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EVALUACION DE PRODUCTOS A BASE DE BACILLUS SUBTILIS,
INDUCTORES DE RESISTENCIA Y OTROS APLICADOS A FOLLAJE PARA EL
CONTROL DEL CANCRO BACTERIANO DEL TOMATE

TEMPORADA 2015-2016

Diego Maeso, Alfredo Fernandez, Wilma Walasek
Programa Produccidn Horticola. Seccién Proteccion Vegetal. INIA Las Brujas

Introduccion

El cancro bacteriano del tomate (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) es una
enfermedad muy importante del cultivo en Uruguay tanto en invernaculo como al aire libre.
Hasta el momento no se ha encontrado un método de control eficiente y el mismo se basa en
el manejo integrado de numerosas medidas culturales y la aplicaciéon foliar de productos,
principalmente a base de cobre.

Desde hace algunos afios el Programa Nacional de Produccién Horticola de INIA ha realizado
trabajos experimentales tendientes a estudiar aspectos de esta enfermedad y medidas que
contribuyan a su manejo. Entre ellos se incluye la evaluaciéon de productos alternativos a los
cupricos como lo son los inductores de resistencia, bioldgicos y otros con diferente modo de
accion.

Se han reportado los efectos beneficiosos derivados de la aplicaciéon de productos a base de
Bacillus subtilis en el control de enfermedades. Los mismos se explican a través de dos vias: 1)
la induccidn de resistencia sistémica (ISR, “induced systemic resistance", Ryu et al. 2004,
Ongena et al. 2007) y 2) la produccién de antibiéticos y agentes antimicrobianos (Hammami et
al. 2009). Algunos productos de este tipo son comercializados internacionalmente (Serenade,
Kodiak, etc.) principalmente para el control de enfermedades a hongos (Lanna et al. 2010,
Cawoy et al. 2011) si bien también se han estudiado los efectos de este agente en la
prevencion y disminucidn de dafios por cancro bacteriano en tomate (Flores 2004, Rojas 2014,
Jung et al. 2014).

En experimentos realizados en 2014-2015 se observd que la aplicacién foliar de Biorend Cobre,
Bion, Nacillus, Baktillis y productos a base de cobre disminuyeron la severidad de la
enfermedad frente a un testigo sin tratar. A continuacién se presentan los resultados de estos
experimentos correspondientes a la temporada 2015-2016.

Objetivos

Evaluar tratamientos foliares de productos alternativos a cupricos para el control del cancro
bacteriano del tomate (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis).
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Materiales y Métodos

Ubicacion: Campo experimental de INIA Las Brujas. Rincon del Colorado. Departamento de
Canelones. Sector con historia de reiterados ataques de la enfermedad (figura 1).

Figura 1. Vista panoramica del ensayo.

Forma de aplicacion: Foliar mediante pulverizadora de mochila con CO2 (R&D sprayers, EEUU).
Gasto por hectérea varié de 600 a 1500 I/ha durante la temporada.

Cultivo: Tomate de mesa, variedad Cetia. Distancia de plantacién 0,6 x 0,50 m en cabana doble
fila. Fecha de siembra 8/10/2015, trasplante 5/11/2015.

Disefio experimental: Bloques al azar con cuatro repeticiones. Cada parcela constaba de una
cabana de dos filas de ocho plantas cada una.

Analisis estadistico: Se realizd un analisis de variancia y posterior separacion de medias
mediante la prueba Duncan. Para ello se utilizé el paquete estadistico Infostat de uso libre
(www.infostat.com.ar).

Serie Actividades de Difusion N° 778
Manejo sanitario en tomate y morrén bajo cubierta N° 4


http://www.infostat.com.ar/

INIA Las Brujas / INIA Salto Grande T VRucuav

Tratamientos:

En el cuadro 1 se muestran los detalles de los tratamientos evaluados, dosis, comienzo e
intervalo entre aplicaciones.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados en el ensayo.

Tratamiento Principio activo Dosis/100 | Intervalo
1. Nacillus Bacillus subtilis y otros Preventiva 300 g | Cada 7-10 dias
2. Nacillus Bacillus subtilis y otros Pos inoculacién | Cada 7-10 dias luego
500 g de sintomas
3. Baktillis Bacillus subtilis Preventiva 300 g | Cada 7-10 dias
4. Baktillis Bacillus subtilis Pos inoculacién | Cada 7-10 dias luego
500 g de sintomas
5. HidroCup 77% Hidréxido de cobre 300g Cada 7 dias
6. Biorend cobre Quitosano y Sulfato de | 150 cc Cada 7-10 dias
Cobre Penta hidratado +
base quelatante
organica
7. Bion Acibenzolar S methyl 5g Cada 7-10 dias
8. Bio D Zn Mn Quelato a base de | Preventiva 500 | Cada 7-10 dias
hidracidos de  &cido | cc/100 |
citrico.
9. Testigo sin tratar

Las aplicaciones preventivas comenzaron el 1/12/2015, mientras que las aplicaciones pos-
inoculacién comenzaron el 12/1/2015. Los tratamientos preventivos (1, 3, 5, 6 y 7) recibieron 9
aplicaciones mientras que los pos-inoculacién (2 y 4), 5. La ultima aplicacion de todos los
tratamientos fue realizada el dia 9/2/15.

Inoculacion:

A pesar que el ensayo fue plantado en un sector de campo con suelo infectado con el
patdgeno para asegurarse la ocurrencia de la enfermedad se inocularon cuatro plantas en el
comienzo de cada parcela el 21/12/2015 (dos por fila). Se utilizé una suspensién de Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis de aproximadamente 1 x 108 UFC/ml y se realizé una
herida cortando una hoja completamente desarrollada con una tijera embebida en la solucion
bacteriana (figura 3).
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Figura 2. Inoculacién. Izquierda corte con tijeras embebidas en solucién bacteriana. Derecha
plantas inoculadas identificadas en el comienzo de cada parcela.

Parametros evaluados:
Evolucion de la enfermedad

A partir de la aparicion de la enfermedad (comienzos de enero 2016) se evalué semanalmente
el porcentaje de plantas enfermas por parcela (incidencia). La severidad fue evaluada
asignandole a cada planta un grado de una escala 0-5, donde 0 = plantas sin sintomas, 1=
marchitamiento incipiente de las hojas inferiores, 2= marchitamiento evidente en hojas
inferiores, algunos sintomas en hojas medias, 3= toda la planta con marchitamiento
moderado, 4= toda la planta con marchitamiento severo y 5= planta muerta por la
enfermedad. Los grados asignados se promediaron por parcela y se calculé el porcentaje
frente al grado maximo. Adicionalmente con todas las evaluaciones tanto de incidencia como
de severidad se calculo el drea debajo de la curva de progreso de la enfermedad (ADCPE). Las
plantas evaluadas fueron aquellas no inoculadas.

A fin de ciclo se cortaron longitudinalmente los tallos de seis plantas por parcela para examinar
la presencia de desérdenes (coloracién anormal de vasos y/o médula, médula esponjosa, etc.),
calculandose el porcentaje de plantas afectadas.

Todos los valores en porcentaje fueron transformados por la férmula arcsen V% previo a su
andlisis estadistico.
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Resultados
Incidencia

En el cuadro 2 se presentan los resultados de incidencia y de area debajo de la curva de
progreso de la enfermedad al 26/2/2016 (mostraron diferencias estadisticamente
significativas) y en la figura 4 la evolucion de la incidencia de la enfermedad (porcentaje de
plantas que presentaban algin sintoma de la enfermedad frente al total de plantas evaluadas).

Cuadro 2. Incidencia al 25/1/2016 y area debajo de la curva de progreso de cancro bacteriano
2016 (ADCPE).

Tratamiento 25/01 ADCPE
35 dpi? hasta 26/2
67 dpi
1. Nacillus 300 g/100 | 100 ¢ 2957 bc
2. Nacillus 500 g/100 | 92 bc 2898 bc
3. Baktillis 300 g/100 | 94 bc 2849 abc
4. Baktillis 500 g/100lI 98 bc 3064 c
5. HidroCup 77% 300 g/100 | 6la 2336 a

6. Biorend cobre 150 cc/100 | 83 ab 2664 abc

7.Bion 5 g/100 | 86 bc 2509 ab
8. Bio D Zn Mn 500 cc/100 | 86 bc 2802 abc
9. Testigo sin tratar 100 ¢ 2975 bc

! dpi: dias pos inoculacién
2 Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de
rangos multiples

Los primeros sintomas comenzaron a observarse el 5/1 (15 dias pos inoculacién). La menor
incidencia de la enfermedad se observé durante toda la temporada en el tratamiento a base
de HidroCup encontrandose diferencias estadisticamente significativas con el resto de los
tratamientos (cuadro 2). Considerando la evolucion de la enfermedad hasta 67 dias después de
la inoculacion los tratamientos que mostraron menores valores fueron Hidrocup, Bion, Biorend
Cobre, Baktillis preventivo y Bio D. Los tratamientos con menor incidencia de la enfermedad
considerando el ADCPE calculada para toda la temporada fueron HidroCup seguido por Bion,
Biorend cobre, Bio D y Baktillis (300 g/100 I).
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05/01/2016 12/01/2016 19/01/2016 26/01/2016 02/02/2016 09/02/2016

s Nacillus 300 g/100 | ¢/ 15 dias
Nacillus 500 g/100 | ¢/7 dias luego de sintomas
Baktillis 300 g/1001 ¢/15 dias
Baktillis 500 g/1001 ¢/7 dias luego de sintomas
== A+ Hidro-cup 300 g cada 15 dias
==@= Biorend cobre 150 cc ¢/7 dias
==@= Bion 5 g/100 | cada 7 dias
=d Bio DZn Mn 500 cc cada 7 dias
e Testigo

Figura 4. Evolucidon de la incidencia (porcentaje de plantas enfermas) de cancro bacteriano en
los distintos tratamientos.

Severidad

En el cuadro 3 y la figura 5 se muestran los resultados de las evaluaciones de severidad
realizadas (intensidad de la enfermedad segun una escala 0-5).

Cuadro 3. Resultados de las evaluaciones de severidad de cancro bacteriano (segun escala 0-5).

Tratamiento 25/01 01/02 15/02 ADCPE
total

1. Nacillus 300 g/100 | 1,9 bct | 2,7 be 3,7abc | 1590 bc
2. Nacillus 500 g/100 | 1,9 bc |28 bc 4,0 bc | 1591 bc
3. Baktillis 300 g/100 | 1,8 bc |26 bc 3,9 bc | 1560 bc
4. Baktillis 500 g/100 22 ¢ |31 ¢ 41 bc | 1746 ¢
5. HidroCup 77% 300 g/100 | 0,7 a 19a 3,2a 1128 a

6. Biorend cobre 150¢cc/1001 |15 bc |24 ab 3,8abc | 1463 bc
7. Bion 5 g/100 | 1,2 ab 2,4 ab 3,6 ab 1308 ab
8. Bio D 500 cc/100 | 1,7 bc |28 bc 3,9 bc | 1584 bc
9. Testigo sin tratar 19 bc |26 b 4,0 bc | 1544 bc

! Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de
rangos multiples.
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Los menores valores de severidad de la enfermedad fueron presentados por los tratamientos a
base de Hidro Cup y Bion.

Figura 5. Evolucién de la severidad (0-5) de cancro bacteriano.

5

[Se] w R

Severidad de la enfermedad (0-5)
=

0
05/01/2016  12/01/2016  19/01/2016  26/01/2016  02/02/2016  09/02/2016

el [\ acillus 300 g/100 | ¢/15 dias

o op o Nacillus 500 g/100 | ¢/7 dias luego de sintomas
== o = Baktillis 300 g/1001 ¢/15 dias

o We= Baktillis 500 g/1001 ¢/7 dias luego de sintomas
e= -+ Hidro-cup 300 g cada 15 dias

e Biorend cobre 150 cc ¢/7 dias

e=@= Bion 5g/100| cada 7 dias

== Bio DZn Mn 500 cc cada 7 dias

—#— Testigo
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Figura 6. Sintomas en algunas parcelas al 1/2/2016. Arriba de izquierda a derecha: Testigo sin
tratar, Hidro Cup, Bion. Debajo de izquierda a derecha: Bio D, Baktillis 300 g/100 | y 500 g/100
l.

Estado del sistema vascular

En el cuadro 4 se muestran los resultados del analisis de los vasos de las cuatro plantas
centrales de cada parcela. En general estos resultados son consistentes con aquellos de
incidencia y severidad de la enfermedad.
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Cuadro 4. Porcentaje de plantas que presentaban algin sintoma en el sistema vascular

internamente.

Tratamiento Porcentaje
de plantas
con
sintomas
internos

1. Nacillus 300 g/100 | 42 NS

2. Nacillus 500 g/100 | 38

3. Baktillis 300 g/100 | 34

4. Baktillis 500 g/100 45

5. HidroCup 77% 300 g/100 | 45

6. Biorend cobre 150 cc/100| | 48

7.Bion 5 g/100 | 25
8. Bio D 500 cc/100 | 34
9. Testigo sin tratar 42

NSho se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos.

Discusion

En este experimento en cultivo al aire libre se observaron diferencias en el control de ésta
enfermedad entre los tratamientos evaluados. Los mejores resultados en incidencia, severidad
y desdérdenes en sistema vascular y médula fueron exhibidos por los tratamientos a base de
HidroCup y Bion. Esto también fue encontrado en experimentos previos. Hasta el momento,
los productos a base de cobre constituyen la principal herramienta de control utilizada por los
productores, destacandose por sus propiedades aquellos formulados con hidréoxido de cobre.
Sin embargo, el uso reiterado de cupricos puede generar fitotoxicidad derivada de su
acumulacién en suelo y la seleccidn de cepas con resistencia a este producto. Por el momento
esto no ha sido comprobado en nuestro pais, pero como medida preventiva es conveniente
encontrar herramientas alternativas.

En ese sentido los productos inductores de resistencia como el acibenzolar S methyl (Bion),
quitosano (Biorend), o aquellos formulados a base de cepas de Bacillus subtilis, que
presentaron buen desempefio en éste y en experimentos anteriores, aparecen como medidas
sustitutivas o complementarias que permitiran al menos disminuir la cantidad de cobre
aplicado por temporada.
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Conclusiones

1) La evolucidon del ataque de cancro bacteriano en este experimento fue rdpida
llegdndose a afectar a casi el 100% de las plantas al mes de la inoculacidn en la
mayoria de los tratamientos y superando el nivel 3 (marchitamiento moderado) a los
42 dias de inoculacién.

