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Resumen.

Las enfermedades bacterianas constituyen un grave problema para la produccién de tomate
(Solanum lycopersicon) tanto en condiciones de cultivo a campo como protegido. Ante la
ocurrencia de condiciones ambientales favorables para el desarrollo bacteriano, se hace muy
dificil su manejo pudiendo ocasionar importantes pérdidas en los cultivos. En general, se
considera que la estrategia mas eficiente para lograr un control efectivo de estas
enfermedades es apuntar a un control preventivo, evitando que el patégeno entre en contacto
con el cultivo. Para ello, es necesario implementar acciones coordinadas entre los actores que
intervienen a diferentes niveles para el control de la enfermedad: proveedores de semilla,
viveristas, productores, técnicos e investigadores.

En este trabajo se presentan los avances de investigacién en relacién al estudio de dos
importantes bacterias patdgenas de tomate: Xanthomonas spp., agente causal de la mancha
bacteriana y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), responsable del cancro
bacteriano del tomate. Estos estudios fueron realizados en el marco del Proyecto CSIC Grupos
I+D “Fitopat6genos de importancia horticola” que reunid la participacion de investigadores de
Facultad de Quimica, Facultad de Agronomia e INIA. Los trabajos realizados se enfocaron a
generar conocimiento sobre el tipo de cepas presentes en nuestro pais, su variabilidad
genética, principales vias de infeccion y diseminacion; informacién esencial para establecer
estrategias de control eficiente. Ademas, estos estudios permitieron desarrollar herramientas
moleculares de identificacidn, tipificacion y diagndstico, que podran ser aplicadas para el
control de estos patégenos. Por ultimo, los recursos humanos y capacidades de investigacion
generados a través de este proyecto podran ser adaptados para el estudio de otros
fitopatdgenos de relevancia para el sistema productivo.

La mancha bacteriana del tomate causada por Xanthomonas spp.

Entre los problemas sanitarios mdas importantes del cultivo de tomate se encuentra la
enfermedad conocida como “mancha bacteriana”, causada por bacterias del género
Xanthomonas (EPPO-PQR, 2015). En Uruguay, se la considera el problema fitosanitario mas
importante en afios lluviosos y calidos, distribuyéndose en todas las areas de produccion
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(Berrueta et al., 2014). Puede afectar todas las partes vegetativas de la planta. En todos los
casos reduce la productividad por la destruccion del follaje y la caida de flores y frutos en
formacién. También tiene grandes efectos en la disminucién de la calidad del producto, tanto
para el consumo directo como para el procesamiento industrial.

Originalmente el agente causal de la mancha bacteriana en tomate se asignd a un Unico taxon,
Xanthomonas campestris pv vesicatoria. Sin embargo, actualmente se acepta que las cepas de
Xanthomonas que afectan a los cultivos de tomate y morrén constituyen un grupo
heterogéneo formado por cuatro especies: X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. perforans y X.
gardneri (Jones et al., 2004).

Trabajos previos realizados en Uruguay permitieron generar una coleccién muy completa de
cepas de Xanthomonas aisladas a partir de frutos de tomate con sintomas tipicos de mancha
bacteriana (Montelongo, 2012). Esta coleccidn fue caracterizada mediante determinacion de
razas, evaluacidon de resistencia a sulfato de cobre y antibidticos y comparaciéon de la
agresividad de los aislamientos (Montelongo, 2012). Sin embargo, no se conocian las especies
de Xanthomonas predominantes en nuestro pais, informacion esencial para seleccionar las
fuentes de resistencia a utilizar en el programa de mejoramiento genético de tomate que se
desarrolla en INIA, asi como para establecer medidas de vigilancia epidemiolédgica de este
patdgeno. En base a estos antecedentes, nos propusimos avanzar en la identificaciéon de las
especies de Xanthomonas que afectan los cultivos de tomate en Uruguay mediante el uso de
diferentes métodos moleculares.

El cancro bacteriano del tomate causado por Clavibacter michiganensis subespecie
michiganensis (Cmm).

