios para su uso en proteccion cruzada
en naranjas Navel.

Rubio, Leticia ®; Maeso, Diego @; Bertalmio, Ana ®; Rivas, Fernando ®; Benitez, Maria José ©@; Colina,

Rodney @

(1) Programa Nacional de Investigacion en Produccion Citricola, Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA), Uruguay.

(2) Laboratorio de Virologia, Universidad de la Republica, Regional Norte, Salto.

Introduccién

Citrus tristeza virus (CTV) es el agente causal de una de las enfermedades virales mas
importantes de los citricos; a partir de 1930 provocdé la muerte de millones de plantas en
plena produccién injertadas sobre naranjo agrio (Bar-Joseph et al., 1989; Roman et al.,
2004). En nuestro pais la tristeza es endémica y esta presente su vector mas eficiente
Toxoptera citricida (Bentancour et.al., 2009), por lo que la produccién citricola se realiza
exclusivamente sobre portainjertos trifoliados, resistentes al patégeno. Sin embargo, se han
reportado pérdidas de productividad en pomelos y naranjos dulces, aun al estar injertados
sobre portainjertos resistentes (Bar-Joseph et al., 1989; Cambra y Moreno, 2000), debido a
que el virus produce acanaladuras en la madera que afectan el vigor de las plantas y el
calibre de las frutas. También han sido reportadas cepas del virus que rompen la resistencia
ofrecida por Poncirus trifoliata (Dawson y Money, 2000). Si bien, es posible eliminar este
patégeno durante la etapa de saneamiento, la coexistencia del virus y el vector en el campo,
no impiden que una planta saneada sea re-infectada en poco tiempo. La solucién al manejo
de la enfermedad en paises con una situacién similar a la de Uruguay (portainjertos tolerante
y presencia de T. citricida) ha sido utilizar el mecanismo de “proteccion cruzada”. Esta
medida consiste en disminuir los dafios ocasionados por la infeccion de cepas severas de
un virus mediante la pre-inoculacién con cepas suaves del mismo virus (Roistacher et al.,
2010). Se sabe que CTV se encuentra en la planta como una mezcla de aislados que
difieren en sus propiedades biolégicas y de agresividad (Garnsey et al., 2005) y, en ciertas
circunstancias, aislamientos débiles protegen del efecto de los aislamientos severos. La
diversidad genética y de reacciones bioldégicas que genera este virus hace necesario
conocer las caracteristicas de los aislados locales para implementar un programa de
proteccion cruzada. En este contexto, INIA desarrollé el proyecto: “Caracterizacion
molecular y biolégica de aislamientos de campo de CTV de Uruguay y su potencial en la
proteccidn cruzada”, cuyo objetivo fue conocer las caracteristicas de las cepas del virus que
circulan en el pais y seleccionar aislados promisorios para ser usados en proteccion
cruzada. En una primera etapa se analizaron 20 aislados provenientes de diferentes
especies citricas y diferentes localidades, los resultados indicaron que existe un predominio
de cepas severas, independientemente de la variedad y localidad. Por este motivo y con la
finalidad de encontrar aislados suaves, en este trabajo, se inicié6 un segundo andlisis de
aislados, en el cual para obtener mayor probabilidad de éxito se decidié acotar el estudio a
naranjas del grupo Navel (por su interés comercial) y dirigir el muestreo a los mejores
cuadros de esta variedad en el pais.
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Materiales y métodos

Se seleccionaron 15 aislamientos de Navel (cultivares: Navelina, Lane Late, New Hall,
W.Navel), de montes citricolas comerciales del Norte y Sur del pais. Las muestras fueron
colectadas de plantas con 10 a 25 afos, de buen porte y produccion. Se confirmé la
presencia de CTV en las muestras mediante la prueba serol6gica DAS ELISA. Luego se
realizé la caracterizacion biolégica y molecular de los aislamientos.

a) Bioensayos. Se realizaron segun la metodologia propuesta por Garney,et al., 1987, en
un invernadero a prueba de insectos y con temperatura controlada (18-26°C). Cada
aislamiento fue inoculado, mediante el injerto de dos trozos de corteza, en plantines de las
3 especies indicadoras de referencia: Lima mexicana (LM), Naranjo Agrio (NA) y Pomelo
Duncan (PD), utilizando 3 plantines de cada indicadora por aislamiento, ademés se
utilizaron 4 controles positivos y negativos para cada indicadora. Se evaluaron las
brotaciones post-inoculacion registrando los sintomas esperables para cada indicadora. En
LM se evalu6: aclaramiento de nervaduras, hoja de cuchara, nervadura corchosa,
acanaladuras de la madera y enanismo; en NA: amarillamiento del plantin y enanismo y en
PD: clorosis y acanaladuras de la madera. Se valoré la severidad de los sintomas usando
una escala de 0 a 3 (0= sin sintomas, 1= leves, 2 moderados y 3= severos), de modo de
obtener una respuesta caracterizada en cuanto a tipo y severidad de los sintomas inducidos
por los diferentes aislados. Finalmente, se elabor6 un indice acumulativo para cada
indicadora y para el conjunto de indicadoras.

b) Caracterizacién molecular. Se utilizé la técnica de amplificacion por RT-PCR, utilizando
el método “primer especifico” para los genes P25, P20 y P23 (genes supresores del
silenciamiento por ARN interferencia y que brindan informacion filogenética) de CTV. Los
productos amplificados fueron secuenciados y las secuencias nucleotidicas fueron
alineadas con cepas de referencia internacional y se construyeron los arboles filogenéticos
por el método de Maximun Likelihood del programa Mega 6.

Resultados y discusion

En el indexaje todos los aislamientos produjeron sintomas esperables en las distintas
indicadoras (Tabla 1). Segun las respuestas observadas durante la caracterizacion
biologica, fue posible diferenciar 2 grupos de aislados que comparten reacciones. Un grupo,
con 66% de los aislados, mostré sintomas moderados en LM y NA, asi como marcadas
acanaladuras en la madera en PD. Este grupo estaria constituido por aislados severos. Otro
grupo produjo sintomas leves en LMy NA, pero genero notorias acanaladuras en la madera
en PD.

En cuanto a la caracterizacién molecular, los resultados obtenidos indican que la mayoria
de las secuencias estudiadas se agruparon en los clados pertenecientes a los genotipos:
NC, T68 y T3, con menos frecuencia aparecen genotipos RB (Fig.1, Tabla 2). Los genotipos
T68 y T3 estén asociados a la produccion de sintomas moderados a severos, mientras que
los genotipos RB quiebran la resistencia de P. trifoliata generando infeccion sistémica,
asintomatica o con diferentes grados de severidad; no se han descripto caracteristicas
fenotipicas asociados al clado NC. La presencia de distintos genotipos en un aislado estaria
indicando la presencia de infecciones mixtas.
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LM NA PD Acumulado

Aislamiento VC HC Vck SP SY SP LM+NA+PD
F 17 2.0 0.3 3.0 3 2.2 12.2
ME 2 2 0.7 2.7 2.3 2.3 11.9
DS54 0.7 13 2.7 2.7 1.3 2.8 11.4
C. Oro 1.3 1.3 0.0 2.3 2 3 10.0
EK 5.1 1 1.7 1.7 2.7 0.3 2.5 9.8
M 1.3 1.3 0.7 2.0 1.3 2.3 8.9
SL 0.7 1 1 1.7 2 1.8 8.1
Q30 0.9 0.4 0.2 0.7 2 2 6.2
DS ST 1 0.7 0 1 1 5.7
FOR** 0 1 0 2 1 5.0
Q7 0.7 0 0 2 2.3 5.0
1128 0 0.7 0.7 1 0 2.3 4.6
|1 58 0.7 0.7 0 1 0 2.3 4.6
QNNL 0 0.3 0 1 1 4.3
SNH 1 0.3 0 1 0.7 4.0
Q16 0.7 0 0 0 1 1.7 3.4
TR7** 0.5 0 0 0 1 0 1.5

Tabla 1. Resumen de los principales sintomas* producidos por los distintos aislamientos en cada

indicadora.