2) El mejor control de la enfermedad evaluado como incidencia y severidad se observo en
los tratamientos a base de HidroCup y Bion.
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EFICIENCIA DE PRODUCTOS APLICADOS EN RIEGO EN EL CONTROL DE
CANCRO BACTERIANO DE TOMATE (CLAVIBACTER MICHIGANENSIS
SUBSP. MICHIGANENSIS)

Maeso, D.C.}; Walasek, W. !; Fernandez, A. !
! Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria. INIA Las Brujas. Ruta 48 km 10. Rincén del
Colorado. Canelones. dmaeso@inia.org.uy

Resumen

El cancro bacteriano del tomate causado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm) produce importantes pérdidas en Uruguay. Hasta el momento no existen métodos
efectivos de control. El objetivo de este trabajo fue conocer la efectividad de compuestos
aplicados en riego en el control de Cmm en cultivo bajo cubierta plastica (macrotuneles). Se
compararon: testigos sin inocular e inoculado, y riego con Nacillus (Bacillus subtilis), Baktillis
(B. subtilis), EM (microrganismos efectivos), Biorend (quitosano), sulfato de cobre y Bio D
(hidracido de acido citrico). Las plantas fueron inoculadas al trasplante mediante corte de
raices e inmersion en 5 ml de una solucion de Cmm 10-8 UFC/ml de agua estéril. Se llevaron a
cabo dos experimentos (diciembre 2016-febrero 2016 y febrero-abril 2016). Se realizaron 3
aplicaciones semanales pre inoculacién y 3 pos inoculacién (experimento 1) y dos aplicaciones
pre-inoculacidn y 3 pos inoculacién (experimento 2). Se usé un disefio de bloques al azar con
cuatro repeticiones, con diez plantas por parcela (en macetas de 20 1). Se evalud el porcentaje
de plantas enfermas y la severidad de la enfermedad a partir de 10 dias pos inoculacién (dpi).
A los 32 y 39 dpi se registré el estado de vasos y médula en corte longitudinal de tallos. En el
experimento 1 a los 20 dpi Nacillus y Biorend presentaron los menores porcentajes de plantas
enfermas. En el experimento 2, Bio D mostré el menor porcentaje de plantas enfermas, menor
intensidad de sintomas y el inicio de éstos fue retardado, y presentdé el menor porcentaje de
sintomas internos en secciones de tallos y menor intensidad de los mismos. DAS-ELISA
confirmé la infeccidn en todas las plantas salvo en las no inoculadas. Los resultados de estos
experimentos confirman los observados en cdmara e inverndculo por lo que se puede afirmar
que la aplicaciéon en riego de algunos de los productos evaluados contribuirda al manejo
integrado de esta enfermedad.

Introduccion

El cancro bacteriano del tomate causado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm) produce importantes pérdidas en Uruguay. Luego de su introduccidon a un cultivo a
partir de semilla infectada esta enfermedad se disemina rapidamente mediante herramientas
a través de labores (desbrote, deshoje, etc.) y agua de riego provocando en poco tiempo
pérdidas totales. Sumado a ello se ha demostrado su capacidad de permanencia, ademas de
en la semilla, en suelo, restos vegetales y materiales utilizados en el cultivo (rafia, tutores,
etc.). Se han realizado multiples trabajos de investigacién en INIA Las Brujas sobre aspectos
practicos de esta enfermedad vinculados a su manejo integrado, pero ninguno de ellos
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individualmente ha sido efectivos para su control. Por esa razén el manejo debera estar
basado en el uso de multiples medidas de prevencion desde la desinfeccion de semilla,
equipos, herramientas, agua de riego y la aplicacion de productos ya sea foliar o mediante
riego. En trabajos de investigacidén previos se ha encontrado una relativa eficacia en el manejo
de esta enfermedad de productos a base de cobre y sustancias inductoras de resistencia. En
este trabajo se buscé conocer la eficiencia en el manejo de cancro bacteriano en cultivos bajo
cubierta plastica de productos formulados a base de Bacillus subtilis y otros productos
inductores de resistencia aplicados en riego que han mostrado buen desempefio en trabajos
previos realizados condiciones controladas.

Materiales y métodos

Material vegetal: Tomate cultivar Cetia

Siembra en almacigas: 18/12/2015y 1/2/2016.

Trasplante a bolsas de 20 | capacidad: 22/1/2016 y 25/2/2016.

Inoculacién: Cepa LB17 de Cmm de la coleccién de INIA LB. Corte de raices a trasplante e
inmersion por 30” en 5 ml de suspensién de Cmm 1x108UFC/ml agua estéril. Las plantas
fueron cubiertas con bolsas plasticas individualmente por las 24 horas posteriores a la
inoculacion.

Aplicaciones: mediante riego en almacigas en 10 cc de solucidn/planta y 50 cc de
solucién/planta luego del trasplante. Experimento 1: 5/1, 12/1y 19/1 (pre-inoculacién), 27/1y
3/2 (posinoculalcién). Experimento 2: 19/2 y 24/2 (pre-inoculacién), 2/3, 9/3 y 16/3
(posinoculacién).

Tratamientos:

Testigo sin inocular

Testigo inoculado sin tratar

Nacillus (Bacillus subtilis) 10 g/I

Baktillis (B. subtilis) 10 cc/I

EM (microrganismos efectivos) 0,8 cc/planta: 80 ml/I

Biorend (quitosano), 2% 20 ml/I

Sulfato de cobre 0,1 g/I

Bio D (hidracido de acido citrico, Zn, Mn) 0,2 cc/planta: 20 ml/I
Bion (Acibenzolar S methyl) 0,5 mg/I. Solo en el experimento 2.

Disefio experimental: En ambos experimentos se usd un disefio de bloques al azar con cuatro
repeticiones cada una de ellas correspondid a un macrotinel de 12 m x 6 m. Las parcelas
estaban compuestas de diez plantas cada una. Los datos en porcentaje fueron transformados
por arcsenv% previo a su analisis.

Evaluaciones:
Evolucion del numero de plantas enfermas. Se registrd el porcentaje de plantas con sintomas
de la enfermedad (ambos experimentos).
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Evolucion de la severidad de sintomas segun una escala 0-3 (0= sin sintomas, 1=sintomas
incipientes, 2= sintomas moderados y 3=sintomas severos).

Estado de vasos y médula en corte longitudinal de tallos a los 67 y 63 dpi. Se registr6 el
porcentaje de plantas con secciones que presentaban amarronamiento de médula y/o tejido
vascular y la intensidad del mismo (0-3, siendo 0 sin sintomas y 3 maxima intensidad).

Todas las plantas que sobrevivieron al fin de los experimentos fueron analizadas por la prueba
DAS ELISA al fin de verificar la infeccion con Cmm (reactivos AGDIA Inc. Elkhart, IN, EEUU).

Figura 1. Arriba izquierda: aplicacion de los tratamientos en almacigo, derecha: inoculacién al
trasplante mediante corte de raices e inmersion en solucion bacteriana. Abajo izquierda: vista
general de experimento en macrotuneles, derecha: vista de parcelas.

Resultados
Experimento 1: diciembre 2015-febrero 2016.
En este experimento se observaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje

de plantas afectadas siendo las parcelas tratadas con Nacillus y Biorend las que presentaron
los menores valores de incidencia en los primeros 20 dias desde la inoculacién (figura 2 y
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cuadro 1). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el resto de los
parametros evaluados.
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Figura 2. Evolucién del porcentaje de plantas enfermas. Experimento 1.

Cuadro 1. Porcentaje de plantas enfermas (experimento 1).

Tratamientos 13 dpi* 20 dpi 25 dpi

Testigo inoculado | 13,9 NS? | 57 b? 77 b
Sin inocular 0,0 Oa Oa

Nacillus 32 35ab 75 b
Baktillis 25 58 b 83 b
EM 29 53 b 88 b
Biorend 18 33 ab 88 b
Bio D 30 74 b 100 b
Sulfato de cobre 48 70 b 100 b

! dpi. Dias pos inoculacién.

2NS. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos

3Los datos seguidos por igual letra no difieren significativamente al 1% seglin prueba de rangos multiples
de Duncan
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Figura 3. Columna izquierda: plantas con sintomas de cancro bacteriano en experimento 1.
Columna derecha: fila superior parcela tratada con Nacillus, centro parcela tratada con
Biorend e inferior parcela tratada con sulfato de cobre.
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Experimento 2: Febrero-abril 2016.

En la figura 4 y el cuadro 2 se muestran la evolucién de la incidencia de la enfermedad desde el
comienzo de sintomas 14 dias pos inoculacién, dpi, y en el cuadro 3 el estado de las secciones
longitudinales de los tallos a fin del experimento.

100 ——k— —
‘ag_ " W a
. A
,F--?——‘&w‘&.:#‘?—x'-
’I -v-'j..l— - —
&
20 A
i
@ Lt —
E -
o B0 -
£ T P Wessse #essreeh /
& KA
E .
& 40 S
o - — et
g b —— e —  S——
-
20
L e LGttt ST SEREEY SEEPEE SEEEEE P PEE SEPRTE PERTRr Y

18 19 20 21 22 25 27 34 36 39
dias pos inoculacidn (dpi)

==« »+ Testigo sin tratar incculado

== o« + Testigo sin tratar NO inoculado
iy = Nacillus

- fiaktillis

- EM

o Biorend

— fio D

= Sulfato de cobre

Figura 4. Evolucidén del porcentaje de plantas enfermas. Experimento 2.

Cuadro 2. Porcentaje de plantas enfermas e intensidad de sintomas externos, experimento 2.

Tratamientos Dias a|% plantas con | ADCPE? Intensidad de sintomas
sintoma | sintomas (incidencia) (escala 0-3) 3

(incidencia) 39 dpi

18 dpi 39 dpi 34 dpi 39 dpi
Test.inoculado 24 bc! |37 b 84 bc 1398 bc 1,2b 16 b
Test.sin inocular | --- Oa Oa Oa 0.,0a 0,0a
Nacillus 19 a 80 c 100 c 2061 d 2,5 d 2.4 cde
Baktillis 20 a 75 ¢ 98 ¢ 1930 d 2.4 d 2,5 de
EM 19 a 78 ¢ 95 ¢ 2006 d 2,5 d 2,6 de
Biorend 19 a 68 ¢ 95 ¢ 1979 d 21 cd 2,0 bc
Bio D 27 ¢ |27 b 70 b 1026 b 14 b 15 b
Sulfato de cobre | 20 a 74 ¢ 98 ¢ 1997 d 2.4 d 2,5 de
Bion 23 ab 21 ab 93 ¢ 1561 c 1,7 bc 19 b

! Los datos seguidos por igual letra no difieren significativamente al 1% segln prueba de rangos
multiples de Duncan

2 ADCPE= Area debajo de la curva de progreso de la enfermedad (incidencia).

3Intensidad de sintomas: 0 = sin sintomas, 1= leves, 2= moderados y 3= fuertes.

Serie Actividades de Difusion N° 778
Manejo sanitario en tomate y morrén bajo cubierta N° 20



INIA Las Brujas / INIA Salto Grande URUGUAY

Figura 5. Arriba: izquierda vista de parcela testigo sin tratar, 34 dpi, centro parcela tratada con
Biorend, derecha parcela tratada con Bio D. Abajo: vista general de una repeticién del
experimento.
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Cuadro 3. Porcentaje e intensidad de sintomas internos a 39 dias pos inoculacidn (degradacion
de médula y vasos).

Tratamientos % plantas | Intensidad de
con sintomas | sintomas
internos (0-3) 2
Testigo inoculado 54 p? 12 b
Testigo sin inocular Oa 0 a
Nacillus 93 ¢ 2,0 d
Baktillis 88 ¢ 2,2 d
EM 85 ¢ 2,0 d
Biorend 85 ¢ 18 cd
Bio D 48 b 10 b
Sulfato de cobre 88 ¢ 18 cd
Bion 68 bc 1,3 bc

! Los datos seguidos por igual letra no difieren significativamente al 1% segln prueba de rangos
multiples de Duncan.

2 Seguin escala 0-3 donde 0 = sin sintomas, 1= distorsidn de médula y vasos lleve, 2= moderada y 3=
severa.

Conclusiones

e Los resultados de estos trabajos concuerdan los previamente obtenidos en cdmara e
invernadero en condiciones mas controladas.

e Este tipo de productos no impiden la diseminaciéon de la enfermedad, atenudan los
sintomas y enlentecen su evolucion.

e Tomando en consideracion ambos experimentos y todas las evaluaciones efectuadas,
los tratamientos con Bio D, Nacillus, Baktillis y Biorend en aplicaciones en riego a la
base de la planta mostraron buen desempefio.
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EVALUACION DE PRODUCTOS INDUCTORES DE RESISTENCIA EN EL
MANEJO DE MEDULA HUECA DEL TOMATE (PSEUDOMONAS SPP.).
TEMPORADA 2015-2016

Diego Maeso, Alfredo Fernandez, Wilma Walasek
Programa Produccidn Horticola. Seccién Proteccion Vegetal. INIA Las Brujas

Resumen

La médula hueca causada por Pseudomonas spp. (P. corrugata, P. mediterrdnea, entre otras)
es frecuente en cultivos de tomate en invernaderos sin control de temperatura en épocas con
alta amplitud térmica. Provoca muerte de plantas en periodos de alto valor de la produccion.
El control se basa en aplicaciones foliares de cupricos con las consecuentes desventajas
(fitotoxicidad, acumulacidon en suelo, resistencia, control ineficiente). Actualmente se han
desarrollado productos comerciales que promueven mecanismos de defensa de las plantas
(resistencia sistémica adquirida, SAR, o resistencia sistémica inducida, ISR). El objetivo de este
trabajo fue evaluar la efectividad de algunos de estos productos en el manejo de la médula
hueca. En tres experimentos bajo cubierta plastica se compararon: Nacillus (Bacillus spp.) y
Baktillis (Bacillus subtilis) 300 g/100 | (pre-inoculacién) y 500 g/100 | (pos-inoculacion), Hidro
Cup (hidréxido de cobre) 300 g/100 |, Biorend Cobre (quitosano + sulfato de cobre
pentahidratado) 300 g/100 |, Bion (acibenzolar S metil) 5 g/100 |, Bio D (quelatos de hidracido
de 4cido citrico de Mn y Zn) 500 ml/100 | frente a un testigo sin tratar. Los productos fueron
aplicados al follaje en 8 (2015, 4 pre y 4 posinoculacion), 12 (abril-agosto 2016, 6 + 6), y 6
(agosto-diciembre 2016, 3+3) oportunidades. La inoculacidn se realizé mediante inyeccidn de
50 ml de suspensién bacteriana (1 x 108 UFC/ml) en la axila de una hoja 80-90 dias después de
la siembra. Se usé un disefio de bloques al azar, con parcelas de 10 plantas. Se evalué:
porcentaje de plantas con sintomas externos, largo de las lesiones, y largo de médula afectada.
Nacillus y Baktillis (pre y pos-inoculacion), Bio D y Bion presentaron menor porcentaje de
plantas afectadas e intensidad de sintomas. Los resultados muestran el potencial de este tipo
de productos en el manejo de enfermedades bacterianas en tomate.