El cancro bacteriano del tomate es uno de los principales problemas fitosanitarios que afecta a
este cultivo a nivel mundial (EPPO, 2013). Se trata de una enfermedad con un amplio rango de
sintomas. En el campo, puede manifestarse como un marchitamiento generalizado o sistémico
que causa la muerte de la planta (cancro primario) y/o como una fase foliar no sistémica
(cancro secundario) que ocasiona un quemado caracteristico de los margenes de las hojas
(Agrios, 2005).

La semilla infectada es el principal origen de infeccién y diseminacion de este patégeno (de
Leon et al, 2011). Una vez que esta presente en el cultivo tiene la capacidad de diseminarse
facilmente, afectando a todas las plantas en parcelas o invernaderos en cuestion de semanas
(Sharabani et al., 2013). Cmm no es un patdgeno de suelo, sin embargo, se ha comprobado
que puede sobrevivir por periodos de mas de 3 afios cuando se asocia a restos de cultivos, lo
que representa una via alternativa de infeccién (Chang et al., 1991). También puede
diseminarse de manera mecdnica por las manos, herramientas de trabajo, poda y otras labores
culturales (Eichenlaub et al., 2006). Las infecciones latentes en plantulas asintomaticas
también contribuyen a su diseminacién ya que al ser transplantadas a campo o invernaculo
constituyen una fuente de inéculo adicional (Gitatis et al., 1991).

La mejor estrategia de control de esta enfermedad es el control preventivo y el uso de semillas
sanas es la principal medida a la que se debe apuntar. Esta reportado que la existencia de 1
sola semilla infectada en un lote de 10.000 es suficiente para iniciar una epidemia en
condiciones ambientales favorables (de Ledn et al., 2008). El tratamiento quimico o térmico de
las semillas ha demostrado una reduccion de los niveles de contaminaciéon por Cmm, pero
estos métodos no existe ninglin método que asegure la completa erradicacién del patégeno de
la semilla de tomate sin afectar su germinacion (de Leon et al., 2008; Sen et al., 2015).

Para asegurar un estricto control de la calidad fitosanitaria de la semilla, muchos paises han
adoptado medidas cuarentenarias. En Europa, Cmm ha sido clasificado como plaga
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cuarentenaria tipo A2, y la introduccién de semilla de tomate esta estrictamente regulada
(EPPO, 2013). En Uruguay, Cmm no figura como plaga cuarentenaria ni regulada segun las
disposiciones establecidas por el Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca. Por lo tanto
actualmente no se realiza ningun control fitosanitario a las semillas de tomate que ingresan al
pais. Sin embargo, se hace evidente la necesidad de contar con capacidades que nos permitan
evaluar la calidad fitosanitaria de semilla comercial. En este contexto, los objetivos de este
trabajo en relacion a Cmm fueron: i) realizar un relevamiento de las cepas de Cmm que afectan
los cultivos de tomate en Uruguay, ii) optimizar diferentes métodos moleculares para la
identificacion y tipificacién de las cepas aisladas, y iii) desarrollar métodos moleculares de
diagnostico de Cmm en material de propagacion (semilla y plantulas).

Metodologia.

Aislamiento, cultivo y conservacion de las cepas.

Se analizé una colecciéon de 111 cepas de Xanthomonas spp. causantes de mancha bacteriana
del tomate generada en el marco de la Tesis de Maestria de la Ing. Agr. Maria José
Montelongo. Los aislamientos se realizaron a partir de frutos con sintomas atribuibles a
mancha bacteriana provenientes de predios ubicados en el departamento de Canelones
durante el periodo 2007-2012.

Por otro lado, se analizaron 33 cepas de Cmm aisladas durante el periodo 2011-2015, a partir
de cultivos de tomate con sintomas de cancro de la zona sur (Montevideo, Canelones y San
José) y de la zona norte (Salto). También se incluyeron en el andlisis 22 cepas aisladas de
brotes previos de cancro bacteriano, las cuales fueron aportadas por el Ing. Agr. Enrique
Verdier (DGSA-MGAP) y Elisa Silvera (Facultad de Agronomia).

El cultivo de las cepas de Cmm y Xanthomonas se realizé en medio agar nutriente dextrosa
(NAD) o agar nutriente extracto de levadura (NBY), incubando las placas a 28°C durante 48-72
hs. Las cepas son conservadas por congelamiento a -70°C y forman parte de la coleccion de
Microorganismos de Importancia Agricola e Industrial (MAI) del Laboratorio de Microbiologia
Molecular de la Facultad de Quimica.