(*) LM: aclaramiento de nervaduras (VC), hoja de cuchara (HC), nervadura corchosa (Vck), acanaladuras de la
madera (SP); en NA: amarillamiento del plantin (clorosis y enanismo) y en PD: acanaladuras de la madera (SP).
Escala de severidad de sintomas: 0- sin sintomas, 1-leves, 2-moderados y 3-severos.

(**): Testigos positivos utilizados.

@ KC525952(T3
N-11

N-13 T3
EU0767031B165

JQ965169(T6S

EUB57538INZ-M16
EU937519|FS02-2-VT
Us6902/VT

100 — AF260651[T30
Y18420(T385
FJ525431|NZRB-M12
BSI; FJ525434|NZRB-TH30
100 AY340974]Qaha
U16304(T36
g8 —— @ HA16-5_(Hawaii) T
N-10
99

NC

98

Tabla 2. Resumen de los genotipos
obtenidos a partir de arboles filogenéticos
para los genes P20, P23 y P25.

Codigo muestra Codigo A. molecular P20 P23 P25

SNH 3 T3 RB? NC
ME 4 NC XX X
Q30 5 NC XX NC
1128 6 NC XX NC
|58 7 T3 T3 NC
DSST 8 NC T68 NC
C.0ro 9 T3 T68 RB
DS 54 10 NC T68 NC
M 11 T3 T3 XX
EK 12 NC? T68 XX
F 13 T3 XX XX
QNNL 14 T3 T68 NC
Q7 15 NC XX X
Q16 16 X T68? RB
SL 17 NC XX NC

Fig.1. Arbol filogenético para el gen P23. Los
aislados uruguayos se representan con la letra N y

el nlmero de muestra
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X : no se obtuvo secuencia de calidad
xx: no amplificé
?: es probable que pertenezca a ese genotipo
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Esta nueva caracterizacion refuerza la idea de que en nuestro pais circulan principalmente cepas
severas de CTV y es dificil encontrar aislados promisorios suaves. Si bien, hay aislados que dan
sintomas leves en la mayoria de las reacciones esperadas en el test biolégico, luego
mostraron SP moderado a severo en PD. No obstante, conociendo el comportamiento
biolégico y los genotipos dominantes fue posible seleccionar 3 aislados para comenzar a
trabajar en proteccion cruzada para naranjas Navel.
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aportes sobre el nuevo linaje de CTV en Sudamérica y su repercusion en la
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Introduccion.

Los citricos son el cultivo frutal mas importante a nivel econémico en el mundo. Las
distintas especies de citricos son susceptibles a numerosas enfermedades causadas por
patdgenos intracelulares tales como virus y viroides. Estas influyen directamente en la
produccion citricola, generando importantes pérdidas economicas en todas las zonas
afectadas del mundo y en nuestro pais se estiman en el orden del 30% de la produccion
citricola nacional.

Desde que aparecié hace dos siglos atras, la enfermedad conocida como Tristeza, es la
enfermedad viral mas devastadora de la industria citricola a nivel mundial (Roistacher et al.,
2010). Su agente etioldgico, el Virus de la Tristeza de los Citricos (CTV), es transmitido por
injerto de material vegetal infectado o principalmente por &fidos de los géneros Toxoptera y
Aphis (Moreno et al., 2008). La existencia de variantes genéticas del virus con diversos
grados de severidad, han sido reportadas en todas las areas citricolas afectadas del mundo.
La presencia de CTV y su vector mas eficiente, T. citricida, ha sido descrita en Uruguay
desde los afios 40 (Koch de Brotos & Boaso, 1955).

Como resultado de errores en la replicacion, eventos de recombinacion y transmision
mediada por el vector, los aislados de CTV se encuentran en la naturaleza como
poblaciones de variantes de secuencia que muestran diferentes caracteristicas biologicas
(Kong et al., 2000; Rubio et al., 2001). Es asi que estudios de la diversidad genética de las
poblaciones de CTV se han descrito como altamente relevantes para el desarrollo de
estrategias de control, como planes de proteccion cruzada, que han sido desarrollados
satisfactoriamente en paises como Brasil, Sudéafrica o Peru (Roistacher et al., 2010). La
receta para que la proteccion cruzada funcione es identificar en primer lugar los aislados
severos que necesitan ser controlados y luego encontrar aislados suaves del mismo
genotipo pre inmunizar las plantas; la proteccion cruzada es genotipo especifica
(Folimonova, 2013).
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CTV, junto con el virus de la Psorosis de los citricos (CPsV) y el viroide que produce la
Exocortis (CEVd), son los agentes de esta naturaleza de mayor incidencia en los
cultivos citricolas de nuestro pais. Con el fin de establecer la incidencia de dichos
patdgenos a nivel nacional, se realizan colectas en las distintas zonas citricolas del
Uruguay y se desarrollaron metodologias de biologia molecular para el diagnéstico y
caracterizacion de estos patégenos en variedades de interés comercial como naranjas
de los grupos Navel y Valencia, mandarinas del grupo de las Clementinas y también
limones.

Materiales y Métodos.

Para la primera etapa del trabajo se utilizaron un total de 15 muestras de campo. La
extraccion del ARN total se realizé con el RNeasy Plant Mini Kit de QIAGEN segun
recomendaciones del fabricante y la sintesis del ADN copia se realiz6 utilizando primers
randémicos. Se estandariz6 un sistema de deteccién rapido y sensible, por PCR en tiempo
real con tecnologia TagMan, mediante la amplificacion de un fragmento de la region 3’'UTR
del genoma viral. Para la caracterizacion de los aislados, se amplificaron por PCR en tiempo
final, tres genes del genoma de CTV (p25, p20 y p23) mediante protocolos publicados por
Iglesias y colaboradores (2008) y Rubio y colaboradores (2001). Los resultados fueron
visualizados en geles de agarosa al 2% y los amplicones purificados mediante el uso de kits
comerciales siguiendo las normas del fabricante. La secuenciacién de los aislados se realiz6
de manera bidireccional en la plataforma del Instituto Pasteur de Montevideo. Por otro lado,
y con el objetivo de conocer la composicion de las poblaciones virales, se clonaron los
amplicones para los tres genes analizados para el total de las muestras. Se analiz6 un total
de al menos 10 clones por muestra y se secuenciaron bidireccionalmente como en el caso
anterior. La edicién de las secuencias nucleotidicas se realizé con el programa SegMan, y
los alineamientos con sus correspondientes analisis filogenéticos se realizaron con el
programa MEGA 6. Los arboles filogenéticos se realizaron con el método Maximum
Likelihood bajo el modelo HKY con aLRT como soporte estadistico.

Esta previsto colectar un total de 1070 muestras distribuidas como se indica en la figura 12.
Al momento se han colectado 223 muestras de las regiones citricolas indicadas en la figura
1B. La deteccion de CTV se realiza mediante PCR en tiempo real con metodologia TagMan
(Bertolini et al., 2008), CPsV mediante PCR en tiempo final (Roy et al.,, 2005) y CEVd
utilizando PCR en tiempo real con el kit Quanti Fast SYBR Green RT-PCR (QIAGEN) segun
recomendaciones del fabricante. La caracterizacién de los aislados de CTV se realiza
mediante secuenciacion de los genes p20, p25 y p23 como se realiz6 en la primera etapa
del presente trabajo.
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Figura 1. A. Zonas citricolas del pais donde se realizaran los muestreos. B. Zona Norte donde el muestreo se
ha realizado.