Introduccion

La médula hueca causada por Pseudomonas spp. (P. corrugata, P. mediterrdnea, entre otras)
es frecuente en cultivos de tomate en invernaderos sin control de temperatura en épocas con
alta amplitud térmica. Provoca muerte de plantas en periodos de alto valor de la produccidn.
El control se basa en aplicaciones foliares de cupricos. Actualmente se han desarrollado
productos comerciales que promueven mecanismos de defensa de las plantas (resistencia
sistémica adquirida, SAR, o resistencia sistémica inducida, ISR). El objetivo de este trabajo fue
evaluar la efectividad de algunos de estos productos en el manejo de la médula hueca.
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Materiales y Métodos

Material vegetal: Tomate cv. Cetia en cultivos bajo cubierta (macrotineles) realizados en
campo experimental de INIA LB.

Disefio experimental: Bloques al azar con cuatro repeticiones (repeticiones formadas por cada
macrotunel). Las parcelas constaban de diez plantas cultivadas en macetas de 20 | con sustrato
estéril.

Tratamientos: Los tratamientos fueron aplicados al follaje cada 7-10 dias con maquina
aplicadora CO2 a mochila (R&D sprayers, EEUU) con un gasto promedio de agua de 1000 I/ha.
En el cuadro 1 se presentan detalles de los tratamientos y en el cuadro 2 de los cultivos de
cada experimento.

Inoculacién: Las plantas fueron inoculadas mediante la inyeccién en la axila de una hoja
madura de 50 ul de una suspensién bacteriana de aproximadamente 1 x 108 UFC/ml de un
aislado local de Pseudomonas sp. causante de médula hueca.

Anadlisis estadistico: Se realizd un analisis de variancia y posterior separacion de medias
mediante la prueba Duncan. Para ello se utilizé el paquete estadistico Infostat de uso libre
(www.infostat.com.ar).
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Cuadro 1. Tratamientos evaluados en el ensayo.

Tratamiento Principio activo Dosis/100 | Numero de aplicaciones y
momento en cada temporada
Preventivas Posinoculacion
1. Nacillus preventivo Bacillus subtilis y otros | 300 g 4 4
10 2
6 -
2. Nacillus posinoculacién Bacillus subtilis y otros | 500 g -- 4
-- 6
-- 3
3. Baktillis preventivo Bacillus subtilis 300g 4 4
10 2
6 -
4. Baktillis posinoculacion | Bacillus subtilis 500 g -- 4
-- 6
-- 3
5. HidroCup 77% Hidréxido de cobre 300 g 4 4
10 2
6 -
6. Biorend cobre Quitosano y Sulfato de | 150 cc 4 4
Cobre Penta hidratado 10 2
6 -
7. Bion Acibenzolar S methyl 5g 4 4
10 2
6 -
8.Bio D Zn Mn Quelato de hidracidos | 500 cc 4 4
de 4cido citrico. 10 2
6 -

9. Testigo sin tratar

Experimentos:

Se realizaron tres experimentos durante: 1) agosto-diciembre 2015, 2) marzo-agosto 2016 y 3)
agosto-diciembre 2016. En el cuadro 2 se muestran las fechas de siembra, trasplante, la
temperatura media y la amplitud térmica en cada ciclo.
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Cuadro 2. Informacidn correspondiente a los experimentos.

Experimento 1 2 3
Agosto-diciembre | Marzo-agosto | Agosto-diciembre
2015 2016 2016

Siembra 26/8 28/3 19/8

Transplante 16/10 17/5 4710

Inoculacion 14/11 1/7 14/11

Temperatura media en el ciclo 16,2°C 15,9°C 21,2°C

Amplitud térmica 24,2 °C 16,7°C 16,1°C

Inicio aplicaciones preventivas 12/10 26/4 22/9

Inicio aplicaciones posinoculacién | 12/11 5/7 14/11

Figura 2. Inoculacion. Izquierda infiltracién con solucidon bacteriana en axila de hoja, centro
colocacién de palillo en herida y derecha asperjado periddico de la zona.

Evaluaciones:

A partir de la aparicion de la enfermedad se evalué semanalmente el porcentaje de plantas
que presentaban sintomas externos en la zona inoculada o lejos de ella (incidencia). La
severidad fue evaluada por la longitud de la lesion en milimetros.  También se registré el
porcentaje de plantas que presentaban raices adventicias.

A fin de ciclo se cortaron longitudinalmente los tallos de todas las plantas para examinar la
presencia de desordenes (coloracién anormal de vasos y/o médula, médula esponjosa, etc.),
calculdndose el porcentaje de plantas afectadas y el porcentaje promedio de médula
amarronada (dividiendo por la altura de planta a fin de ciclo).

Todos los valores en porcentaje fueron transformados por la férmula arcsen V% previo a su
andlisis estadistico.
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Se evalué la altura de las plantas semanalmente. Ante la aparicién de sintomas de desdrdenes
nutricionales en uno de los tratamientos en el experimento 2 se realizé un analisis foliar de
contenido de Fe-Zn-Mn.

Resultados

Evolucién de la enfermedad

En los cuadros 3, 4 y 5 se presentan los resultados de las evaluaciones de incidencia y
severidad de sintomas en los tres experimentos que mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos.

En el experimento 1 (cuadro 3) los valores menores de porcentaje de plantas con sintomas
externos a 27 dias después de la inoculacidon fueron presentados por los tratamientos con
Nacillus y Baktillis iniciados previo a la inoculacidn, con Baktillis pos inoculacién, e Hidrocup.

Cuadro 3. Porcentaje de plantas con sintomas externos de tallo hueco. Experimento 1.

Tratamiento 4/12 11/12
20dpi* | 27 dpi
1. Nacillus preventivo 43 ab? 45 ab
2. Nacillus posinoculacién 35a 30a
3. Baktillis preventivo 40 ab 33a
4. Baktillis posinoculacién 30a 28 a
5. HidroCup 77% 43 ab 30a
6. Biorend cobre 65 58 bc
7. Bion 43 ab 38 ab
8.Bio D Zn Mn 23a 43 ab
9. Testigo sin tratar 60 bc 68 ¢

! dpi: dias pos inoculacién
2 Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de
rangos multiples

En el experimento 2 los tratamientos que recibieron aplicaciones con Bion, Baktillis y Nacillus
preventivamente presentaron el menor porcentaje de plantas con sintomas externos a los 26
dias después de la inoculacién. Respecto a la severidad de estas lesiones los tratamientos que
presentaron menor longitud de lesiones externas a los 40 dias después de la inoculacion
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fueron los que recibieron aplicaciones de Nacillus y Baktillis preventivamente y de Bio D. Estos
tratamientos a su vez también fueron los que presentaron menor porcentaje de plantas con
médula amarronada a fin del experimento.

Cuadro 4. Porcentaje de plantas con sintomas externos e internos de tallo hueco y longitud de
lesiones externas. Experimento 2.

Tratamiento % plantas con sintomas | Largo promedio | % promedio

externos lesiones externas | de  médula
(mm) amarronada

14 dpi? 26 dpi 33 dpi 40 dpi 53 dpi

1. Nacillus preventivo 48 ab? 50 ab 2a 43 6a

2. Nacillus posinoculaciéon | 58 abc 63 abcd 5ab 8 ab 8 ab

3. Baktillis preventivo 35a 40 ab 4 ab 6a 6a

4. Baktillis posinoculacién | 60 abc 65 bcd 4 ab 9ab 8 ab

5. HidroCup 77% 70 bc 78 cd 8 b 16 b 7 ab

6. Biorend cobre 58 abc 60 abcd 5ab 7 ab 7 ab

7. Bion 35a 35a 4a 11 b 11b

8. Bio D Zn Mn 40 ab 50 abc 6a 4a 43

9. Testigo sin tratar 83 ¢ 83 d 11 ab 8 ab 8 ab

! dpi: dias pos inoculacién
2 Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de
rangos multiples

En el experimento 3 los tratamientos que recibieron aplicaciones con Bio D, Nacillus vy
Baktillis preventivamente, Biorend Cobre y Bion presentaron menor porcentaje de plantas con
sintomas externos a los 17 dias pos inoculacion. Todos los tratamientos presentaron menores
valores de largo de lesiones externas y porcentaje de plantas con lesiones internas frente al
testigo sin tratar. También en el experimento 3 se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos en la presencia de raices adventicias siendo los
tratamientos a base de Bio D, Bion los que presentaron menor porcentaje de plantas con este

desorden.
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Cuadro 5. Porcentaje de plantas con sintomas externos e internos de tallo hueco y longitud de
lesiones externas. Experimento 3.

Tratamiento % plantas | Largo promedio | % promedio | % plantas con raices
con lesiones de plantas | adventicias
sintomas externas (mm) | con médula
externos amarronada
17 dpi* 24 dpi 38 dpi 17 dpi 37 dpi

1. Nacillus preventivo | 31 ab? 29a 20a 31 bed |59 bc

2. Nacillus 61 bc 58 ab 8a 51 d 83 ¢

posinoculacion

3. Baktillis preventivo 38 ab 333 30a 8a 55 abc

4. Baktillis 55 abc 31a 31a 39 cd 74 ¢

posinoculacion

5. HidroCup 77% 50 abc 39a 8a 18 ab 51 abc

6. Biorend cobre 40 ab 39a 18 a 28 bc 73 ¢

7. Bion 43 ab 38a 6a 3a 23 ab

8. Bio D Zn Mn 24 a 22 a 3a 5a 16 a

9. Testigo sin tratar 78 ¢ 99 b 80 b 44 cd 82 ¢

! dpi: dias pos inoculacién
2 Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de
rangos multiples

En el cuadro 6 se presentan resultados de la evaluacion de altura de plantas correspondientes
al experimento 2 en el que se observaron diferencias estadisticamente significativas a los 113
dias luego de la siembra. Los tratamientos cuyas plantas presentaron menor altura promedio
fueron los que recibieron aplicaciones a base de Baktillis (posinoculacidn), Bion y Bio D. Las
diferencias desaparecieron a los 141 dias luego de la siembra.

Serie Actividades de Difusion N° 778
Manejo sanitario en tomate y morrén bajo cubierta N° 29



INIA Las Brujas / INIA Salto Grande T LRUGUAY

Cuadro 6. Altura promedio de plantas en el experimento 2.

Tratamiento Altura promedio de planta (cm)
19/7 16/8
(113 dds?) (141 dds)

1. Nacillus preventivo 105 bc? 127

2. Nacillus posinoculacion 106 bc 125

3. Baktillis preventivo 101 abc 130

4, Baktillis posinoculacién 95 a 120

5. HidroCup 77% 105 bc 130

6. Biorend cobre 108 ¢ 133

7. Bion 99 ab 126

8. Bio D Zn Mn 99 ab 127

9. Testigo sin tratar 103 abc 127

1 dds: dias después de la siembra
2 Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de

rangos multiples

También en el experimento 2 se observaron a los 113 dias pos siembra sintomas de deficiencia
de hierro en el tratamiento que recibié aplicaciones de Bio D Zn Mn. En el cuadro 7 se
presentan los resultados del analisis foliar de plantas de los diferentes tratamientos. Como se
observa ese tratamiento presenté menores valores de hierro y valores mas altos de Zn y Mn lo
cual pudo haber provocado los sintomas observados.
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Cuadro 7. Resultados del analisis foliar efectuado en plantas del experimento 2 (113 dias pos
siembra).

Tratamiento Hierro Zinc Manganeso
1. Nacillus preventivo 144 74 194
2. Nacillus posinoculacién 110 64 179
3. Baktillis preventivo 117 62 192
4. Baktillis posinoculacién | 108 64 177
5. HidroCup 77% 134 71 223
6. Biorend cobre 119 68 215
7. Bion 120 70 229
8.Bio DZn Mn 105 157 256
9. Testigo sin tratar 116 59 169

Conclusiones

e Los tratamientos presentaron diferencias en el porcentaje de plantas afectadas
(incidencia) y la intensidad de sintomas externa e interna.

e Las parcelas tratadas con Nacillus, Baktillis, Bio-D y Bion mostraron en general menor
incidencia y severidad de la enfermedad.

e Se debera estudiar la evolucidn de la induccién y su persistencia para formular una
recomendacion de uso a nivel comercial.

e Un aspecto a destacar es que la resistencia inducida por estos productos es efectiva
también para otras enfermedades del cultivo.
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CONTROL DE LA MANCHA BACTERIANA DEL TOMATE (XANTHOMONAS
SPP.) EN CULTIVO A CAMPO PARA INDUSTRIA MEDIANTE APLICACIONES
FOLIARES. 2015-2016

Diego Maeso, Alfredo Fernandez, Wilma Walasek
INIA Las Brujas, Programa Nacional de Produccion Horticola, Seccidn Proteccidn Vegetal.

Introduccion

La mancha bacteriana del tomate (Xanthomonas spp.) es una de las enfermedades foliares mas
importantes del cultivo al aire libre. Hasta el momento el control se basa en la reiterada
aplicacion foliar preventiva de productos, principalmente a base de cobre muchas veces
mezclado con mancozeb.

Desde hace algunos afios INIA ha venido realizando trabajos experimentales tendientes a
evaluar la eficiencia de productos alternativos aplicados a follaje para el control de esta
enfermedad.

Se han reportado los efectos beneficiosos derivados de la aplicaciéon de productos a base de
Bacillus subtilis en el control de enfermedades. La accion de este agente es explicada a través
de dos vias: 1) la induccidn de resistencia sistémica (ISR, induced systemic resistance, Ryu et al.
2004, Ongena et al. 2007) y 2) la producciéon de antibidticos y agentes antimicrobianos
(Hammami et al. 2009). Algunos de estos productos ya son comercializados
internacionalmente (Serenade, Kodiak, etc.) principalmente para el control de enfermedades a
hongos (Lanna et al. 2010, Cawoy et al. 2011).

En temporadas anteriores estos productos han sido evaluados en nuestras condiciones en
temporadas anteriores (Maeso, Fernandez y Walasek 2015) para la prevencion y disminucién
de dafios por mancha bacteriana del tomate (Roberts et. al. 2008, Edgecomb & Manker 2006,
Abbasi & Weselowski 2015 ).

Objetivos

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar tratamientos foliares con productos a base de
B. subtilis y otros compuestos alternativos para el control de la mancha bacteriana
(Xanthomonas spp.) en tomate para industria.
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Materiales y Métodos

Ubicaciéon: Campo experimental de INIA Las Brujas. Rincon del Colorado. Departamento de
Canelones.

Forma de aplicacién: Foliar mediante pulverizadora de mochila con CO2 (R&D sprayers, EEUU).
Gasto por hectarea varié de 700 a 1500 | durante la temporada.

Cultivo: Tomate de industria, variedades Repique y Loica. Distancia de plantacion 1,6 x 0,30 m.
Fecha de siembra 13/11/2015, trasplante 14/12/2015.

Tratamientos: En el cuadro 1 se muestran los detalles de los tratamientos evaluados, dosis,
comienzo e intervalo entre aplicaciones.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados en el ensayo.

Tratamiento Principio activo Dosis/100 | Intervalo
1. Nacillus Bacillus subtilis Preventiva 300 g Semanal
2. Baktillis Bacillus subtilis Preventiva 300 g Semanal
3. HidroCup 77% Hidréxido de cobre 300g Semanal
4. Sporan Mezcla de aceites | 1000 cc Semanal
esenciales
5. Biorend cobre Quitosano y Sulfato 150 cc Semanal
de Cobre Penta
hidratado
Didecyl di methyl
Sporekill ammonium chloride | 100 cc Luego de lluvia.
6. Bion Acibenzolar Smethyl | 5g Semanal
7. Testigo sin tratar

Los tratamientos fueron repetidos en las dos variedades utilizadas.