Caracterizacion molecular de las cepas de Xanthomonas y Cmm.

La extraccidn ADN de las cepas se realizd a partir de cultivos liquidos en caldo NBY incubados a
28°C por 24 hs, utilizando protocolos cldsicos de extraccion para bacterias gram negativas
(Xanthomonas) y gram positivas (Cmm) (Sambroock and Russell, 2001).

Se utilizaron dos abordajes moleculares diferentes para identificar los aislamientos de
Xanthomonas spp. a nivel de especie.

Por un lado, se realizd la amplificacion utilizando el método de multiplex-PCR desarrollado por
Araujo y colaboradores (2012) para la identificacién de las cuatro especies de Xanthomonas
causantes de mancha bacteriana en tomate: X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. perforans y X.
gardneri.

Ademas, se analizd un subgrupo de 33 aislamientos representativos de esta coleccion
mediante el método Multilocus Sequence Analysis and Typing (MLSA-MLST), basado en la
amplificacion y secuenciacion de 5 genes housekeeping (atpD, dnaK, efp, gyrB, rpoD). La
amplificacion se realizé utilizando los cebadores y las condiciones descritas por Mhedbi-Hajri y
colaboradores (2013). Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados en ambas
direcciones por el Servicio de Macrogen (Kumchun, Sedul, Corea). En el andlisis filogenético se
incluyeron secuencias depositadas en la base de datos GenBank de las cuatro cepas de
referencia de las especies de Xanthomonas causantes de mancha bacteriana en tomate (X.
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vesicatoria ATCC35937, X. perforans 91-118, X. euvesicatoria 83M y X. gardneri ATCC19865).
Como grupo externo para el analisis se utilizd la cepa X. campestris pv. raphani 756C. Las
secuencias fueron editadas y alineadas utilizando el programa Genius (Hall, 1999). Los arboles
filogenéticos se construyeron utilizando el método de neighbor-joining en el programa MEGA
5.0. Los arboles resultantes y la topologia fueron evaluados mediante el andlisis de bootstrap
basado en 1000 repeticiones. Las secuencias de los diferentes genes se analizaron
individualmente y concatenadas. En todos los arboles filogenéticos se consideraron clusters
consistentes los que presentaban valores de bootstrap 270%.

Las cepas de Cmm fueron identificadas mediante amplificacion y analisis de secuencia del gen
16S rRNA y por amplificacidon con cebadores especificos (Jacques et al., 2012). También se
realizd la caracterizacién en base a la presencia o ausencia de genes especificos de virulencia
de Cmm (patl, celA, ppaA, chpC y tomA) (Kleitman et al., 2008). Posteriormente, se realizd un
analisis de la diversidad genética dentro de 39 aislamientos de esta coleccion mediante la
técnica MLSA-MLST segln el esquema reportado por Jacques et al. (2012). La metodologia
seguida para realizar este analisis se encuentra detallada en el trabajo de Croce et al. (2015).

Desarrollo y evaluacion de un método de diagnéstico de Cmm mediante gPCR.

Se evaluaron dos sistemas de cebadores y sonda para gPCR (Ptssk y MVS21) recomendados en
la dltima versién del protocolo de la ISF para identificacion de Cmm (ISF, 2015). Para evaluar la
eficiencia de estos sistemas y determinar la sensibilidad de las reacciones de qPCR en nuestras
condiciones, se construyd una curva de calibracidn con diluciones seriadas del ADN de una de
las cepas de Cmm abarcando concentraciones desde 20 ng/ul a 0,2 pg/ul.