Resultados y Discusion

Como se muestra en la figura 2, mediante este andlisis detectamos la presencia de cuatro
linajes co-circulantes con distinta prevalencia, tres de ellos previamente descritos (VT, T3y
T36) y el cuarto identificado en este trabajo, denominado nuevo clado, NC (Benitez-Galeano
et al., 2015). Este ultimo linaje esta compuesto por aislados de Uruguay y Argentina, asi
como de paises de los cinco continentes. El genotipo méas prevalente fue el genotipo VT,
como ha sido reportado para el resto del mundo. Estos resultados muestran que las cepas
gue circulan en nuestro pais presentan una gran variabilidad genética, asi como las que
circulan en la regién y el mundo.
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Figura 2. Arbol filogenético para el gen p25 de CTV donde se muestran los distintos genotipos descritos en la
literatura (VT, rojo; T36, violeta; T30, verde; T3, amarillo; RB, azul) y el nuevo linaje (turquesa). En gris se marcan
las secuencias de referencia. Los principales nodos con valores de aLRT estan indicados.

En cuanto a la presencia de los virus CTV y CPsV, se han analizado 223 muestras de las
cuales 178 resultaron positivas para CTV, mientras que solamente 8 resultaron positivas

para CPsV (Figura 3)

Positividad por Virus

250
200
150
100

50

ECTV

# CPsV

N° de muestras

Positivo Negativo

Figura 3. Positividad de CTV y CPsV en las muestras analizadas.
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En cuanto a la positividad de cada virus desglosada por variedad citrica afectada
encontramos que el 60% de las muestras positivas para CTV fueron de naranja, 15% de
mandarinay 5% de limén, mientras que el restante 20% fueron negativas. Respecto a CPsV,
todas las muestras positivas fueron de naranja y representaron un 4% del total de las
muestras analizadas (Figura 4). Ninguna de las muestras de mandarina o limon fue positiva
para CPsV.

Positividad por Virus y por Variedad

ECTV

i CPsV

N° de muestras

Naranja Mandarina Limén

Figura 4. Positividad de CTV y CPsV en las muestras analizadas distribuido por variedad citrica.

Por altimo, respecto a la caracterizacion de los aislados de CTV, encontramos que un 8%
de los aislados corresponde al genotipo VT descrito como el prevalente en el mundo, un 1%
de las muestras fueron del genotipo T3, y sorprendentemente el restante 91% de las
muestras secuenciadas para el gen p25 corresponden al nuevo clado descrito previamente
por nuestro grupo (Figura 5). Esta redistribucién aparente en la prevalencia de los distintos
genotipos en nuestro pais es de suma importancia el tenerla en cuenta a la hora de buscar
aislados protectivos para el futuro plan de proteccién cruzada.

Figura 5. Arbol filogenético para el gen p25
de aislados Uruguayos de CTV. Se
muestran los distintos genotipos descritos
(VT, rojo; T36, violeta; T30, verde; T3,
amarillo; RB, azul) y el nuevo linaje
(turquesa). En gris se marcan las
secuencias de referencia. Los valores de
aLRT estan indicados.
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Conclusiones

Los resultados del presente estudio contribuyen a un mejor entendimiento de las diversas
poblaciones de CTV que circulan en nuestro pais, brindando informacion para el desarrollo
de planes de proteccion cruzada apropiados a nuestra region geogréfica. Los datos
presentados aqui, muestran los distintos genotipos de CTV que circulan en Uruguay. La
presencia del nuevo linaje genético refleja la continua diversificacion del virus, reafirmando
la importancia de estudios genémicos profundos y una vigilancia constante. La necesidad
de analisis posteriores, como la caracterizacion bioldgica y la secuenciacion del genoma
completo de CTV del nuevo linaje, son de gran importancia para caracterizar
completamente este nuevo genotipo y a su vez utilizarlo como aislado preinmunizador
promisorio para la proteccion cruzada.

La vigilancia continua es importante para detectar la presencia de nuevos genotipos de CTV
gque puedan causar problemas en la industria, asi como también la presencia y distribucién
de CPsV y CEVd para un manejo y control adecuados.
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Cancro citrico: Aportes sobre el uso de inductores de resistencia para el
control de la bacteria.

Rubio, L.; Alves, P.; Blanco, O.; Guimaraens, A.; Amaral; J. Pérez, E..

Programa Nacional de Investigacion en Produccidn Citricola. Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria.
INIA Salto Grande. Uruguay.

Contacto: lrubio@inia.org.uy, elenaperez@inia.org.uy

1. Introduccién.

El cancro citrico es la principal enfermedad bacteriana que afecta los citricos en Uruguay.
Su agente causal, Xanthomonas citri subsp citri, es plaga cuarentenaria para mercados
lucrativos lo que exige un manejo muy riguroso de la bacteria. La principal medida de
control, se basa en pulverizaciones con productos quimicos dirigidas a la proteccién de
brotes y frutos susceptibles. Los productos que han demostrado mayor efectividad son
aguellos que contienen como minimo 50% de cobre metélico en formulacién como polvo
mojable micronizado. Son ejemplo de ellos, el sulfato de cobre tribasico (polvo mojable
PM), el oxicloruro de cobre micronizado (PM), el hidroxido de cobre (PM), el éxido cuproso
(PM) y similares (Canteros, 2006). En Uruguay, las aplicaciones de oxicloruro de cobre y
oxido cuproso son la opcion principal para el control de la enfermedad. Se realizan entre 4
y 6 pulverizaciones por temporada, segun las condiciones predisponentes y susceptibilidad
de la variedad. A pesar del uso reiterado, no se han detectado cepas resistentes. Como no
existen restricciones de uso (dosis) por los mercados compradores, es previsible que los
productos a base de cobre se sigan utilizando como herramienta fundamental para el control
de cancro citrico. Sin embargo, su uso puede estar limitado por condiciones ambientales.
En verano, si las temperaturas son altas en el momento de aplicacion, generalmente se
producen dafios cosméticos en la fruta (manchado) y por consecuencia el descarte de la
misma. En los dltimos afios, han aumentado las evidencias sobre el efecto beneficioso de
los productos inductores de resistencia (IR) para el control de enfermedades y aunque los
antecedentes sobre el uso de estos productos para el control de cancro citrico son limitados,
los IR pueden ser una alternativa para complementar las aplicaciones de cobre en el verano.
El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el uso de los IR disponibles en Uruguay sobre el
control de cancro citrico y dafios en la cosmética de la fruta.

2. Materiales y métodos
2.1. Ensayos en invernadero.

Se realizaron 6 experimentos para evaluar el efecto de diferentes productos, dosis de
aplicacion y permanencia de la induccion en condiciones de invernaculo. Se utilizaron
plantas de Limén criollo/P. trifoliata (experimentos 2 y 3) y/o de Naranja Navel cv. Fisher/P.
trifoliata (experimento 1, 3, 4, 5y 6) por su sensibilidad a cancro citrico. En los experimentos
1 a 4, los inductores aplicados al suelo fueron disueltos en 200 mL de agua por maceta. Las
aplicaciones foliares se realizaron hasta punto de goteo con el auxilio de un aspersor. En
los experimentos 5 y 6 los inductores fueron aplicados en la linea de riego. A los 7 dias de
aplicados los tratamientos, las plantas de los experimentos 1,2, 4 - 6 fueron inoculadas por
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infiltracién utilizando una jeringa para insulina sin aguja en 3 sitios diferentes en cada lado
de la hoja separado por la nervadura central (6 sitios en total por hoja). El experimento 3
fue inoculado por aspersion y en el experimento 4 se evaluaron las dos formas de

inoculacién para cada tratamiento.

2.1.1 Tratamientos

Los tratamientos, dosis y forma de aplicacidn figuran en los cuadros 1 a 5.

Cuadro 1. Ensayo 1. Tratamientos aplicados a plantas de naranja Navel vr “Fisher” de 2 afios de edad
en condiciones de invernéaculo para el control de cancro citrico.