Las aplicaciones preventivas comenzaron el 29/12/2015. Los tratamientos semanales
recibieron doce aplicaciones, y el tratamiento 5 adicionalmente una de Sporekill luego de
lluvia. La ultima aplicacion de todos los tratamientos fue realizada el dia 15/03/16.
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Disefio experimental:

Factorial en bloques al azar con cuatro repeticiones. Los factores fueron la variedad y los
tratamientos. Cada parcela constdé de tres filas de tres metros de largo (10 plantas). Las
evaluaciones se realizaron en la fila central siendo las dos externas dejadas como bordes
(figuras 1y 2).

Figura 1. Vista panorédmica del ensayo (1/2/2016).

Figura 2. Detalle de una parcela (1/2/2016).
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Analisis estadistico:

Se realizé el analisis de variancia con posterior separacién de medias mediante la prueba
Duncan. Para ello se utilizd el paquete estadistico Infostat de uso libre (www.infostat.com.ar).

Parametros evaluados:
Evolucidn de la enfermedad.

A partir de comienzo de sintomas (1/2/2016) se evalué semanalmente el porcentaje de area
foliar afectada por la enfermedad (severidad) de cada una de diez plantas de la fila central de
cada parcela. Los porcentajes asignados se promediaron y los valores fueron transformados
por la formula arcsen V% previo a su analisis estadistico.

Adicionalmente, con todas las evaluaciones se calculd el drea debajo de la curva de progreso
de la enfermedad (ADCPE).

Rendimientos:

Se registro el nimero y peso total de frutos en cuatro cosechas (29/2, 14/3,30/3 y 15/4).
Resultados

Severidad

En el cuadro 2 y la figura 3 se muestran los resultados de las evaluaciones de severidad
realizadas (intensidad de la enfermedad en porcentaje de area foliar afectada) y del area
debajo de la curva de progreso de la enfermedad.

Cuadro 2. Resultados de las evaluaciones de severidad de mancha bacteriana (en porcentaje
de drea foliar afectada). Tratamientos promedio de ambas variedades.

Tratamiento 15/02 14/03 04/04 ADCPE
Nacillus 300 g/100 | 10,7 b* [ 23,5bc | 42,0ab | 1476 bc
Baktillis 300 g/100 | 4,0a 28,8 bcd | 47,5ab | 1534 bc
Hidrocup 300 g/100I 2,1a 7,8a 46,4ab | 981a
Sporan 1000 cc/100 | 4,8 ab 39,0 cd 52,5bc | 1684 bc

Biorend Cu 150 cc/100 | complementado | 6,1 ab 28,1bc |41,4ab | 1443 b
con Sporekill luego de lluvias

Bion 5 g/100 | 4,5 ab 19,0ab |389a 1338 b

Testigo sin tratar 4,8 ab 44,6 d 59,0 ¢ 1821 ¢

! Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de
rangos multiples.
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Se observaron diferencias estadisticamente significativas en todas las evaluaciones realizadas y
en el ADCPE. Los menores valores de severidad diferenciados estadisticamente del testigo sin
tratar se encontraron en las parcelas tratadas con HidroCup, Biorend Cobre complementado
con Sporekill y Bion.

En el cuadro 3 se muestran los resultados incluyendo a las variedades en el andlisis. Loica en la
primera etapa fue la variedad que presentd menor porcentaje de area foliar afectada, lo cual
se tradujo en un menor valor de ADCPE confirmando la mayor tolerancia a esta enfermedad
comparada con Repique.

Cuadro 3. Resultados de las evaluaciones de severidad de mancha bacteriana (en porcentaje
de éarea foliar afectada). Interaccion variedades-tratamientos.

Variedad | Tratamiento 15/02 29/02 04/04 ADCPE
Loica Nacillus 300 g/100 | 5,5 abc? 4,3 ab 49,4 bcd 910 abc
Baktillis 300 g/100 | 1,3 ab 7,1 abc |[50,1 «cd 1018 abcd
Hidrocup 300 g/100lI 0,8a 1,7 a 43,8 abc 528 a
Sporan 1000 cc/100 | 2,5 abc 7,9 abc | 62,9 d 1433 bcde
Biorend Cu 150 cc/1001 | 1,0a 5,7 ab 42,7 abc 920 abc
+ Sporekill pos lluvias
Bion 5 g/100 | 3,2 abc 8,9 abc | 47,7 bcd 947 abcd
Testigo sin tratar 1,7 abc 10,2 abc | 54,1 cd | 1421 bcde
Promedio Loica 2,0a 7a 50 b 1277 a
Repique Nacillus 300 g/100 | 16,0 e 20,7 ¢ | 34,6 ab 1475 de
Baktillis 300 g/100 | 6,7 bcde 22,8 ¢ | 45,0 abc 1608 de
Hidrocup 300 g/100I 3,3 abcd 3,2a 48,9 bcd 725 ab
Sporan 1000 cc/100 | 7,2 bcde 20,7 ¢ | 42,1 abc 1613 de
Biorend Cu 150 cc/1001 | 11,2 de 13,6 abc 40,1 abc 1503 cde
+ Sporekill luego de
lluvias
Bion 5 g/100 | 5,8 becde 9,1 abc 30 a 991 bcd
Testigo sin tratar 7,8 cde 19,2 bc 63,9 d 2034 e
Promedio Repique 80 b 16 b 43 b 1658 b

! Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de

rangos multiples.
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Figura 3. Evolucion de la severidad (en porcentaje) de drea foliar afectada con mancha
bacteriana. Interaccidn variedad-tratamiento. Precipitaciones durante temporada 2015-2016.
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Figura 4. Sintomas en algunas parcelas al 14/3/2016. Arriba de izquierda a derecha: Testigo sin
tratar Loica, Repique, Hidrocup Loica. Centro de izquierda a derecha: Hidrocup Repique,
Biorend Cobre + Sporekill Loica y Repique. Debajo de izquierda a derecha: Bion Loica y Repique

y Sporan Repique.
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Rendimientos

Cuadro 4. Rendimientos totales (toneladas por hectdrea) y porcentaje de frutos con mancha
bacteriana. Interaccidn variedad-tratamiento.

Variedad | Tratamiento Rendimientos % frutos con
totales ton/ha mancha
bacteriana
Loica Nacillus 300 g/100 | 33 d? 9ab
Baktillis 300 g/100 | 32 od 16 abc
Hidrocup 300 g/100I 28 abcd 8a
Sporan 1000 cc/100 | 29 abcd 12 abc
Biorend Cu 150 cc/100| | 28 abcd 13 abc
+ Sporekill pos lluvias
Bion 5 g/100 | 30 bced 13 abc
Testigo sin tratar 31 o 15 abc
Promedio Loica 30 b 12b
Repique Nacillus 300 g/100 | 25 abcd 18 abc
Baktillis 300 g/100 | 26 abcd 20 cd
Hidrocup 300 g/100I 22 ab 20 dd
Sporan 1000 cc/100 | 25 abced 12 abc
Biorend Cu 150 cc/1001| | 22 a 21 cd
+ Sporekill pos lluvias
Bion 5 g/100 | 22 a 19 bc
Testigo sin tratar 25 abcd 29 d
Promedio Repique 24 a 20b

! Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de
rangos multiples.
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Cuadro 5. Porcentaje de frutos con mancha bacteriana. Discriminados por tratamiento.

Tratamiento % frutos con
mancha
bacteriana

Nacillus 300 g/100 | 14 at

Baktillis 300 g/100 | 18 ab

Hidrocup 300 g/100I 14 a

Sporan 1000 cc/100 | 12 a

Biorend Cu 150 cc/1001| | 17 ab
+ Sporekill pos lluvias

Bion 5 g/100 | 16 ab

Testigo sin tratar 22 b

! Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de
rangos multiples.

Los tratamientos a base de Hidrocup, Biorend Cu + Sporan y Bion para la variedad Repique
mostraron rendimientos totales en toneladas por hectarea menores al testigo sin tratar
(cuadro 4). La variedad Loica fue la que presentd menor porcentaje de frutos con sintomas de
mancha bacteriana y mayor rendimiento acumulado (cuadro 5) . Los tratamientos a base de
Nacillus, Hidrocup y Sporan presentaron menores porcentajes de frutos con mancha
bacteriana.

Discusion

Los tratamientos con hidroxido de cobre, Biorend Cobre y Bion presentaron un control
aceptable de la enfermedad en follaje en ambos cultivares. El cultivar Loica mostré los
menores porcentajes de darea foliar afectada y frutos con mancha bacteriana. Algunos
tratamientos dentro de la variedad Repique mostraron rendimientos totales inferiores al
testigo sin tratar este resultado no puede ser explicado por el control de la enfermedad en
follaje. Al no haberse realizado inoculacion artificial el ataque de la enfermedad no fue tan
grave como la temporada anterior.

Conclusiones

Bajo condiciones de infeccion natural los tratamientos a base de hidréoxido de cobre, Biorend
Cobre complementado con Sporekill y Bion lograron un buen control de la enfermedad en
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follaje durante toda la temporada. Existieron diferencias entre las variedades respecto a la
susceptibilidad a la enfermedad.
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Introduccion

La defensa de las plantas ante los patdogenos puede darse siguiendo dos caminos de
percepcion basicos: la inmunidad inducida por PAMPS (patrones asociados a
patdgenos) conocida como PTI (PAMP Triggered Immunity) y la inmunidad inducida
por efectores producida por patogenos ETI (Effector Triggered Immunity).
En el primer caso, la planta percibe los PAMPS mediante proteinas de reconocimiento
localizadas en la membrana plasmatica de las células y desencadena mecanismos
primarios de defensa vegetal: la pared se refuerza con calosa, se producen especies
reactivas del oxigeno y se inducen genes de defensa. Por otra parte, la respuesta ETI
actla a través de la percepcion de factores de virulencia de los patégenos (o sus
efectos) por parte de proteinas de resistencia especializadas de la planta. La defensa
gue se desencadena es intensa y puede incluir reaccién de hipersensibilidad (muerte
celular programada para impedir la dispersidon del patégeno). La enfermedad solamente se

produce cuando el microorganismo logra superar exitosamente estos mecanismos de defensa
(Boller and Felix, 2009).

El receptor EFR, componente de la PTl reconoce el factor de elongacién Tu (EF-Tu),
ampliamente conservado en bacterias fitopatdgenas. Este receptor se encuentra en muchas
especies de brasicdceas y mediante ingenieria genética ha sido transferido a especies de
interés agrondmico como tomate y papa, confiriendo resistencia a bacterias patogénicas
(Boschi et al., 2017; Lacombe et al., 2010).

El cultivo de tomate es afectado por numerosas enfermedades. Entre ellas, la mancha
bacteriana y el cancro, causadas por Xanthomonas spp y Clavibacter michiganensis subsp.
Michiganensis respectivamente, provocan cuantiosas pérdidas.
La mancha bacteriana afecta fundamentalmente hojas, causando manchas primero cloréticas
que se van necrosando. Estas manchas pueden coalescer y puede darse la defoliacidn de las
plantas. También provoca manchas en los tallos y lesiones superficiales en los frutos. Estos ven
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afectada su calidad cosmética, pero la mayor pérdida se da al disminuir la capacidad
fotosintética de la planta (frutos de menor tamano) y por quemado (Jones 1991, Blancard
1992).

El cancro afecta fundamentalmente el xilema de la planta y sus sintomas van desde el
marchitamiento parcial de las hojas hasta la muerte. Es altamente contagioso por el agua de
riego y las labores del cultivo (desbrote, poda, etc). Las infecciones latentes son muy
habituales, por lo que, por mas que se tomen precauciones, la manipulacién de las plantas es
una forma usual de diseminar la enfermedad. De hecho, si se dan las condiciones,
principalmente en invernaculo, es capaz de matar todas las plantas del cultivo en poco tiempo
(Gitaitis 1991).

Para ninguna de estas enfermedades existen alternativas de control. No se han desarrollado
variedades con resistencias adecuadas y el control quimico es poco efectivo.
Es por ello que INIA, en colaboracién con The Sainsbury Lab (Reino Unido), ha generado lineas
del cultivar INIA Milongdn transformadas con el gen EFR. Los eventos de transformacion han
sido sometidos a autofecundacidon para fijar el cardcter y su desempeiio frente a
enfermedades bacterianas de tomate esta siendo evaluado (Dalla Rizza 2015).

En este trabajo se resumen los resultados de los ensayos de las generaciones T4 y T5
(posteriores a la transformacién) frente a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm) y a Xanthomonas vesicatoria (Xv).

Metodologia

Todos los experimentos se realizaron en invernaculo de vidrio calefaccionado en INIA Las
Brujas con normativa de bioseguridad segun la Comisidn para la Gestion de Riesgo.

Se designa como TO a la planta transformada, T1 la primera generacién de plantas de semilla
obtenida por autofecundacion y asi sucesivamente.

La presencia del inserto en las plantas transformadas incluidas en los experimentos fue
verificada mediante PCR, utilizando primers especificos del gen EFR y un gen constitutivo
control (lat52).

Las plantas fueron sembradas en almacigas y cuando tuvieron el tamafio adecuado
trasplantadas a bolsas-macetas (20 I) en T4 o macetas pldsticas (1000 cc) en los experimentos
con T5. Siempre se utilizd sustrato estéril.

El método de inoculacidn se describe en cada experimento, las plantas se mantuvieron en
camara humeda 24 horas antes y después de la inoculacidn.

Evaluaciones:

En todos los ensayos se utilizaron como testigos (inoculado y sin inocular) plantas de Milongon
sin transformar (denominadas como WT+ y WT-, respectivamente).
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Se registrd la evolucién del nimero de plantas con sintomas, tipo de sintomas y severidad
utilizando escalas diferentes dependiendo de la enfermedad. También se contabilizé el
numero de dias a aparicidon de sintomas y muerte de cada planta.

En algunos experimentos se calculé el area debajo la curva de progreso de la enfermedad
(ADCPE) utilizando los dias entre evaluacion y los valores observados para calcular la suma de
los trapecios generados debajo de la curva.

Desafios con Clavibacter michiganensis subesp. michiganensis (Cmm).

Se realizaron ensayos en T4, donde se inocularon 10 plantas por linea (4, 6, 16, 20y 29) mas 7
controles sin inocular y 5 controles positivos (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de plantas inoculadas con Cmm en la generacion T4 (abril-diciembre 2016)

Numero de plantas
Linea
Con inserto Sin inserto
WT- N/A 7
WT+ N/A 5
4 10 0
6 2 8
16 10 0
20 10 0
29 7 2

La inoculacién se realizd mediante corte de raices e inmersién en 5 ml de suspension
bacteriana Cmm de 108 UFC/ml previo al trasplante.