Producto Aplicacion Dosis por planta (p.a)
Acibenzolar-s-metilo 50% wg foliar 2mg

Acibenzolar-s-metilo 50% wg suelo 10 mg

Imidacloprid 35% (p/v) suelo 1,5mg

Quitosan (4%) suelo 1,25 mL

Control inoculado, sin tratamiento suelo 250 mL

Control inoculado con tampo6n fosfato suelo 250 mL

Cuadro 2. Ensayo 2. Tratamientos aplicados a plantas de limén tipo criollo de 2 afios de edad en
condiciones de invernaculo para el control de cancro citrico.
Producto Aplicacion Dosis por planta (p.a)
Acibenzolar-s-metilo 50% wg suelo 2mg
Acibenzolar-s-metilo 50% wg suelo 20 mg
Imidacloprid 35% (p/v) suelo 1,5mg
Imidacloprid 35% (p/v suelo 3mg
Quitosan (4%) suelo 1,25 mL
Quitosan (4%) suelo 12,5mL
Fosfirend suelo 1,5mg
Fosfirend suelo 3mg
Control inoculado, sin tratamiento suelo 500 mL
Control inoculado con tampon fosfato suelo 500 mL
Cuadro 3. Ensayo 3. Tratamientos realizados en plantas de naranja Navel vr Fisher y plantas de
limon criollo en condiciones de invernaculo para el control de cancro citrico
Producto Aplicacion Dosis por planta (p.a)
Acibenzolar-s-metilo 50% wg foliar 40 mg
Acibenzolar-s-metilo 50% wg foliar 20 mg
Imidacloprid 35% (p/v) suelo 1,5mg
Imidacloprid 35% (p/v) suelo 3mg
Quitosan (4%) riego + fosfirend foliar suelo /foliar 1,25 mL + 0,3%
Quitosan (4%) riego + fosfirend foliar suelo /foliar 2,5mL + 0,3%
Fosfirend suelo 1,5mg
Fosfirend suelo 3mg
Fosfirend foliar 0,3%
Control inoculado, sin tratamiento suelo 500 mL
Control inoculado con tamp6n fosfato suelo 500 mL

Cuadro 4. Ensayo 4. Tratamientos realizados en plantas de naranja Navel vr Fisher y plantas de limén
criollo en condiciones de invernaculo para el control de cancro citrico
Producto Aplicacion Dosis por planta (p.a)
Imidacloprid 35% (p/v) suelo 1,5mg
Imidacloprid 35% (p/v) suelo 3,0mg
Quitosan (4%)+ fosfirend 1,7% (p/p) suelof/foliar 60 mg +20 mg
Quitosan (4%)+fosfirend ( p/p) suelof/foliar 120 mg + 40 mg
Fosfirend 1,7% (p/p) foliar 6 mg
Microorganismos efectivos (EM) foliar 0,1%
Control inoculado, sin tratamiento suelo 500 mL
Control inoculado con tamp6n fosfato suelo 500 mL
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Cuadro 5. Ensayo 5 y 6. Tratamientos realizados en plantas de naranja Navel cv. Fisher para el
control de cancro citricos

Producto Aplicacion Dosis por planta (p.a)

Quitosano 4% (Bioroot) suelo 60 mg

Quitosano 2,5% (Biorend-Cobre) suelo 60 mg + 92 mg

Alginato de cobre 15% (Tixan) suelo 225 mg

Hidréxido de cobre foliar 0,15 % (pc)

Control inoculado, sin tratamiento suelo 500 mL

Control inoculado con tamp6n fosfato suelo 500 mL

2.1.2 Andlisis estadistico

Asumiendo que la distribuciébn de los datos provienen de una familia exponencial,
consideramos que el modelo es lineal generalizado. Pero, como las variables de respuestas
son recuentos y proporciones en algunas situaciones se opt6 por considerar el modelo lineal
generalizado mixto. De acuerdo con las condiciones del experimento los procedimientos
para los analisis de varianza utilizados fueron GLM o GLIMMIX del paquete estadistico
SAS® V 9.1. Las medias fueron separadas por test de Tukey (P < 0.05).

2.2. Ensayos en campo.

En campo se desarrollaron ensayos para evaluar la accion de los IR sobre el control de
cancro y dafios en la cosmética de la fruta. Los productos fueron aplicados de dos maneras:
1) durante toda la temporada y 2) se incorporaron solo en aplicaciones de verano (enero y
febrero) al esquema tradicional de aplicaciones con cUpricos. Los ensayos se desarrollaron
en un monte comercial de naranja Navelina/P. trifoliata de 10 afios, con un marco de
plantacion de 6m x 3m. El disefio utilizado fue de bloques completos al azar, cada
tratamiento tuvo 3 repeticiones y cada parcela estuvo constituida por 18 plantas. La
aplicacion de los productos se realizdé con una pulverizadora de picos, siendo el gasto de
agua de aproximadamente 4 litros por planta. Se realiz6 evaluacion de incidencia y
severidad de cancro e incidencia de fruta manchada por fitotoxicidad. Los datos se
analizaron mediante el procedimiento estadistico Genmod de SAS, el analisis de medias se
hizo por Lsmeans.

Temporada 2011-2012. Al esquema tradicional de cobres en primavera, se aplicaron en
verano (20 de enero y el 22 de febrero) los productos Flobordo (Hidroxido de Cobre, 4%
(p/v)) y Biorend Cu (Quitosano 1,9%(p/v) y Sulfato de cobre 29,3%(p/v) de cobre,
200cc/100L).

Temporada 2012-2013. Los IR fueron aplicados durante toda la temporada para evaluar su
eficiencia frente a los tratamientos con cobre. También se evalué el efecto de coadyuvantes
para el cobre. Se utilizaron los productos: Afital cobre (Anhidrido fosforico 25%, Cobre 5%),
Tixan (Alginato de cobre, 300cc/100L), Biorend Cu (Quitosano 1,9%(p/v)) y Sulfato de cobre
29,3%(p/v), 200cc/100L), Flobordo (Hidroxido de Cobre, 4% (p/v) de cobre, 150cc/100l)) y
los coadyuvantes: Silwet y Nufilm.

Temporada 2013-2014. Los IR fueron aplicados: a) como Unico producto en primavera y
verano; b) solo en verano, sobre los cobres usados en primavera, utilizando los productos:
Tixan (Alginato de cobre, 300cc/100L) y Biorend Cu (Quitosano 1,9%(p/v)) y Sulfato de
cobre 29,3%(p/v), 200cc/100L.
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3. Resultados
3.1 Ensayos en invernaculo

En los ensayos 1 a 3 no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. A
partir del ensayo 4, algunos tratamientos redujeron el nimero de pustulas promedio por
tratamiento (cuadro 6 y 8) o el numero de sitios de inoculacion con infecciones positivas
(cuadro 7).

Cuadro 6. Efecto de IRS aplicados a plantas de limén criollo en condiciones de invernaculo para el
control de cancro citrico

Numero de
Producto Aplicacion Dosis por planta (p.a) pustulas promedio
por tratamiento

Imidacloprid 35% (p/v) suelo 1,5mg 12,32 AB
Imidacloprid 35% (p/v) suelo 3,0 mg 7,77 A

Quitosan (4%)+ fosfirend (1.7%) suelo/foliar 60 mg +20mg 11,55 A

Quitosan (4%)+fosfirend (1.7%) suelo/foliar 120 mg + 40 mg 12,01 A

Fosfirend (1,7%) foliar 6 mg 18,31 C
Microorganismos efectivos (EM) foliar 0,1% 13,77 B

Control inoculado, sin tratamiento 15,94 BC

Cuadro 7. Ensayo 5. Control de la enfermedad, medido en la reduccion de
sitios de inoculacion positivos.

Tratamiento Sitios de inoculacion
Oxicloruro de cobre 85% (p/p) 0,0186 A
Quitosano 1,9% (p/v); Sulfato de cobre 0,2592 AB
pentahidratado 30,5% (p/v)
Quitosano 4% (p/v) 0,3147 AB
Alginato de cobre 15% (p/v) 0,3518 AB
Control inoculado 0,4261 B
CV (%) 92.77

Cuadro 8. Ensayo 6. Control de la enfermedad, medido en lareduccién del nUmero de
pustulas promedio por tratamiento. Evaluacién en 3 momentos.
Pustulas promedio por tratamiento (en nimero)
Fecha de evaluacion del experimento
Tratamiento Dic 2013 Set 2014 Nov 2014
Oxicloruro de cobre 85% (p/p) 9,87 A 0,02 A 8,35 A
Quitosano 1,9% (p/v); Sulfato de | 7,55 A 0,31 AB 10,31 A
cobre pentahidratado 30,5% (p/v)
Quitosano 4% (p/v) 16,37 B 0,48 B 22,15 B
Alginato de cobre 15% (p/v) 6,17 A 0,57 B 10,05 A
Control inoculado 19,67 B 0,65 B 2581 B
CV (%) 74,19 206,53 74,85
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3.2 Ensayos en campo

Temporadas:

e 2011-12: no hubo diferencias significativas entre tratamientos para el control de
cancro debido a la baja incidencia de la bacteria por falta de condiciones ambientales
predisponentes (precipitaciones). Por lo tanto, no fue posible sacar conclusiones
sobre la efectividad de control de estos productos. En lo que respecta al manchado,
el tratamiento con aplicacion de Flobordo (Hidroxido de Cobre, 4% (p/v) en verano
produjo menor porcentaje de fruta manchada, diferenciandose del resto de los
tratamientos.

e 2012-13: todos los tratamientos se diferenciaron significativamente del testigo
comercial en cuanto al control de cancro. Los tratamientos con cobres lograron
mayor porcentaje de fruta sana (85%) que los tratamientos que incluyeron IR (50-
60%) y hubo diferencias significativas entre tratamientos con IR. El uso de
coadyuvantes no mejoré el control de los tratamientos con cobre. Hubo importante
incidencia de fruta manchada en uno de los tratamientos con IR.

e 2013-14: todos los tratamientos se diferenciaron significativamente en control de
cancro frente al testigo sin tratar. Nuevamente, los tratamientos con cupricos fueron
mas eficientes, logrando mas de 80% de fruta sana, frente a los tratamientos con IR.
Sin embargo, el tratamiento que recibié oxicloruro de cobre durante la primavera y
en verano un IR, fue el que presenté menor incidencia de la enfermedad, aunque,
no se diferenci6é estadisticamente del tratamiento con 6xido cuproso. Se observo
fruta manchada en tratamientos con cobres y con IR.

4. Conclusiones

En los ensayos de invernaculo ninguno de los productos evaluados se comporté mejor o
igual que las aplicaciones foliares de oxicloruro de cobre. El imidacloprid tuvo un efecto
significativo en el control de la enfermedad, pero su uso fue prohibido en mercados
compradores. El alginato de cobre y la mezcla de quitosano con cobre son los productos
gue seran er considerados en futuros ensayos en campo en aplicaciones en suelo.

En las evaluaciones realizadas en campo en aplicaciones foliaries los IR evaluados
mostraron efecto sobre el control de cancro, pero su eficiencia fue significativamente menor
a la de los cobres cuando se utilizan como Unico producto de control durante la temporada.
Sin embargo, fueron efectivos integrados a un esquema de control que tuvo como base
cupricos. No obstante, han tenido un comportamiento erratico en cuanto a incidencia de
fruta manchada, por lo que no han ofrecido hasta el momento una solucién para evitar el
dafo originado por las aplicaciones de cobre en verano.
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Validacion de una estrategia de manejo integrado para el control de Mancha
Negra de los citricos

Elena Pérez, Pablo Alves.
Programa Nacional de Investigaciéon en Produccién Citricola. Instituto Nacional de Investigacion

Agropecuaria. INIA Salto Grande. Uruguay.

Contacto: elenaperez@inia.org.uy

1. Introduccién.

Mancha Negra de los citricos es una enfermedad que afecta a todos los cultivos de interés
comercial, principalmente naranjas y limones. Una vez presente, el hongo se reproduce
sobre las frutas afectadas, hojas caidas en el suelo y posiblemente sobre ramas secas.
Infecta a las frutas desde cuajado hasta aprox. los 5 cm de didmetro y a las hojas durante
todo su crecimiento. Tiene un periodo de latencia prolongado, observandose la mayor
expresion de la enfermedad luego del cambio de color de la fruta. En Uruguay fueron
identificados los estados reproductivos sexual y asexual del hongo, lo que permite que se
cumpla el ciclo completo de la enfermedad por la presencia de los dos tipos de de esporas
(sexual y asexual). Las hojas caidas en el suelo en estado papiraceo constituyen la fuente
de in6culo delestado reproductivo sexual del hongo y los frutos y hojas con lesiones
constituyen la fuente de indculo del estado reproductivo asexual. La literatura menciona que
las ramas secas pueden ser fuente de indculo, aunque no existen trabajos confirmatorios.
El patégeno que produce la Mancha Negra de los citricos es poco agresivo, expresandose
la enfermedad mayormente en plantas poco nutridas o que estuvieron expuestas a periodos
de estrés como heladas, hidrico, ataque severo de plagas, etc. El manejo integrado de la
enfermedad consiste en disminuir las fuentes de inéculo y la dispersién del mismo, proteger
los tejidos susceptibles de la planta, evitar el desarrollo del hongo en tejido afectado y
mejorar la defensa de las plantas evitando el estrés por falta de agua y nutrientes o ataque
de plagas y enfermedades. Basados en los conocimientos manifestados anteriormente, el
objetivo del presente trabajo consistié en validar un conjunto de medidas que contribuyan
al manejo integrado de la Mancha Negra de los citricos interviniendo sobre el ciclo de la
enfermedad.

2. Materiales y Métodos
2.1. Control de las fuentes de in6culo.

2.1.1.Control de ramas secas. Previo a la floracion (primavera) se retiraron mediante poda
todas las ramas y ramitas secas.

2.1.2.Control de hojas en estado papirdceo. Consistio en la siembra de un abono verde en
la entrefila que fue incorporado bajo la fila mediante pastera especial y el aspirado de
las hojas secas a inicio del experimento.

2.1.3.Control de inéculo sobre las lesiones en frutas. Las frutas fueron cosechadas previo a
la floracion.
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2.2. Proteccion de la planta contra las infecciones del patdégeno.

Desde botén cerrado hasta principio de verano se realizaron tratamientos basados
en cobre para proteger a la fruta durante el crecimiento de varios patdgenos
importantes para el cultivo de naranja Valencia (Cancro Citrico, Melanosis y Mancha
Negra). Las aplicaciones se realizaron con oxido cuproso (1,0%) con aceite mineral
(0,5%).

2.3. Control del desarrollo del hongo en tejidos infectados. Se realiz6 en verano un
tratamiento con Comet (400 ml cada 2000 L) para controlar las infecciones latentes que se
hubiesen establecido en frutos y hojas.

2.4. Medidas para mejorar la defensa de las plantas. Se realizaron todas las medidas de
manejo habituales para la produccién de naranja Valencia de calidad para exportacién como
el aporte de nutrientes a las plantas, el control de plagas, malezas y poda.

2.5. Fertilizacion. Al inicio de primavera se realiz6 el siguiente esquema de fertilizacién
por planta adulta: %2 Kg de superfosfato de Ca, 1 Kg de Cloruro de Ky 1 Kg de Urea.

2.6. Control de plagas. Para el control de cochinillas se realizé una aplicacion de Lorban
y aceite en noviembre.

Resultados.

A inicio del experimento (setiembre 2012), el cuadro presentaba un 92% de fruta afectada
por la enfermedad, indice que se redujo al 9% mediante medidas de manejo integrado se
redujo al en la siguiente zafra (setiembre 2013). En el cuadro testigo (manejo convencional)
la incidencia en frutas fue de 80%. En los siguientes afios (setiembre 2014 y julio 2015) se
mantuvieron valores similares (Cuadro 1).