Por otra parte, en T5 Se inocularon 60 plantas de las lineas 4, 16, 20 y 29 todas presentando el
inserto. Las plantas fueron separadas en seis bloques (mesas) de diez plantas cada una.
También se incluyeron 60 testigos negativos y 60 positivos.

En todos los experimentos se registrd la evolucion del nimero de plantas con sintomas, dias
entre inoculacidn-aparicion de sintomas y dias entre inoculacién y muerte de la planta. La
severidad de los sintomas fue evaluada usando una escala numérica de 0 a 5 (0= sin sintomas,
1= sintomas incipientes en hojas basales, 2= sintomas moderados en hojas basales, 3=
sintomas moderados en toda la planta, 4= sintomas fuertes generalizados con muerte de hojas
y 5= muerte de planta (Figura 1). También se registrd la evolucién de los tipos de sintomas:
amarillamiento y marchitez de hojas basales, necrosis de borde foliar, marchitamiento
unilateral, marchitamiento de dpice, cancros en tallo, muerte de planta y degradacion interna
de tallo desde 14 a 147 dpi.

Serie Actividades de Difusion N° 778
Manejo sanitario en tomate y morrén bajo cubierta N° 45



INIA Las Brujas / INIA Salto Grande URUGUAY

Figura 1: Escala visual de severidad de cancro bacteriano en plantas de tomate Milongdn.

Desafio con Xanthomonas vesicatoria (Xv)

Los ensayos con Xv se realizaron con 60 plantas de la generacidon T5 de las lineas 4, 16, 20 y
29, todas con inserto. Se utilizaron 60 testigos positivos y 60 negativos sin inocular.

La inoculacidn se llevd a cabo mediante aspersion hasta el punto de goteo de una solucién que
contenia 1x 108 UFC/ml. Los testigos negativos se inocularon con agua estéril.

Para la evaluacion se utilizé la escala visual diagramatica de Mello et al (1997) modificada, que
se basa en el porcentaje de hoja afectada. Se evaluaron la quinta, sexta y séptima hojas
verdaderas completamente desplegadas a los 11, 15, 18, 22 y 25 dias post inoculacion (dpi)
(Figura 2). Hacia el fin de la evaluacion a cada planta se le otorgd un puntaje de severidad
global de 1 a5 (1 sinsintomasy 5 planta totalmente afectada).

La infeccion con Xv fue verificada en lesiones tipicas de mancha bacteriana mediante
aislamiento en el 10% de las plantas.

Figura 2: Hoja mostrando sintomas tipicos de mancha bacteriana causada por Xanthomonas
spp.
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Resultados y discusion
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm).

En la generacion T4, en tres de las cinco lineas se obtuvieron plantas que sobrevivieron mas
alla de los 120 después de la inoculacién (dpi.) (Figura 3)
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Figura 3. Mortalidad de plantas en funcién a dias pos inoculacidn (generacidn T4).

Si bien existié un 100% de incidencia, la severidad de las infecciones fue menor en plantas que
presentaron el inserto (Figura 4).

Se observd que las plantas sin transformar inoculadas (controles positivos) se enfermaron
mas tarde pero enfermaron de forma mas severa, es decir, el progreso de la enfermedad una
vez desencadenada es mucho mas acentuado (sobre 120 dias de evaluacidn, la enfermedad se
desarrolla entre los dias 44 y 64). Por otra parte, las plantas transformadas si bien muestran
sintomas tempranamente sobreviven mdas en comparacion con las no transformadas.
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Figura 4: Severidad de respuesta a inoculacion con Cmm de cada linea (generacion T4) en

funcién de los dias post inoculacion.

En la generacién T5 si bien todas las plantas inoculadas desarrollaron sintomas, las lineas 16 y
20 presentaron una menor mortalidad que el testigo a los 120 dpi (Figura 5). A su vez, esas
mismas lineas presentaron valores menores de severidad que el testigo en etapas mas

avanzadas del ensayo (Figura 6).
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Figura 5: Mortalidad de plantas en funcién a dias pos inoculacién (generacién T5).

Si bien no hay un efecto visiblemente mayor que diferencie el comportamiento de las lineas
evaluadas parece haber nuevamente una tendencia en lineas 16 y 20 de menor desarrollo de

la enfermedad pos inoculacion.
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Figura 6 severidad en funcién de dias pos inoculacidn (generacidn T5).

Xanthomonas vesicatoria (Xv)

Se observaron diferencias entre el area foliar afectada en las tres hojas evaluadas de los
eventos transformados respecto a los no transformados (Figura 7). En este caso, si bien la
respuesta de las lineas transformadas es diferente en todos los casos se observa una respuesta
positiva consistente. A su vez, la severidad en toda la planta fue menor en los individuos
transformados de hecho, la infeccidon no avanzd hacia las hojas que se fueron desplegando a lo
largo del experimento (Figura 8). Nuevamente la linea 16 parece dar una respuesta destacada
en el conjunto de las lineas evaluadas.
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Figura 7: Porcentaje de area foliar afectada (promedio tres hojas inoculadas) segun dias post
inoculacién con Xv.
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Figura 8: Severidad considerando toda la planta en funcién de dias pos inoculacion.
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Conclusiones y perspectivas a futuro

En los ensayos realizados con Cmm se observa que a medida que se avanza en las
generaciones de autopolinizacidn, la respuesta de las plantas transformadas frente a
este patégeno bacteriano se va haciendo mas estable. Si bien no se ha logrado una
resistencia completa a Cmm, resulta interesante el aumento en la sobrevivencia. En
cuanto a los ensayos realizados con Xv, también se observa un efecto de la
transformacién con el gen efr respecto a los controles, observandose un menor
porcentaje de hoja afectada.

Estos resultados son interesantes a la hora de pensar en el mejoramiento genético
orientado a minimizar el impacto de estas enfermedades. Existen otras experiencias
del uso del receptor EFR como herramienta contra infecciones provocadas por
bacterias del género Xanthomonas que han llegado a resultados similares a los que
aqui se presentan (Lacombe et al.,, 2010). Sin embargo, es la primera vez que se
somete a este tipo de plantas modificadas a ensayos de desafio contra Cmm. Se
continuard evaluando esta herramienta con generaciones subsiguientes de manera de
tener un caudal mayor de informacion que permita cocluir la utilidad de estas
variedades para el control o al menos la minimizacién del impacto del cancro
bacteriano a nivel de campo.
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TECNOLOGIAS ALTERNATIVAS PARA EL MANEJO DE MOSCA BLANCA
EN TOMATE BAJO INVERNADERO

Evaluacion de la aplicacion de aceites esenciales para el control de mosca blanca en tomate.
Estudio de compatibilidad in vitro de los aceites esenciales con LECAFOL®.

Uno de los principales problemas de la produccién horticola es la incidencia de insectos plaga.
En particular la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum es una plaga de gran importancia
econdmica para el cultivo del tomate en nuestro pais, afectando la calidad de los frutos y la
productividad, determinando en general el empleo de insecticidas quimicos como método de
control.

Sin embargo, el uso de ese tipo de productos no es sostenible en el largo plazo, debido al
desarrollo de mecanismos de resistencia por parte de las plagas y a los efectos adversos
ocasionados en el ecosistema, como ser: contaminacién del suelo y aguas subterraneas;
disrupcion del control bioldgico natural y polinizacién; y la posibilidad de toxicidad aguda y/o
crénica en el ser humano, tanto en los aplicadores de los plaguicidas como en los
consumidores finales de los productos agricolas.

Por esto existe actualmente una tendencia, incluso en produccidn convencional, al uso de
alternativas a los plaguicidas sintéticos, como parte de esquemas de Manejo Integrado de
Plagas. En este sentido, la seccion de Proteccion Vegetal de INIA-LB en colaboracién con el
Laboratorio de Ecologia Quimica (LEQ) de la Facultad de Quimica se encuentra trabajando en
el desarrollo de tecnologias alternativas al control quimico para el control de la mosca blanca
en sistemas de produccion de tomate bajo invernadero.

Los aceites esenciales (AE) han sido fuente de potenciales plaguicidas botanicos en el pasado.
Son considerados menos téxicos dado su origen natural y su baja persistencia en el ambiente.
En este trabajo se ha estudiado la posibilidad de utilizar los AE de chirca (Eupatorium
buniifolium) y de ajenjo (Artemisia absinthium) como bio-controladores de la mosca blanca.

Se resumen aqui las principales actividades desarrolladas y resultados obtenidos en uno de los
componentes del proyecto institucional llevado a cabo por INIA-LB y el LEQ:

- Proyecto “Tecnologias alternativas para el manejo de plagas y enfermedades en
cultivos horticolas bajo invernadero y frutales”

- Componente “Manejo de insectos plaga en produccion bajo invernadero a través de
métodos alternativos”.
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EVALUACION DE LA APLICACION DE ACEITES ESENCIALES PARA EL CONTROL DE
MOSCA BLANCA EN TOMATE
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Palabras clave: plaguicida botanico, repente, actividad insecticida, fitotoxicidad

Introduccion

Los aceites esenciales (AE) son mezclas complejas de compuestos volatiles extraidos de las
plantas; se utilizan desde la antigliedad y en las ultimas décadas han sido objeto de muchos
estudios ya que se consideran una alternativa posible al uso de los agroquimicos
convencionales. Por su origen natural poseen una baja persistencia en el ambiente que los
hace menos téxicos para los organismos benéficos y enemigos naturales (Isman et al., 2006).

Existen reportes de actividad anti-insecto! y anti-fingica de AE provenientes de diversas
familias botanicas, entre ellas la familia Asteraceae resulta interesante. De esta familia se
eligieron dos especies para comenzar con esta linea de investigacion: Artemisia absinthium y
Eupatorium buniifolium.

A. absinthium (Figura 1a), cuyo nombre comun es ajenjo, es una especie cosmopolita
introducida en nuestro pais que ha sido ampliamente estudiada. Se ha reportado su actividad
anti-insecto: actividad anti-alimentaria (frente a lepiddpteros y hemipteros) y actividad
insecticida (frente a plagas de silos) (Martin et al., 2011; Derwich et al., 2009); y también hay
reportes sobre la actividad anti-fungica de AE pertenecientes a este género frente a diferentes
hongos (Kordali et al., 2005a; 2005b). E. buniifolium (Figura 1b), cominmente conocida como
chirca, es una planta nativa que se considera maleza y a diferencia del ajenjo no tiene valor
comercial. Se han descrito algunas actividades anti-insecto para esta especie como inhibicién
de asentamiento de &fidos, repelencia de mosquitos y actividad acaricida (Umpiérrez et al.,
2013; Sosa et al., 2012; Gleiser et al., 2010).

Figura 1: (a) A. absinthium, ajenjo. (b) E. buniifolium, chirca

La composicién quimica del AE de ajenjo ha sido muy estudiada, constatdndose la existencia
de varios quimiotipos (variacion de los metabolitos secundarios dentro de la misma especie
botanica independientemente de las condiciones de crecimiento) distintos de ajenjo con

L El término anti-insecto incluye actividades de repelencia, deterrencia de ingesta y mortalidad de los
insectos.

Serie Actividades de Difusion N° 778
Manejo sanitario en tomate y morrén bajo cubierta N° 55


mailto:crossini@fq.edu.uy

INIA Las Brujas / INIA Salto Grande T URUGUAY

diferente actividad bioldgica. Estos quimiotipos incluyen los tipos puros ricos en (Z)-epoxi-
ocimeno, acetato de sabinilo y B-tujona; y los mixtos que contienen mezclas de estos terpenos
y también (Z)-epoxi-ocimeno y acetato de crisantemilo (Figura 2) (Chialva et al., 1983). Para el
caso del AE con el que se trabajé los monoterpenos oxigenados fueron los mayoritarios siendo
el componente principal la B-tujona (56 + 2%) (Umpiérrez et al., 2012) por lo que perteneceria
al quimiotipo tujona.

(2)-epoxi-ocimeno

acetato de sabinilo

H////,,, o
0]
é N )k
/E\ W ////O
B-tujona acetato de crisantemilo

Figura 2: Estructuras de los compuestos quimicos que caracterizan los quimiotipos de ajenjo

La composicion del AE de chirca también ha sido estudiada y reportada por el LEQ (Umpiérrez
et al., 2013) coincidiendo con la reportada previamente por Lorenzo et al. (2005) para plantas
de Uruguay. Los compuestos mayoritarios fueron los hidrocarburos terpénicos con el a-pineno
como componente principal (Figura 3). Sin embargo, esta composicion resultd diferente de la
reportada en Argentina (Ruffinengo et al., 2005), lo que sugeriria que para esta especie
también podrian existir quimiotipos. Basado en esto el LEQ esta realizando un anlisis
exhaustivo sobre muestras de chirca colectadas en diferentes localidades del pais y épocas del
afio.

Figura 3: Estructura del a-pineno, compuesto mayoritario del AE de chirca colectado para este estudio.

Ademas de la composicidn quimica de estos AE, se ha demostrado la actividad de los mismos
frente a la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum en bioensayos de laboratorio, estudiando
también su inocuidad frente a semillas de tomate y organismos benéficos como lo son las
abejas (Umpiérrez et al. 2012; 2017). En esos ensayos se demostrd que a las dosis necesarias
para controlar a la mosca blanca no se afectaria la germinacion de las semillas ni ocurriria
mortalidad de abejas en las condiciones testadas.
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Dado lo anterior es que en este trabajo se planteé como objetivo general el continuar con los
ensayos de los AE de chirca y ajenjo frente a mosca blanca en una mayor escala y estudiar su
inocuidad sobre plantas de tomate en crecimiento.

Objetivos especificos

1. Estudiar la capacidad de deterrencia de ingesta de los AE frente a adultos de mosca
blanca

2. Evaluar la accién de los AE sobre estadios inmaduros y adultos de mosca blanca en
plantines

3. Evaluar la actividad de los AE frente a poblaciones de mosca blanca sobre plantas de
tomate en macrotuineles experimentales

4. Evaluar lainocuidad de los AE en plantas de tomate
Metodologia

Obtencién de los AE

Las dos especies vegetales fueron colectadas a campo. En el caso de la chirca se realizaron
diferentes colectas en las cercanias de la Estacién Experimental Las Brujas. Para el ajenjo se
instald un cuadro de plantas en la Estacién (Figura 4) de manera de asegurarse de trabajar
siempre con un mismo quimiotipo. Las plantas se obtuvieron por propagacién vegetativa en el
Laboratorio de Biotecnologia de INIA (Figura 4)?, partiendo de un material vegetal
perteneciente al LEQ con actividad insecticida y anti-fingica probada.

Figura 4: Pasos de la propagacion vegetativa del ajénjo

La extraccién de los AE se realizd a partir de material vegetal entero y oreado mediante
destilacién por arrastre con vapor de agua utilizando destilador de tipo alambique en las
instalaciones de la Estacidon Experimental (Figura 5)3. Los AE obtenidos fueron secados con
sulfato de magnesio anhidro y almacenados en heladera (aprox. 4°C) en frascos de vidrio color
ambar. Los AE obtenidos en las diferentes destilaciones fueron unificados en un solo lote para
los estudios de actividad.