Incidencia de Mancha Negra en fruta de naranja Valencia proveniente de un
cuadro con manejo integrado y un cuadro con manejo tradicional
Manejo integrado Manejo convencional
Afo Incidencia Nro. de lesiones | Incidencia | Nro. de lesiones
(%) promedio por (%) promedio por
fruta enferma fruta enferma
2013 9 1,3 80 54
2014 6 1,6 83 51
2015 5 1,0 90 51
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4. Conclusiones.

En las condiciones de Uruguay, en una variedad sensible como Naranja Valencia, los
resultados del experimento indican que la enfermedad es de bajo riesgo epidemiologico
Si:

a) Las plantas se mantienen en condiciones saludables (adecuada fertilizacion, riego,
control de plagas y enfermedades, etc.).

b) Se realiza un adecuado control de las hojas caidas en el suelo (fuentes de in6culo)
evitando la acumulacién en estado papiraceo en los meses de mayor riesgo de
liberacion de inoculo (verano).

c) Se aplican los tratamientos durante la primavera para el control de plagas y
enfermedades y un tratamiento preventivo para Mancha Negra en verano a base de

un producto sistémico para disminuir posibles infecciones latentes.

d) Se eliminan ramas y ramillas secas.
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Alternaria en mandarinas: Contribucion de la investigacion para el control
integrado de la enfermedad.

Rubio, L., Pérez, E.,
Programa Nacional de Investigacion en Produccion Citricola. Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria.
INIA Salto Grande. Uruguay.

Contacto: Irubio@inia.org.uy , elenaperez@inia.org.uy

1. Introduccién.

La enfermedad conocida como “mancha marrén de las mandarinas” es ocasionada por el
hongo Alternaria alternata Fr. (Keissler) pv. citri Solel y afecta principalmente a la mandarina
‘Dancy’ y sus hibridos. En Uruguay se la ha observado en los hibridos ‘Murcott’, ‘Fortune’,
‘Nova’ y Tangelo ‘Orlando’ (Bernal, 2009). Las condiciones ambientales de las regiones
citricolas de Uruguay son propensas para el patdgeno y en afios conductivos para la
enfermedad, las mandarinas muy sensibles como ‘Dancy’ y ‘Fortune’ han presentado
pérdidas que hacen inviable la produccion de estas variedades. En cambio, la produccion
de variedades con sensibilidad intermedia como ‘Murcott’ y ‘Nova’ puede ser rentable bajo
una estrategia de manejo adecuado. Para el control de la enfermedad, se recomienda
aplicar practicas culturales que favorezcan el secado rapido de las hojas, evitar un excesivo
crecimiento de brotes vegetativos, no utilizar variedades muy sensibles y principalmente la
proteccion de los tejidos susceptibles con fungicidas. Por ello, en los ultimos afios, en el
marco del proyecto “contribuciones para mejorar el estado sanitario y la inocuidad de la fruta
citrica” se han desarrollado trabajos de investigacion en mandarina ‘Nova’ y ‘Murcott’ que
aportan a mejorar la estrategia de control de la enfermedad. Para ello: a) se ha estudiado
el periodo de susceptibilidad de los brotes y de la fruta con el propésito de mejorar los
momentos de control; b) se han evaluado diferentes fungicidas en condiciones controladas
para conocer la eficacia real de los mismos; c) se ha desarrollado un método indirecto para
predecir el nivel de inoculo inicial con la intencién de proporcionar un insumo que permita
planificar el uso de diferentes fuentes de fungicidas; d) se han realizado evaluaciones de
productos quimicos en campo para validar diferentes principios activos en condiciones de
producciony e) se harealizado una caracterizacion biolégica y molecular de 60 aislamientos
del patdgeno obtenidos de diferentes variedades y zonas productoras.

El objetivo del presente resumen, es proporcionar informacion de los resultados obtenidos
en algunos de los estudios mencionados.

2. Materiales y Métodos.

2.1. Susceptibilidad de brotes en mandarina ‘Nova’ y de frutos en mandarinas ‘Nova’y
‘Murcott’.

Se colectaron brotes de mandarina ‘Nova’ creciendo en invernaculo en los distintos estadios
de desarrollo desde b2 a b4 (Garran et al., 2005). En laboratorio, los brotes fueron
acondicionados e inoculados por aspersion (1x10* ufc.mL™?) utilizando un aislamiento de
Uruguay (ALT2FNQ29). Luego, fueron depositados en camara humeda por 48 h, cuando se
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procedid a la evaluacién de la incidencia en hoja. Se realizaron 10 repeticiones por cada
tamafo de brote. Desde el mes de diciembre a cosecha, cada 15 d, se cosecharon en
campo frutas de mandarinas ‘Nova’ y ‘Murcott’ que fueron artificialmente inoculadas con
tres cepas de diferente origen: Uruguay (ALT2FNQ29), Espafia (A051) y EEUU (SH_MIL),
apoyando en 4 puntos equidistantes papel de filtro embebido en una suspensién de
esporas. Por 72 h la fruta permanecié en cAmara hiumeda y los resultados fueron evaluados
a las 48 h. Se realizaron 5 repeticiones de dos frutas cada una, para cada una de las cepas.
Los testigos fueron brotes y frutos sin inocular. Paralelamente, en el mes de diciembre se
identificaron frutos asintomaticos en campo que fueron observados cada 15 d hasta
cosecha para la deteccién de lesiones de mancha marrén.

2.2. Control quimico en campo

2.2.1. Monitoreo de la enfermedad en brotes asintomaticos y su potencial para definir
alternativas de control quimico

2.2.1.1. Ajuste del tamafio de la muestra. En la zafra 2013/2014 se seleccionaron dos
cuadros de mandarina ‘Nova’ con alta y baja intensidad de la enfermedad. En cada uno, del
25% de las plantas (distribuidas en forma homogénea en todo el cuadro), se cosecharon
cuatro brotes asintométicos en estado b2. Los mismos se mantuvieron por 48 h en cadmara
humeda, cuando se procedi6 a la evaluacion de la incidencia de la enfermedad en hojas.
2.2.1.2. Validacion del tamafio de la muestra. A partir de los resultados obtenidos con el
ajuste del tamafio de la muestra, en la zafra 2014/2015 fueron seleccionados 6 cuadros en
total, 3 con bajay 3 con alta intensidad de la enfermedad. En los mismos se eligieron plantas
al azar y se cosecharon de cada una 4 brotes asintomaticos que se mantuvieron y evaluaron
como mencionado en el item anterior.

2.2.1.3. Procedimiento estadistico. Con los datos obtenidos en la zafra 2013/2014 se estim6
el tamafio de la muestra considerando la varianza entre plantas y la varianza de brotes
dentro de plantas. El tamafio de la muestra fue seleccionado considerando obtener un error
igual o menor al 1% de la media, con un 95% de confianza. Se calcul6 el tamafio maximo
de muestra para un area "grande" (en el sentido en que es un muestreo con poblacién muy
grande, casi infinita, con mas de 400 arboles/ha). Se utiliz6 el procedimiento Varcomp del
paquete estadistico SAS. El tamafio de muestra obtenido, fue validado en el siguiente afio
analizando si las varianzas se mantenian homogéneas mediante los test de Levene y el test
de Levene modificado por Brown y Forsythe.

2.2.2. Evaluacion de fungicidas

Uruguay tiene condiciones ambientales muy favorables para el desarrollo de este patégeno
y un amplio periodo de susceptibilidad, por lo que se requieren numerosas aplicaciones
para producir fruta con calidad externa para exportacion. El objetivo de este trabajo ha sido
buscar la estrategia de control quimico mas adecuada para nuestras condiciones. Durante
las temporadas 2011-2014 se evaluaron distintos esquemas de control y principios activos
(cobre, mancozeb, triazoles, iprodione, estrobirulinas). Para ello, se utilizaron cuadros de
mandarina Nova/P. trifoliata de 15-20 afios, con un marco de plantacion de 6x3m, con
historia de la enfermedad. El disefio experimental fue de bloques completos al azar, con
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parcelas de 24-36 plantas, realizandose 3 repeticiones por tratamiento. La aplicacion de
los productos se realiz6 con una maquina de picos, siendo el gasto de agua de 3-4 litros por
planta. En cada parcela se evaluo incidencia y severidad en brotes y fruta. Los datos se
analizaron mediante el procedimiento estadistico Genmod de SAS; el analisis de medias se
realizé por Lsmeans.

3. Resultados y Discusioén.

3.1 Susceptibilidad de brotes en mandarina ‘Nova’ y de frutos en mandarinas ‘Nova’y
‘Murcott’

Tabla 1. Incidencia en hojas de brotes de diferente estadio de desarrollo que fueron artificialmente
inoculados con Alternaria alternata pv citri

Tipo de brote Incidencia (en porcentaje)

48 hs 96 hs
B2 67 A 87 A
B3 13B 62 AB
B4 15B 55 BC
B34 12B 35 C

Letras iguales no difieren significativamente (DMS, p < 95%)

Tabla 2. Severidad de mancha marrén de alternaria en frutas de los hibridos ‘Nova’ y ‘Murcot’
artificialmente inoculados con los aislamientos ALT2FNQ29 (Uruguay), A051 (Espafia) y SH-MIL-30S

(EEUU)

Hibrido Sensibilidad*
Nova 0,72 a**
Murcott 1,45b

*Cada dato representa el promedio de 210 observaciones (15 repeticiones por 14 fechas), utilizando la siguiente escala:
0= sin lesiones; 1= con lesiones no coalescentes, 2= lesiones coalescentes superficiales de color marrdn claro; 3= lesiones
coalescentes hundidas y de color marrén oscuro. **Letras diferentes representan diferencias significativas test
Tukey Kramer (p<0,05).

Tabla 3. Agresividad de los aislamientos ALT2FNQ29 (Uruguay), A051 (Espafia) y SH-MIL-30S
(EEUU) artificialmente inoculados en frutas de los hibridos ‘Nova’ y ‘Murcott’

Variedad Aislamiento

Alt2FNQ29 A051 CH_MIL
Nova 0,76 1,71 1,89
Murcott 0,25 0,77 1,20
Promedio aislamiento 0,50 a** 1,24 b 1,54b

*Cada dato representa el promedio de 140 observaciones (10 repeticiones por 14 fechas), utilizando la siguiente
escala: 0= sin lesiones; 1= con lesiones no coalescentes, 2= lesiones coalescentes superficiales de color marrén
claro; 3= lesiones coalescentes hundidas y de color marrén oscuro.

**| etras diferentes representan diferencias significativas test Tukey Kramer (p<0,05).

La fruta de ambos hibridos fue sensible a la enfermedad desde que se inicié el experimento
en diciembre (diametro promedio 25mm) hasta principio de junio (diametro promedio 66
mm). Hay una relacion negativa entre el diametro de la fruta y la severidad a la enfermedad
(valor b: de la ecuacién, negativo). Sin embargo, los coeficientes de deterimacion (R?)
demostraron que el tamafio de la fruta explica un porcentaje muy bajo de la severidad
observada en ‘Murcott’ y alto en ‘Nova’ (para los aislamientos de Uruguay y Espana, con el
95% de confianza).
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3.2. Control quimico en campo

3.2.1. Monitoreo de la enfermedad en brotes asintométicos y su potencial para definir
alternativas de control quimico.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se asumié que el nimero de plantas y brotes que se deben
de muestrear para tener una estimacion confiable de la incidencia de la enfermedad es dependiente
de la intensidad de la enfermedad en el cuadro. Con esta hipétesis se estim6 que el monitoreo de 20
plantas v 4 brotes por plantas se podia obtener un error menor o igual al 0,9% y 1,34% de la
incidencia promedio en cuadros de baja y alta intensidad de la enfermedad, respectivamente, con
95% de confianza. El analisis de la homogeneidad de varianza obtenida en el monitoreo
realizado en la zafra 2014/2015 validé el resultado obtenido en ambos casos. Estos
resultados estan siendo utilizados para validar tratamientos diferenciales en brotacion y
cuajado de acuerdo a la incidencia de la enfermedad a inicio de zafra.

3.2.2 Evaluacion de fungicidas

En general, los esquemas planteados no han logrado més de 60-70% de fruta sana en
cuadros de alta incidencia y afios predisponentes para la enfermedad. La mayoria de los
productos evaluados no son efectivos, se han observado brotes con sintomas de la
enfermedad (mediante forzamiento) a la semanay 15 dias pos-aplicacién. Hay condiciones
para el desarrollo del hongo buena parte del afio. Se han identificado 2 momentos criticos
de control: primavera (octubre-noviembre, segin condiciones ambientales del afo) y
febrero/marzo dependiendo de las lluvias. No obstante, la fruta es susceptible hasta
cosecha, por lo que las aplicaciones deben extenderse hasta el otofio, siendo las
aplicaciones de febrero y marzo tan importantes como las de primavera, ya que los mayores
descensos de fruta sana han ocurrido en ese periodo. Los productos mas eficientes han
sido: cobre, mancozeb y pyraclostrobin. Los sistémicos (estrobirulinas) aplicados en
brotacién mejoraron significativamente el dafio por Alternaria en brotes y lograron mayores
porcentajes de fruta sana a cosecha (Fig.1). En sitios de alto inoculo se puede recurrir a 2
aplicaciones (en bloque) tempranas (brotacion) de estrobirulinas. La poda y el ajuste en los
momentos de aplicacion de fitosanitarios (previo a la ocurrencia de lluvias) mejoraron
considerablemente los resultados obtenidos en fruta sana.
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% 3662 80 B e 793a
S 30.80a [ 75.1a
2 30 S 75 .
2 ) 4
< 22.0b T 70
O 20 Il s T A A s
é g 65
10 1. £ 60
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1 2 3 4 1 2 3 4
Tratamientos ™ brotes con Alternaria Tratamientos = Fruta sana

Fig.1. A) Porcentaje de brotes con Alternaria en los distintos tratamientos (*). B) Porcentaje de

fruta sana al momento de cosecha.

* Tratamiento 1: cobre en brotacién B2.
Tratamiento 2: cobre en brotacién B1.
Tratamiento 3: estrobirulina en brotacion B1.
Tratamiento 4: cobre+estrobirulina en brotacion B1.
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Conclusiones.

1) Los brotes deben ser protegidos durante todo el periodo de desarrollo
priorizando los estadios iniciales.

2) Los frutos deben ser protegidos por un periodo no menor a 6 meses luego de
cuajado

3) Es viable conocer el nivel de inoculo inicial en el cuadro mediante la
evaluacion de 80 brotes asintomaticos retirados en numero de 4 de 20 plantas
diferentes distribuidas homogéneamente en el cuadro.

4) Paradisminuir el riesgo de generacion de resistenciay realizar un uso racional
de fungicidas se recomienda, aplicar los productos sistémicos a inicio de la
temporaday continuar con productos cupricos.

5) Las aplicaciones para este patégeno deben ser preventivas, porque el hongo
siempre esta en campo, el periodo de incubacidon de sintomas es de 48-72hy
ningun producto es eficiente luego de lainfeccion.
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Estado actual de experiencias sobre control de mancha marrén (Alternaria
alternata pv citri) en mandarinas en la EEA Concordia INTA.