2 La multiplicacién estuvo a cargo de la Ing. Agr. Alicia Castillo.
3 La extraccién estuvo a cargo del Ing. Agr. Juan José Villamil
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AR - i
Figura 5: Destilador tipo alambique utilizado para obtener los AE

Cria de mosca blanca

Se establecié una cria de mosca blanca en un invernaculo de vidrio pequefo perteneciente a la
Estacion. La misma fue iniciada a partir de hojas de tomate infestadas con los estadios
inmaduros del insecto, que fueron colectadas en cultivos de tomate protegidos localizados en
las cercanias de la Estacion. Las hojas fueron colocadas sobre plantas de tomate sanas y se
fueron agregando mas plantas a medida que era necesario®.

Ensayo anti-alimentario

Se comenzé el estudio de la adaptacién de la metodologia propuesta por Boina et al. (2009)
para la evaluacion de la capacidad anti-alimentaria de los AE de chirca y ajenjo frente a mosca
blanca en hojas de tomate. Este trabajo se reportd para el psilido asidtico de los citricos,
Diaphorina citri, perteneciente al mismo orden que T. vaporariorum (Hemiptera). Estos
autores proponen una técnica de evaluacidn indirecta, donde se contabilizan los deshechos
generados por la alimentacién.

Se pulverizaron hojas de tomate (con pulverizador manual, 2 disparos por hoja) con 250 pL del
producto a testar. Las hojas se cortaron en discos que se colocaron con su cara adaxial en
contacto con agar al 2%, sobre la base de placas de Petri. En la tapa de cada placa se colocd un
disco de papel de filtro cubriendo la totalidad del area (Figura 6a).

Se evaluaron los AE de ajenjo y chirca en agua-tween en una curva de dosis: 0.1, 1y 5y 30
mg/mL. Se liberaron 10 adultos de mosca por placa, los que se recolectaron de la cria en un
pequefio tubo de vidrio que se enfrié por 1 minuto en freezer a -4°C inmediatamente antes de
la liberacidn. Las placas se mantuvieron invertidas (Figura 6b) por 24 h a 24°C y un fotoperiodo
de 16:8 (L:0). Las gotas de mielecilla excretadas luego del periodo de duracién del ensayo se
contabilizaron previa tincién con ninhidrina (Sigma-Aldrich) por inmersién de los papeles de
filtro en una solucién al 1% (m/v en acetona) (Figura 6c).

4 El mantenimiento de la cria estuvo a cargo de Alfredo Fernandez.
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hojas de tomate colocados con su cara adaxial sobre la base de una placa de Petri con agar y discos de
papel de filtro en la tapa de la placa. (b) Placas con adultos de mosca blanca que se incuban invertidas.
(c) Papeles de filtro con los desechos de la alimentacidn que se ven como gotas tefiidas con ninhidrina

Ensayo de accién de los AE sobre estadios inmaduros de mosca blanca en plantines de tomate

Para estos ensayos se adapté la metodologia propuesta por Von Elling et al. (2002). Se
seleccionaron plantines de tomate en macetas de entre 3 y 5 semanas de edad, infestados con
ninfas del Ultimo estadio de mosca blanca (ninfas 4 de aqui en mas, denominadas pupas en
algunos trabajos) (al menos 500 ninfas 4 por tratamiento). Se pulverizaron los plantines con los
tratamientos: agua-tween (2%) (testigo), AE de ajenjo (3% emulsionado en agua-tween) y AE
de chirca (3% emulsionado en agua-tween). Las pulverizaciones se realizaron con asperjadores
manuales (PULMIC RAPTOR 1, 1L), girando la planta 4 veces y realizando 3 disparos en cada
una de las 4 posiciones, para producir finas gotas que cubrieran el follaje (10 mL por planta).
Los plantines se mantuvieron en laboratorio a 22 + 5°C. Se evaluaron 6 hojas de cada plantin
contabilizando ninfas 4 emergidas y no emergidas cada 48 h, hasta llegar a un porcentaje de
emergencia mayor al 80% en el testigo.

Se realizaron 9 repeticiones por tratamiento en 3 fechas de ensayos (cada plantin se considerd
una repeticidon y cada fecha un bloque). Se analizé el porcentaje de emergencia de ninfas 4 al
finalizar el ensayo. Para esto se sumaron la totalidad de ninfas 4 emergidas y no emergidas en
las 6 hojas de cada plantin. La proporcidon de ninfas 4 emergidas se analizé6 mediante un
Modelo Lineal Generalizado (GLM) (distribucién binomial, funcion de enlace logit) y las medias
se separaron por un test de Tukey Kramer p<0.05. Se utilizé el paquete estadistico R.

Ensayo de actividad insecticida de los AE sobre adultos de mosca blanca en plantines de
tomate

Se seleccionaron plantines de tomate (en macetas) de entre 3 y 5 semanas de edad, sin
infestacidn. Se pulverizaron los plantines con los mismos tratamientos que se aplicaron a los
estadios inmaduros. Una vez seco el vehiculo se colocaron las plantas dentro de recipientes
plasticos transparentes (20 x 20 x 25 cm) cubiertos con voile (un plantin por recipiente). Se
liberaron en cada recipiente 30 adultos de mosca blanca provenientes de la cria. Los
recipientes se mantuvieron en laboratorio a 22 + 5°C. A las 48 h de la aplicacién se conto6 el
total de adultos vivos y muertos sobre cada plantin.

Se realizaron 9 repeticiones por tratamiento en 3 fechas de ensayo (cada recipiente se
considerd una repeticién y cada fecha un bloque). La proporcidn de adultos muertos se analizé
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mediante un GLM (distribucién binomial, funcién de enlace logit) y las medias se separaron por
un test de Tukey Kramer p<0.05 utilizando el paquete estadistico R.

Ensayo de actividad insecticida en invernaculo

Para este ensayo se utilizé un invernaculo de nylon que fue dividido en 4 secciones. En cada
seccion se colocaron 18 plantas de tomate en macetas, separadas en 3 filas (Figura 7). Se
realizaron liberaciones semanales de moscas blancas provenientes de la cria hasta lograr
infestar las plantas.

Figura 7: Aplicacién de los tratamientos en el invernaculo divido por nylon en diferentes secciones

A cada seccion se le adjudicé un tratamiento y se realizaron 4 aplicaciones durante el periodo
de ensayo. La primera aplicacién se realizd con mochila manual y las otras 3 con turbo,
teniendo un gasto promedio de 815 mL/seccion en cada aplicacion. Los tratamientos fueron en
las 3 primeras aplicaciones: agua-tween (2%) (testigo), AE de ajenjo (3% en agua-tween), AE de
chirca (3% en agua-tween) y el control quimico (acetamiprid, Acelan®, 0.075% en agua). En la
Ultima aplicacidon los AE se prepararon al 4%. Se registrd diariamente la temperatura y
humedad en cada seccién.

Se evalud la poblacion de estadios inmaduros y adultos a las 48 h de aplicados los tratamientos
y luego semanalmente examinando una hoja de cada nivel de inspeccion (zona superior, medio
e inferior) para todas las plantas. El grado de infestacién de las plantas con mosca blanca fue
evaluado a través de tres variables (Paullier & Folch, 2012):

- N2 adultos: nimero de adultos de mosca blanca sobre las hojas

- % Incidencia: porcentaje de foliolos con presencia de ninfas de mosca blanca

- Severidad: grado de cobertura del envés del foliolo con ninfas de mosca blanca. La
severidad se midio utilizando una escala de 1 a 4, indicando 1 ausencia de ninfas en la
superficie, 2 menos de la cuarta parte del foliolo cubierto, 3 entre % y % de la
superficie del foliolo cubierto y 4 mas de tres cuartas partes del foliolo con ninfas.

Evaluacién de la efectividad de los AE frente a mosca blanca en macrotuneles experimentales

La evaluacion de la actividad insecticida de los AE contra la mosca blanca en macrotuneles
experimentales comprendid las siguientes etapas:

a) En la Estacién se armaron macrotuneles experimentales de 35 m?, con dos canteros de 20
plantas de tomate variedad Cetia de 20 cm de altura cada uno (Figura 8).
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Figura 8: Macrotuneles experimentales donde se aplicaron los tratamientos

b) Infestacidn controlada con mosca blanca de las plantas de tomate de los macrotuineles. La
infestacidn se realizd colocando 2 plantas con moscas provenientes de la cria por macrotunel.
Una vez que la poblacién de moscas se establecid en el cultivo (se observaron ninfas de la
siguiente generacidn) se evalud la incidencia inicial antes de aplicar los tratamientos.

c) Tratamientos:

e Testigo: agua-Tween (2%)

e AE de chirca en agua-Tween

e AE de ajenjo en agua-Tween

e Control positivo: insecticida (Acetamiprid aplicado segun etiqueta)

La aplicacion de los tratamientos se realizd con maquina mochila a motor asperjando a punto
de goteo. Cada tratamiento se aplicé a un macrotunel. El ensayo se realizé en 3 temporadas de
otofo: 2014, 2015 y 2016. En 2014, los AE se aplicaron a una concentracion de 1.5% en la
primera aplicacidn incrementando a 3% en las dos aplicaciones siguientes. En 2015 se realizé
una Unica aplicacién de los tratamientos: un macrotunel fue tratado con el testigo y uno con el
control quimico, a dos macrotuneles se les aplicaron los AE al 3% y a los otros dos se les
aplicaron los AE al 4.5%. En 2016 también se realizd una Unica aplicacién a cada macrotunel.
Los AE se aplicaron al 3% y al 4%.

d) Evaluaciones del ensayo: se realizaron inspecciones visuales de las plantas (N=10 para cada
macrotunel) a las 48 h de aplicados los tratamientos y luego una vez por semana. Las
observaciones se realizaron a 3 niveles: zona superior, medio e inferior. La efectividad de los
AE en el control de mosca blanca se evalué a través de las tres variables descriptas
previamente: N2 adultos, % Incidencia y Severidad.

Los datos fueron analizados a través de Modelo Lineal General utilizando el paquete
estadistico Minitab 17.0.

Evaluacién de la inocuidad de los AE sobre plantas de tomate

Conjuntamente con la evaluacién de la efectividad de los AE para el control de mosca blanca,
tanto en plantines como en invernaculo y macrotineles se evalud la posible existencia de
toxicidad de los AE sobre las plantas de tomate. La fitotoxicidad de cada uno de los AE
emulsionados en agua-Tween 20 se compard contra el testigo, a través del registro del grado
de necrosis de las hojas (al aplicar los tratamientos y durante todo el ensayo) y el rendimiento
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de la cosecha que fue evaluado para el ensayo en macrotuneles. Los resultados fueron
analizados por ¥? utilizando el paquete estadistico Minitab 17.0.

Resultados

Ensayo anti-alimentario

No se observaron diferencias entre gotas/adulto vivo a las 24 h para ningln tratamiento. Este
resultado no permite asegurar que los tratamientos no afectan la alimentacién de los adultos
ya que no se logré obtener un control positivo satisfactorio, por lo que la técnica propuesta
podria no ser la mas adecuada para este sistema.

Ensayo de la accidén de los AE sobre estadios inmaduros de mosca blanca

Los resultados mostraron porcentajes de emergencia altos para todos los tratamientos,
superiores al 80% (Grafico 1). Sin embargo, se observa que la emergencia de adultos en los
plantines tratados con el AE de chirca fue significativamente menor (p < 0.05, Gréfico 1).
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Grafico 1: Accion de los AE sobre la emergencia de las ninfas 4 de mosca blanca en plantines. Los
resultados se expresan como la media del porcentaje de ninfas 4 emergidas al finalizar el experimento +
desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (GLM, Tukey p<0.05).

Estos resultados indicarian que, si bien los AE no tendrian un efecto drastico sobre las ninfas 4
de mosca blanca, el AE de chirca al 3% podria llegar a contribuir con la disminucion de
poblaciones al reducir la emergencia de adultos.

Ensayo de actividad insecticida de los AE sobre adultos de mosca blanca en plantines

Los resultados mostraron un porcentaje significativamente mayor de adultos muertos en los
plantines tratados que en el testigo (Grafico 2) y no se observaron diferencias significativas
entre los dos AE (GLM, Tukey p < 0.05). Los promedios de los porcentajes de mortalidad no
superaron el 50 % para ninguno de los dos aceites.
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Grafico 2. Actividad insecticida de los AE sobre adultos de mosca blanca en plantines. Los resultados se
expresan como la media del porcentaje de adultos muertos a las 48 h post-aplicacion + desviacién
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (GLM, Tukey p<0.05).

Evaluacién de la inocuidad de los AE sobre plantas de tomate

Los efectos fitotdxicos de los AE se evaluaron a través del registro de la necrosis de las hojas y
el rendimiento de la cosecha que se registré6 Unicamente para la temporada 1 en
macrotuneles.

Tanto en los ensayos sobre plantines como en la primera aplicacién de los AE en invernaculo se
observé quemado y posterior necrosis de las hojas de tomate (Figura 9). Esto podria deberse a
dos factores: uno es que las plantas presentaban mayoritariamente brotes y hojas jovenes que
serian mas susceptibles a los tratamientos. El otro factor que podria explicar lo observado es
que estos tratamientos fueron aplicados con asperjadores o mochilas manuales donde el
tamanfio de gota es grande y provocaria la acumulacién de los productos en las hojas causando
los efectos fitotoxicos.

Figura 9: Quemado de tejido joven por acumulacidn de AE y tamafio de gota grande

Durante las siguientes aplicaciones en invernaculo, asi como en las temporadas 1, 2 y 3 en
macrotuneles, cuando los AE se aplicaron al 3% sobre tejido maduro y con mochila turbo no se
observd necrosis en ningln caso. Tampoco cuando la dosis fue aumentada al 4%. Sin embargo,
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en los casos de aplicacion al 4.5% si se observd necrosis de hojas maduras sobre las zonas de
acumulacidn del producto.

Para la temporada 1 de macrotuneles, experimento que fue continuado hasta la cosecha de
tomate, se registré el peso y numero de frutos cosechados (Tabla 1) como parametros
representativos del rendimiento de la cosecha.

Tabla 1: Rendimiento de la cosecha de las plantas de tomate al final del ensayo para cada tratamiento.
Se expresa como el peso total de los frutos en Kg y el nimero de frutos cosechados.

Temporada 1 macrotuneles
Tratamiento Peso (Kg) Ne frutos
Chirca 11.6 81
Ajenjo 8.9 56
Testigo 11.6 79
Control quimico 135 84

El analisis de contingencia para los tratamientos aplicados no mostré diferencias significativas
ni en el peso (x2 = 0.56, P = 0.91) ni en el nimero de frutos (x2 = 3.6, P = 0.31). Como no se
observd necrosis ni efectos en el rendimiento, se podria concluir que los AE aplicados en estas
condiciones no poseen efectos fitotdoxicos. Ademds, se observd, sin realizar un registro
cuantitativo, que aquellas plantas que fueron tratadas con los AE presentaron una menor
incidencia de enfermedades fungicas que las plantas testigo.

Efectividad de los AE frente a mosca blanca en invernaculo y macrotuneles experimentales

e [ncidencia de ninfas

Esta variable se comportd de forma similar para los dos tipos de ensayos y todas las
temporadas. En el Grafico 3 se representa el porcentaje de incidencia durante la temporada 1
de macrotuneles experimentales y se observa que no hubo diferencias significativas para
ninguno de los tratamientos (ANOVA, GLM, P = 0.106) (Grafico 3). O sea que para esta variable
los AE se comportaron de igual manera que el insecticida utilizado cominmente para controlar
a la mosca blanca.
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Gréfico 3: Promedio del porcentaje de Incidencia de ninfas durante todo el ensayo para cada
tratamiento en la temporada 1. Las flechas rojas indican los momentos de las aplicaciones de los
tratamientos.

e Severidad

En cuanto a la severidad (grado de cobertura del foliolo con ninfas) tampoco se observaron
diferencias entre los tratamientos para ningln ensayo. En el Grafico 4 se observa la
representacion de este parametro para la temporada 1 (ANOVA, GLM, P=0.446).
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Gréfico 4: Severidad promedio para todos los tratamientos durante la duracion del ensayo. Las flechas
rojas indican los momentos de aplicacién de los tratamientos.

e NUmero de adultos

Para la temporada 1 en macrotuneles se observan diferencias significativas globales entre los
tratamientos para el nimero total (vivos + muertos) de adultos de mosca blanca (Grafico 5,
ANOVA, GLM, P=0.003). Las poblaciones de todos los macrotuneles variaron con el tiempo (P <
0.005), observandose una tendencia a la disminucion de la poblacidon durante todo el ensayo
para los tratamientos comparados con el control. Esta disminucidn fue significativa para los
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tratamientos con el AE de chirca y para el control quimico, siendo el efecto de estos
tratamientos igual entre si.

Como se observa en el Grafico 5, luego de los momentos de aplicacion (marcados con una
flecha) hay un descenso en la poblacién para todos los tratamientos, o sea que la aplicacion de
por si provoca una disminucion en el nimero de moscas independientemente del producto
que se aplique.
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Griéfico 5: Promedio del total del nimero de adultos (vivos + muertos) por tratamiento durante toda la
temporada 1. Las flechas indican los momentos de aplicacién de los tratamientos.

Sin embargo, si se tienen en cuenta las moscas blancas que se habian asentado, se puede
observar un efecto agudo después de la segunda aplicacion de ambos AE ya que la proporcion
de moscas blancas muertas fue mayor en estas plantas que en las plantas testigo y el control
quimico (Grafico 6, ANOVA, GLM, P <0,005 para el tratamiento, tiempo e interaccion
tratamiento x tiempo, Comparaciones por parejas de Tukey).
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Grafico 6: Proporcion de moscas muertas promedio para cada tratamiento durante toda la temporada 1.
Las flechas indican los momentos de aplicacién. * indica diferencias significativas.

Para la temporada 2, cuando observamos la proporcién de adultos muertos, nuevamente
encontramos diferencias significativas entre los tratamientos luego de la aplicacidon de los
mismos y vemos que el efecto es mayor en aquellos macrotineles donde los AE fueron
aplicados al 4.5% (Grafico 7, ANOVA, GLM, P= 0,001 para los tratamientos, P < 0,0005 para el
tiempo, P= 0,081 para la interaccion tratamiento x tiempo). Globalmente, el AE de chirca
aplicado al 3% tuvo el mismo efecto que el control quimico.
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Gréfico 7: Proporcion de moscas muertas promedio para cada tratamiento durante toda la temporada 2.
La flecha indica el momento de aplicacién de los tratamientos. * indica diferencias significativas.

Si bien la actividad de los AE mejord al aumentar la concentracién de los mismos al 4.5%, dado
que se observaron efectos fitotéxicos no seria recomendable utilizarlos a esa concentracidn.
Por lo tanto, en la temporada 3 en macrotuneles y en el ensayo a escala mas pequefia en
invernaculo se volvieron a aplicar los AE al 3% y se agregaron los tratamientos con los AE al 4%.
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En invernaculo los tratamientos con los AE al 3% no se diferenciaron del testigo como si lo hizo
el control quimico, salvo cuando el AE de ajenjo se aplico al 4% que se observd una proporcion
de adultos muertos mayor a la de los demas tratamientos (Grafico 8, ANOVA, GLM, P < 0,0005
para tratamiento, tiempo e interaccion tratamiento x tiempo).
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Grafico 7: Proporcién de moscas muertas promedio para cada tratamiento durante toda la temporada
del ensayo realizado en inverndculo. Las flechas indican los momentos de aplicacién de los tratamientos.
* indica diferencias significativas.

En la temporada 3, si se comparan las proporciones de muertos antes de la aplicacién de los
tratamientos (Grafico 8, fecha 26 de abril) y después de la aplicacion de los mismos (fecha 28
de abril) se observa que hay diferencias significativas entre los tratamientos y los mismos se
agrupan segun se muestra en el Grafico 8 (ANOVA, GLM, P=0,024, Comparaciones por parejas
de Tukey).
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Grafico 8: Proporcién de moscas muertas promedio para cada tratamiento antes y después de la
aplicacién de los mismos. Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos.
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Conclusiones

» No se logré estandarizar un ensayo para evaluar el efecto anti-alimentario de los AE
frente a mosca blanca. Se propone como trabajo a futuro la evaluacién de aceites
minerales como posibles controles positivos y en caso de observar actividad con los
mismos, ajustar las dosis de AE a testar.

» En el ensayo con plantines de tomate los AE de chirca y ajenjo aplicados al 3%
parecerian no afectar la emergencia de las ninfas 4. Sin embargo, en estas mismas
condiciones se observa una mortalidad de adultos para ambos AE significativamente
mayor que la del testigo.

» Cuando los AE son aplicados por asperjado, el tamafio de la gota resulta critico para
evitar la necrosis de las hojas de las plantas de tomate. Los brotes jovenes resultan
mas susceptibles a este efecto.

» Los AE podrian aplicarse con mochila turbo en una concentracién de hasta el 4% sin
observar necrosidad en las plantas. Con los AE aplicados al 3% tampoco se altera el
rendimiento de la cosecha.

» En cuanto a la incidencia y severidad de las ninfas de mosca blanca, todos los
tratamientos, incluido el control quimico que habitualmente se utiliza para controlar
este insecto, se comportaron de la misma manera que el testigo, sin mostrar un efecto
significativo en la reduccidn de estos parametros.

» La aplicacion de los AE al 3% aumentaria la proporcién de adultos muertos
encontrados en los macrotuneles. El efecto no parece mejorar cuando se aplican al 4%
pero si mejoraria al aplicarlos al 4.5%. Sin embargo, dado que a esa dosis se
observaron signos de fitotoxicidad no seria recomendable utilizar los AE en esa dosis.

> La efectividad de control de los AE aplicados al 3% podria mejorarse si se combina con
alguna otra medida de control.
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ESTUDIO DE COMPATIBILIDAD IN VITRO DE LOS ACEITES ESENCIALES CON LECAFOL®
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Introduccion

La problematica sanitaria es una importante limitante tecnoldgica en la produccién horticola
comercial. Como ya se menciond, la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum es una plaga de
gran importancia econdmica para el cultivo del tomate en nuestro pais. Los plaguicidas de
origen botdnico como los aceites esenciales (AE) y el control biolégico mediante hongos
entomopatdgenos resultan ser alternativas interesantes para el control de este insecto.

Los AE de Artemisia absinthium (ajenjo) y Eupatorium buniifolium (chirca) han demostrado ser
potenciales controladores de dicho insecto (Seccién “Evaluacién de la aplicacion de aceites
esenciales para el control de mosca blanca en tomate).

Los hongos entomopatdégenos son enemigos naturales que causan enfermedades a los
insectos plaga. Estos microorganismos invaden el cuerpo del insecto ocasionandole la muerte.
El uso de estos agentes microbianos para reducir las poblaciones y los efectos perjudiciales de
la plaga, constituye un método de control biolégico de gran valor por su alta inocuidad para la
salud humana y el medio ambiente. LECAFOL® es el nombre comercial del insecticida bioldgico
fabricado por LAGE y Cia, una formulacidon en polvo de aplicacién foliar y de uso en cultivos
bajo invernaculo. Una cepa de Lecanicillium lecanii es el ingrediente activo de este formulado.
Este producto se ha probado como efectivo controlador de T. vaporariorum (Figura 1la y 1b)
(Paullier & Folch, 2012).

Un Manejo Integrado de Plagas debe considerar la integracion de diferentes medidas de
control, por este motivo es relevante conocer la viabilidad de utilizacion conjunta de las
diferentes estrategias. El objetivo de este trabajo fue la evaluacion de la compatibilidad in
vitro del desarrollo de L. lecanii frente a los vapores de los AE de chirca y ajenjo.
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Metodologia

Evaluacién de inhibicién de crecimiento de micelio por exposicidon a los vapores del AE

Se realizaron ensayos in vitro donde se evalud el crecimiento de micelio del hongo expuesto a
distintas concentraciones de voldtiles de los AE. Los mismos fueron ejecutados en las
instalaciones del Laboratorio de Biocatdlisis y Biotransformaciones de la Facultad de Quimica
(UdelaR). El disefio del ensayo se basé en el trabajo de Alvarez-Castellanos et al. (2001).

Se utilizaron placas de Petri de pldstico (9 cm de diametro) con medio PDA (10 mL) que fueron
inoculadas con el hongo por picadura en 8 puntos. Sobre las tapas de las placas se colocaron
discos de papel de filtro estériles de 1 cm de didametro (1 a 5 dependiendo de las dosis a ser
aplicadas) impregnados con distintas cantidades del AE puro (tratamiento) o con agua
destilada estéril (control). En un primer ensayo, los tratamientos consistieron en la aplicacion
de 1, 10, 25y 50 uL de AE de ajenjo o chirca por placa. En el caso del AE de chirca, se realizé un
segundo ensayo aumentando las dosis a 50, 100, 250 y 500 uL dado que para en el primer
ensayo no se observé efecto. Se utilizaron los AE obtenidos como se detalla en la Seccidn
“Evaluacion de la aplicacidon de aceites esenciales para el control de mosca blanca en tomate”,
de esta publicacion.

Se realizaron 3 placas por tratamiento y cada placa se considerd una réplica (se promedio el
didmetro de las 8 colonias de cada placa). Las placas se sellaron con Parafilm® M y se
incubaron invertidas en estufa (22 °C, oscuridad) durante 6 dias (Figura 2).

Z (b)

Figura 2: Disefio de bioensayo para la evaluacién de la actividad de volatiles sobre L. lecanii, donde los
tratamientos son aplicados en 2 papeles de filtro (a) sobre la tapa de la placa y el hongo es inoculado en
8 puntos sobre la base de la misma en medio PDA (b); las placas se incuban invertidas como muestra la
figura.

Al finalizar el ensayo se midié con calibre (precisién, 0.05 mm) el didmetro de cada colonia (D)
como variable indicativa del crecimiento micelial. Se calculé para cada colonia el Porcentaje de
Inhibicidn (% IT) como:
(didmetro C — didzmetro T ) + 100
didmetro C

%lIT =

A partir de estos datos se calcularon las concentraciones inhibitorias de AE necesarias para
reducir en un 50 % el crecimiento micelial (Clsg).
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Resultados

Los resultados mostraron que los volatiles a 50 pL por placa del AE de ajenjo inhibieron
totalmente el crecimiento del hongo (Figuras 3a y 4a). En base al % IT (Figura 5) la Clso
calculada fue de 0.12 (0.11-0.13) mg/cm?3. Umpiérrez et al. (2012) reportaron que la DLso para
los volatiles de este AE frente a T. vaporariorum es de 0.12 (0.09-0.14) mg/cm?, por lo que a
una concentracién efectiva para controlar el 50 % de los adultos de mosca el crecimiento
micelial de L. lecanii se podria ver afectado, disminuyendo la eficiencia de control del
LECAFOL®.

Sin embargo, los volatiles de chirca no inhibieron el crecimiento del hongo en dosis 10 veces
mas altas (Figuras 3b y 4b), por lo que se puede considerar que este AE resultaria inactivo para
L. lecanii. Los volatiles del AE de chirca fueron reportados como activos sobre adultos de
mosca blanca, con una DLso de 0.06 (0.02-0.11) mg/cm3. Por lo tanto, este AE podria ser
potencialmente utilizado como una herramienta en el control de mosca en conjunto con el
LECAFOL® sin perjudicar el desarrollo de micelio del hongo.

]
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Figura 3: Evaluacién de inhibicion de crecimiento de micelio de L. lecanii por exposicidn a los vapores AE.
Se muestran las placas inoculadas en 8 puntos, luego de 6 dias de incubacion. (a) L. lecanii expuesto a
distintas concentraciones de AE de ajenjo. (b) L. lecanii expuesto a distintas concentraciones de AE de

chirca.

(a)- Crecimiento miceliar frente a volatiles (b)- Crecimiento miceliar frente a
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Figura 4 (a) y (b): Crecimiento de micelio (cm) de L. lecanii a los 6 dias post-inoculacidn, frente a
diferentes concentraciones de los AE de ajenjo y chirca. Los resultados se muestran como el promedio
del diametro de las colonias + desviacion estandar.
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Inhibicion del crecimiento de L. lecanii enfrentado a
volatiles de AE de ajenjo _
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Figura 5: Porcentaje de inhibicién del crecimiento de micelio de L. lecanii generado por los volatiles del
AE de ajenjo.

Conclusiones

e El AE de chirca podria ser utilizado como una herramienta en el control de mosca en
conjunto con el LECAFOL® sin perjudicar el desarrollo de micelio del hongo.

e El AE de ajenjo también podria ser utilizado en esquemas de manejo que contemplen
los tiempos de crecimiento del hongo y la residualidad del AE.

e Como trabajo futuro deberan hacerse ensayos de compatibilidad por contacto directo
del hongo con el AE y evaluar el efecto sobre la germinacion de las esporas del mismo.
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Introduccion

Actualmente los mercados tienden a exigir una produccion racional y sustentable, que cuide el
medio ambiente y genere productos saludables e inocuos para el consumidor. En este sentido,
muchas regiones productivas en el mundo y en varios cultivos utilizan la estrategia del MIP
para abordar los problemas sanitarios. En los ultimos afios, el drea horticola de Salto ha
comenzado a transitar este camino implementando el control bioldégico de plagas,
fundamentalmente en el cultivo de morrdn bajo invernadero. En la actualidad 30 ha utilizan
con éxito el acaro depredador Amblyseius swirskii para el control de la mosca blanca Bemisia
tabaci. No obstante, la inclusion de enemigos naturales en los sistemas productivos genera
cambios que hacen necesario compatibilizar el manejo del invernadero, del cultivo y
racionalizar el uso de los productos fitosanitarios empleados. En el cultivo de morrén el oidio
(Leveillula taurica) es una de las principales enfermedades y requiere numerosas aplicaciones
para su control. En el contexto del MIP, nuestro objetivo ha sido: evaluar la efectividad de
distintos productos sobre el control de Oidio (Leveillula taurica) en el cultivo de morrén y su
efecto sobre la poblacién de enemigos naturales (Amblyseius swirskii).