Contacto: garran.sergio@inta.gob.ar
Sintomatologia:

La mancha marrén de las mandarinas (Alternaria alternata pv citri) presenta una gran
variedad de sintomas, varios de ellos muy similares a otras enfermedades o plagas, algunas
cuarentenarias como mancha negra, cancrosis y sarna y hasta puede confundirse con dafio
por mosca (4, 5, 11). Ello complica las tareas de diagnéstico en los monitoreos a campo y
en el empaqgue. Con el objetivo de esclarecer esta sintomatologia y facilitar su diferenciacion
respecto de enfermedades cuarentenarias, se realiz6 un seguimiento mensual de la
evolucién de la sintomatologia en un lote de mandarina Nova con infeccion severa de
mancha marrén (4). Los distintos sintomas fueron clasificados como S; (donde i varia de 1
a 9) segun su estado de evolucion (3, 4). Entre ellos se destaca el sintoma S por su caracter
diagndstico ya que no fue observado en otras enfermedades (3). En la figura 1 se presenta
la evolucién del numero de sintomas observados desde cuaje a cosecha en los
seguimientos realizados y también la evolucibn mensual de los distintos estadios de
sintomas (Figura 2). También se han descripto los distintos estadios observados y sus
relaciones (3).

El triAngulo de la enfermedad:

El hospedante: La aparicion de sintomas en frutos tiene lugar desde el momento de cuaje
hasta el de cosecha (3, 4). Incluso se observan sintomas en los pétalos al estado de boton
floral. Trabajos realizados por Pérez et al (comunicacion personal) confirman que los frutos
son susceptibles a nuevas infecciones desde cuaje a cosecha. La susceptibilidad de los
brotes disminuye marcadamente con el estadio fenolégico de los mismos (10). Brotes
iniciales (estadio B1 y B2) son mas susceptibles que estadios mas desarrollados y el tiempo
de incubacioén para la aparicion de los sintomas también es mas prolongado (7).

El inéculo: El hecho de que se trate de un hongo necrotrofico (capaz de colonizar tejidos
muertos) amplia enormemente sus fuentes de supervivencia y multiplicacién (6). Desde
hace dos afios se vienen realizando mediciones semanales del nivel de indculo en lotes con
distinto grado de infecciébn en base a un monitoreo indirecto, basado en la recoleccion
semanal de brotes iniciales (B1 + B2) y frutos puestos en incubacion en camara humeda
para el posterior recuento de sintomas nuevos a las 48 hs y determinacién del porcentaje
de hojas, tallitos y frutos con sintomas. La bibliografia menciona que en la mayoria de las
regiones donde se han realizado estudios, el in6culo esta presente durante todo el periodo
de crecimiento de brotes y frutos (6, 12). Los datos obtenidos confirman este
comportamiento y aunque con variaciones, se detect6 indculo desde inicios de brotacion (a
principios de primavera) hasta el momento de cosecha de los frutos. Se observaron
diferencias en los niveles entre lotes tratados y lotes testigo asi como en lotes con alta y
muy baja incidencia de Alternaria (Figuras 3 y 4). Estos resultados alientan la posibilidad de
utilizar este monitoreo indirecto como herramienta para la toma de decisiones de manejo.
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El ambiente: Estudios previos realizados en Florida. EEUU por Timmer et al, mencionan
tres variables meteoroldgicas claves para la ocurrencia de las infecciones: temperaturas
medias diarias entre 20 y 28 °C, horas de mojado foliar diario superior a 10 h y
precipitaciones diarias que superen 2,5 mm (6). En base a las distintas combinaciones
posibles entre estas tres variables establecieron un sistema de puntajes diarios que varia
de 0 (sin condiciones para la infeccion) a 11 (maximas condiciones para la infeccion) (12).
Este puntaje, denominado ALTER RATER, en base a un acumulado diario, es utilizado
como sistema de alarma para decidir los momentos de realizar las aplicaciones (12). Esta
férmula del ALTER RATER ha sido implementada para la region citricola del NE de Entre
Rios y SE de Corrientes en el sistema FruTIC (13). Experiencias realizadas para modificar
el ambiente de las plantas han demostrado que la podas de aclareo y limpieza mejoran la
efectividad obtenida con el control quimico. Similares resultados se obtuvieron en otras
regiones (2).

De acuerdo a lo mencionado en parrafos previos, una respuesta clave para explicar las
dificultades que enfrenta el logro de un alto nivel de control reside en que, a diferencia de
otras enfermedades, practicamente se dan las condiciones necesarias para la ocurrencia
de infecciones durante todo el periodo de crecimiento de brotes y frutos. A ello se suma que
la eficacia de los fungicidas registrados no alcanza el mismo nivel de control que el
conseguido con otras enfermedades (8,9).

Propuesta de control: Al cabo de siete afios de realizacion de experiencias de control,
ninguno de los tratamientos ensayados ha alcanzado los niveles de control requeridos para
los mercados de exportacion, aunque las diferencias con las parcelas testigos han resultado
siempre significativas (8,9). Ante la necesitad de brindar alguna alternativa de manejo para
esta enfermedad se plantea la siguiente propuesta en base a las experiencias de control
realizadas y en la disponibilidad del sistema FruTIC (13), una plataforma informatica que
brinda un monitoreo actualizado en tiempo operativo acerca de la evoluciéon de las
condiciones ambientales (ALTER RATER y pronésticos a tres dias), fenoldgicas del cultivo
(brotaciones, floracion, “purga” y crecimiento de frutos) y también indirectamente, del
patdgeno (ALTER RATER) denominada Manejo FruTIC (9) que contempla:

1-Medida cultural: Luego de la cosecha y antes de la brotacion de primavera la poda de
“aclareo” y limpieza mejora la efectividad del control quimico (2,9).

2-Proteccion de la brotacion de primavera (estrobilurinas).Con el objetivo y proteger la
primera brotacion. FruTIC: Curvas de brotacion.

3- A partir de esa primera aplicacion, seguir con la evolucion de la fenologia de brotes y
botones florales, el sistema ALTER RATER y los prondsticos de lluvia. En caso de que se
alcancen valores préximos a 100 y con pronéstico de lluvias, realizar una aplicacion a base
de cupricos.

4-Proteccion de los frutitos al momento de al momento de caida de pétalos (F6) — cuaje (F7)
(estrobilurinas).Con el objetivo de reducir la caida de frutitos por Alternaria. FruTIC: Curvas
de floracion y cuaje.
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5-Continuar desde cuaje a cosecha con una proteccion permanente de los tejidos
susceptibles (brotes B1 + B2 y frutitos). Fungicidas utilizados: cupricos y mancozeb. Cuyos
criterios para definir los momentos de aplicacién serian la aparicion de nuevas brotaciones
(diciembre — enero — febrero — marzo, la evolucion del puntaje ALTER RATER v utilizacién
de los prondsticos de lluvia. En caso de la apariciébn de nuevas brotaciones, se prioriza la
fenologia para realizar las aplicaciones. De no ocurrir ellas, se tiene en cuenta la
acumulacion del puntaje del ALTER RATER, tomando 100 como valor para decidir la
aplicacion. Pero en el caso de esperarse una secuencia de varios dias con prondsticos de
lluvia, se adelanta la aplicaciébn aunque el ALTER RATER no haya alcanzado el valor de
100. Los de fungicidas utilizados son a base de cobre o mancozeb, decidiendo optar por
uno y otro en funcion del riesgo de “marcado” por cobre de los frutos.

En experiencias de control realizadas en la campafia 2008/09 el agregado de fosfito de
potasio a las aplicaciones de estrobilurina no mejor6 la eficacia del control (7-8). Sin
embargo, Agostini et al (1) reportan que la incorporacién de fosfito al 3 %o, al cabo de varias
campanfas, disminuy6 la incidencia de mancha marréon en frutos y que aplicaciones de
potasio y calcio mejoraron los porcentajes de calidad exportable.
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Figura 3. Evolucion del porcentaje de frutos con sintomas iniciales (medida indirecta del nivel de
inoculo) en sector tratado y testigo, lote de mandarina Nova con alta incidencia de mancha marrén
durante la campafia 2013-2014.
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Figura 4. Evolucién del porcentaje de frutos con sintomas iniciales (medida indirecta del nivel de
inoculo) lote de mandarina Murcott con baja incidencia de mancha marrén durante la campafia 2013-

2014.
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