Materiales y métodos.

Los ensayos se desarrollaron en INIA Salto Grande y en un predio de produccion, en cultivos de
pimiento protegido, trasplantado en marzo, con una distancia entre filas de 1,6m y entre
plantas de 0,25 m. En todos los casos hubo liberacién de Amblyseius swirskii en la primera
floracion del cultivo. El disefio experimental fue de parcelas al azar, cada parcela estuvo
conformada por 16 plantas (un cantero de 4mts, distancia entre plantas: 0.25m). Los
tratamientos tuvieron 3 repeticiones. Las aplicaciones se realizaron con una mochila
atomizadora. Las condiciones ambientales fueron registradas mediante un sensor Hobo. Se
evalud severidad de la enfermedad segun el porcentaje de drea foliar afectada estimado
visualmente utilizando una escala (*). Para evaluar el efecto de los productos sobre los
enemigos naturales, en cada parcela se seleccionaron 5 plantas y de cada una se extrajo una
hoja apical y una hoja de la zona media, y se realiz6 el conteo de formas méviles del acaro bajo
lupa binocular, en un circulo de 2,5cm de didametro en el envés de las hojas. Los datos fueron
analizados por el modelo GLM y ANOVA del programa estadistico Infostat.

(*) Escala visual de 0 a 5, seguin porcentaje de oidio observado en la parcela:
0: ausencia de oidio, 1: 1-10% de oidio, 2: 11-25%, 3: 26-50%, 4:51-75%, 5:>75%.
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1. Efecto del agregado de adyuvantes a fungicidas utilizados para el control de oidio.

Experimento 1. Los tratamientos y dosis a utilizar se detallan en la tabla 1.1 y el esquema de
aplicaciones en la tabla 1.2.

Tabla 1.1. Tratamientos y dosis utilizadas.

Tratamientos Principio activo Dosis (en 10l)
1- Testigo
2- Amistar Top Azoxistrobin-Difenoconazole 7cc

3- Amistar Top +Silwet  Azoxistrobin-Difenoconazole + adyuvante 7cc +20cc

4- Silwet adyuvante siliconado 20cc
5- Reflex xtra Isopyrazam-Azoxistrobina 10cc
6- Reflex xtra + Silwet Isopyrazam-Azoxistrobina + adyuvante 10cc +20cc

Tabla 1.2. Esquema de aplicaciones.
Fecha Aplicacidn
6-9-16 13-9-16  19-9-16 27-9-16

1- Testigo

2- Amistar Top

3- Amistar Top + Silwet
4- Silwet

5- Reflex xtra

X X X X X
X X X X X
X X X X X

6- Reflex xtra+ Silwet

Resultados experimento 1

La incidencia de la enfermedad al comienzo del experimento era muy baja y no hubo
condiciones predisponentes para el patégeno, por lo que no se registré diferencias
significativas entre tratamientos. Al final del experimento, con mayor nivel de oidio, todos los
tratamientos fueron diferentes al testigo, sin diferencias significativas entre ellos (Cuadrol.1).
Sin embargo, el adyuvante por si mismo tuvo igual control que los sistémicos.

Luego de la primer aplicacidn, la mayoria de los tratamientos ejercieron un efecto depresivo
sobre la poblacion de A. swirskii aunque Amistar Top fue significativamente el de mayor
impacto. Sin embargo una segunda aplicacion, a los 7 dias, causé similares efectos nocivos de
todos los productos sobre los acaros depredadores. Si bien la ultima evaluacion ocurre
después de un periodo de 15 dias sin aplicacién, no se observé una recuperacién del nimero
de mdviles en las hojas (Cuadro1.2).
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Cuadro 1.1. Nivel de oidio en los distintos tratamientos, segin escala (**)

Fecha de evaluacién

Tratamiento 6/09/16 7 13-9-16 19-9-16 27-9-16 5-10-16
1- Testigo 1.0a 1.3a 1.6a 2.6a 4.2a
2- Amistar Top 1.3a 1.3a 1.2a 2.2ab 2.0b
3- Amistar Top + Silwet 1.0a 1.0a 0.9a 1.9ab 1.3b
4- Silwet 1.0a 1.0a 1.0a 2.0ab 2.0b
5- Reflex xtra 1.0a 1.0a 1.0a 1.6ab 1.8b
6- Reflex xtra + Silwet 1.0a 1.0a 0.7a 0.9b 1.2b

(*) Nivel de oidio pre-aplicacion.

(**) Escala visual: 0: ausencia de oidio, 1: 1-10% de oidio, 2:11-25% de oidio, 3: 26-50% de oidio, 4:51-
75%, 5>75%.

Medias en las columnas con diferente letra son significativamente diferentes al 0,05 (Tukey)

Cuadro 1.2. Efecto de los tratamientos sobre el nimero de formas méviles de A. swirskii.

Fechas de evaluacién

Tratamientos 6-Set * 13-Set 20-Set 27-Set

Amistar top 1,0 a 0,3 b 0,3 a 0,2 a
Amistar Top+ silwet 0,7 a 0,4 ab 0,4 a 0,1a
Reflect xtra+ Silwet 0,9 a 0,9 a 0,4 a 0,3 a
Reflect xtra 1,0 a 0,8 a 0,2 a 0,1a
Silwet 1,0 a 0,9 a 0,3 a 0,4 a

n:30 (5 plantas x 2 estratos x 3 repeticiones)

*n®de individuos moviles de A. Swirskii en el drea de muestreo pre-aplicacion

Medias en la misma columna con diferente letra son significativamente diferentes al 0,05
(LSD Fisher)

Experimento 2. Los tratamientos y dosis a utilizar se detallan en la tabla 2.1 y el esquema de
aplicaciones en la tabla 2.2.

Tabla 2.1. Tratamientos y dosis utilizadas.

Tratamientos Principio activo Dosis (en 10I)
1- Rally Myclobutanil 6g

2- Rally+ Ac. Mineral Myclobutanil + Aceite parafinico 6g+25cc

3- Rally + Silwet Myclobutanil + adyuvante 6g+2cc

4- Silwet adyuvantesiliconado 2cc

5- Ac. Mineral Aceite parafinico 50cc

6- Testigo
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Tabla 2.2. Esquema de aplicaciones.

Fecha Aplicacién
5-6-17 13-6-17 19-9-17
1-Rally X X

2- Rally+ Ac. Mineral
3- Rally + Silwet

4- Silwet

5- Ac. Mineral

6- Testigo

X X
X X
X X
X X

Resultado experimento 2

No hubo diferencias significativas en el control de oidio al incorporar adyuvantes al fungicida,
sin embargo hubo control al utilizar solo Silwet a la misma dosis o aceite mineral al 0,5%
(Cuadro 2.1).

Luego de la primer aplicacién, todos los tratamientos ejercieron un efecto depresivo sobre la
poblacién de A. swirskii. Realizada una segunda evaluacién, el 19 de junio a los 15 dias de la
aplicacion, se registré una significativa recuperacion del nimero de moviles en el tratamiento
con Rally + aceite mineral al 0,25% (Cuadro2.2). El aceite al 0,5% parece tener un mayor efecto
negativo en el acaro depredador. Cuando Silwet se aplicé solo mostré un efecto nocivo menor
que en la mezcla con el funguicida (cuadro 2.2).

Cuadro 2.1. Nivel de oidio en los distintos tratamientos, segln escala (**)

Fecha de evaluacion

Tratamiento 31-5-17 13-6-17 19-6-17 26-6-17
1- Rally 1,1a 0,7 a 0,6b 09b

2- Rally+ Ac. Mineral 1,1a 0,5a 1,1 ab 1,1ab
3- Rally + Silwet 1,1a 0,6 a 1,0 ab 0,75b
4- Silwet 1,0a 0,6 a 1,0 ab 0,87 b
5- Ac. Mineral 1,1a 0,4a 0,8 ab 0.75b
6- Testigo 1,0a 10a 1,5a 2.0a

(*) Nivel de oidio pre-aplicacion.

(**) Escala visual: 0: ausencia de oidio, 1: 1-10% de oidio, 2:11-25% de oidio, 3: 26-50% de oidio, 4:51-
75%, 5>75%.

Medias en las columnas con diferente letra son significativamente diferentes al 0,05 (Tukey)
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Cuadro 2.2. Efecto de los tratamientos sobre el nimero de formas méviles de A. swirskii.

Fechas de evaluacién

Tratamientos 5-Jun * 12-Jun 19-Jun
Aceite mineral 0,54 a 0,17 a 0,13 b
Rally 0,38 ab 0,27 a 0,13 b
Rally + Aceite mineral 0,42 a 0,29 a 0,42 a
Rally + Silwet 0,15 b 0,15 a 0,15 b
Silwet 0,35 ab 0,19 a 0,29 ab

n:48 (6 plantas x 2 estratos x4 repeticiones)

*n®de individuos moviles de A. Swirskii en el area de muestreo pre-aplicacion
Medias en las columnas con diferente letra son significativamente diferentes al 0,05
(LSD Fisher)

2. Evaluacion de aceites de distinto origen para el control de oidio

Los tratamientos y dosis a utilizar se detallan en la tabla 3.1 y el esquema de aplicaciones en la
tabla 3.2.

Tabla 3.1. Tratamientos y dosis utilizadas.

Tratamientos Principio activo Dosis (en 10I)
1- Testigo

2- Aceite de soja Aceite vegetal refinado 10cc

3- Aceite mineral Aceite parafinico 10cc

4- Neem 300ppm Azadiractina 0,3g/I 30cc

Tabla 3.2. Esquema de aplicaciones

Fecha Aplicacidn

Tratamiento 3-10-16 10-10-16 18-10-16 25-10-16
1
2 X X X X
3 X X X X
4 X X X X
Resultados

Al final del experimento, los tratamientos en base a aceites fueron significativamente
diferentes al testigo sin tratar (Cuadro3.1), pero no hubo diferencias en control segin la fuente
de aceite utilizada.

Luego del primer tratamiento todo los productos tuvieron similar efecto depresivo sobre A.
swirskii aunque también descendié el nimero de mdviles en las parcelas testigo. Ocurrida un
segunda aplicacion, el aceite de soja al 0,1% fué significativamente el de mejor desempefio.
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Respecto al aceite de neem se observa un efecto negativo en las poblaciones del acaro
depredador aunque como ya se ha mencionado, si el tratamiento no se repite, este efecto es
de corta duracion.

Cuadro 3.1. Nivel de oidio en los distintos tratamientos, segin escala (**)

Fecha de evaluacion

Tratamiento 3-10-16 10-10-16 17-10-16 24-10-16 31-10-16
1- Testigo 1la 1,8a 3,2a 3,8a 4,5a
2- Aceite de soja 1la la 1,8a 1,8b 1,7b
3- Aceite mineral 1,2a 1,3a 2a 1,7b 1,6b
4- Neem 300ppm 1,3a 1,4a 2,1a 1,3b 1,6b

(*) nivel de oidio pre-aplicacién.

(**) Escala visual: 0: ausencia de oidio, 1: 1-10% de oidio, 2:11-25% de oidio, 3: 26-50% de oidio, 4:51-
75%, 5>75%.

Medias en las columnas con diferente letra son significativamente diferentes al 0,05 (Tukey)

Cuadro 3.2. Efecto de los tratamientos sobre el nimero de formas méviles de A. swirskii

Fechas de evaluacidn

Tratamiento 3-Oct 10-Oct 18-Oct
Aceite mineral 0,2 b 0,2 a 0,6 b
Aceite soja 0,1b 0,3 a 1,3 a
Neem300 0,3 b 0,3 a 0,8 ab
Testigo 0,8 a 0,3 a 1,2 a

n:30 (5 plantas x 2 estratos x 3 repeticiones)

*n°de individuos moviles de A. Swirskii en el area de muestreo pre-aplicacion
Medias en las columnas con diferente letra son significativamente diferentes
al 0,05 (LSD Fisher)

3. Efecto del uso de inductores de resistencia para el control de oidio.

Los tratamientos y dosis a utilizar se detallan en la tabla 4.1 y el esquema de aplicaciones en la
tabla 4.2.

Tabla 4.1. Tratamientos y dosis utilizadas

Tratamientos Dosis (en 10l)
1-Rally Myclobutanil 6g

2- Rally+Sulfato de K Myclobutanil+ K2504 6g+30g

3- Sulfato de K 420g/Kg de K-180g/Kg de S 30g

4- Armurox Complejo activo de péptidos con silicio 50cc

5- Biocid Fenoles de Lignina+ Quitosano+aminoacidos esenciales 50cc

6- Testigo
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Tabla 4.2. Esquema de aplicaciones
Fecha Aplicacién

Tratamiento 30-5-17 7-6-17 14-6-17  20-6-17

1-Rally X X X

2- Rally+Sulfato de K X X X

3- Sulfato de K X X X X

4- Armurox X X X X

5- Biocid X X X X

6- Testigo

Resultados

Si bien los inductores fueron aplicados con bajo nivel de enfermedad, lo ideal es que se
apliquen antes de que los sintomas aparezcan en el cultivo. En este experimento todos los
tratamientos fueron estadisticamente diferentes al testigo en cuanto al control de oidio, en
general sin diferencias entre ellos (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1. Nivel de oidio en los distintos tratamientos, segin escala (**)

Fecha de evaluacion

Tratamiento 30-5-17 7-6-17 14-6-17 20-6-17 28-6-17 5-7-17
1-Rally 1,0a 1,0a 0,6b 09b 0,7c 1,1b
2- Rally+Sulfato de K 10a 0,9a 0,7b 0,8b 0,9 bc 14b
3- Sulfato de K 1,1a 0,8a 0,6b 0,8b 0,8c 1,6 b
4- Armurox 1,0a 0,6 a 0,7b 09b 1,1 bc 1,5b
5- Biocid 0,9a 0,8a 0,7b 1,5a 1,3b 1,6 b
6- Testigo 0,9a 1,4a 1,4a 1,75a 2,3a 29a

(*) nivel de oidio pre-aplicacidn.

(**) Escala visual: 0: ausencia de oidio, 1: 1-10% de oidio, 2:11-25% de oidio, 3: 26-50% de oidio, 4:51-
75%, 5>75%.

Medias en las columnas con diferente letra son significativamente diferentes al 0,05 (Tukey)

Consideraciones finales:

- Adyuvantes y aceites pueden incorporarse a los esquemas de tratamientos para el
control de oidio, en ambos casos mostraron un buen desempefio.

- Se dispone de una lista de productos evaluados para el control de oidio en sistemas
con Amblyseius swirskii. Dado que generalmente observamos un efecto depresivo de
los tratamientos en sus poblaciones, la rotacién de productos y el periodo entre
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aplicaciones son factores claves para el mantenimiento del enemigo natural en el
cultivo.

- Se debe continuar evaluando los inductores de resistencia procurando comenzar los
tratamientos antes que ocurran las condiciones predisponentes para la enfermedad.
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