Posteriormente, se evaluaron distintos procedimientos con el objetivo de optimizar un
protocolo de diagndstico de Cmm en muestras de semillas (Figura 1). Para evaluar la
sensibilidad de estos métodos, se prepararon semillas infectadas de manera artificial con
diferentes concentraciones de Cmm (10% 103, 10* y 10° ufc/semilla). Las mismas fueron
utilizadas para infectar lotes de 2000 semillas sanas y evaluar asi el limite de sensibilidad de la
gPCR (Figura 1). Los lotes de semilla fueron procesadas segun el protocolo ISF (2015) vy el
extracto obtenido fue analizado en paralelo por dos metodologias diferentes: i) sobre 10 ml se
realizé la extraccion de ADN y posterior amplificacién por gPCR, y ii) BIO gPCR: se sembraron 2
placas de medio selectivo para Cmm y se incubaron a 28°C. Luego de 72 horas se lavé una de
las placas con 2 ml de agua estéril, se juntd en un tubo y se realizé una lisis celular (20 minutos
a 99°C). Este lisado fue utilizado como molde en la reaccién de qPCR. La segunda placa se dejo
incubando como placa control para la observacidon de colonias de Cmm. Todas las reacciones
de qPCR se realizaron utilizando el sistema TagMan MVS21 (ISF, 2015).

También se adaptaron estos procedimientos para evaluar la deteccion de Cmm en plantas de
tomate jovenes. Las semillas infectadas mencionadas anteriormente se pusieron a germinar y
se realizé la deteccion del patdégeno sobre las plantas luego de 4 semanas en camara de
crecimiento. Cada muestra de distinto nivel de infeccion se armo con pooles de 5 plantas y a su
vez se separaron en 2 tipos de muestras: cotiledones y parte aérea de la planta. Se utilizaron
las mismas metodologias que para el analisis en muestras de semillas: gPCR directa y BIO qPCR
(Figura 2).
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Figura 1. Estrategia adoptada para la evaluacién de métodos de detecciéon de Cmm en semillas de
tomate. Se utilizaron lotes de 2000 semillas sanas inoculadas con 1 semilla infectada con diferentes
niveles del patégeno (10% a 10° ufc/semilla). Como control negativo (Ctrl -) se utilizé un lote de 2000

semillas sanas.
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Figura 2. Estrategia adoptada para la evaluacion de métodos de deteccion de Cmm en plantulas de
tomate generadas a partir de semillas con diferentes niveles de infeccién (10% a 10° ufc/semilla).
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Resultados y discusion.

Identificacion de las especies de Xanthomonas que afectan a los cultivos de tomate en
Uruguay.

Se utilizaron diferentes métodos moleculares capaces de identificar a nivel de especie las
poblaciones de Xanthomonas que afectan los cultivos de tomate en Uruguay. En primera
instancia, se utilizé la técnica de multiplex-PCR desarrollado por Araujo y colaboradores
(2012), la cual permite la identificacion de las cuatro especies de Xanthomonas patdgenas de
tomate en una misma reaccidn de amplificacidn. Se pusieron a punto las condiciones de
reaccién utilizando ADN de cuatro cepas de referencia pertenecientes a las especies X.
vesicatoria, X. euvesicatoria, X. perforans y X. gardneri (Figura 3). Posteriormente, se
analizaron 88 cepas de la coleccién, logrando asignar 68 a la especie X. vesicatoriay 12 a X.
gardneri (Figura 3). Algunas cepas (8) no produjeron ningin producto de amplificacién, no
pudiendo ser asignadas a ninguna de las cuatro especies descritas como patégenas de tomate.

— - ——
— — e— — —

M (+) Xg Xp Xe Xv. (L) M Xv Xg Xv Xv (+) Xg Xv Xv Xv M

Figura 3. Productos de PCR obtenidos con la técnica multiplex-PCR utilizando cebadores especificos para
X. gardneri (Xg), X. perforans (Xp) X. euvesicatoria (Xe) y X. vesicatoria (Xv). A) Cepas de referencia de
cada una de las especies. B) Cepas de Xanthomonas aisladas en Uruguay. M: marcador de peso
molecular, (+) control positivo con ADN de las cuatro especies, (-) control negativo sin ADN.

Para complementar este estudio y evaluar en mayor profundidad la diversidad genética de los
aislamientos de Xanthomonas en nuestro pais, se realizé un estudio filogenético utilizando la
técnica MLSA-MLST. Esta técnica esta basada en el analisis de polimorfismos a nivel de la
secuencia de ADN de varios loci genéticos conservados involucrados en funciones metabdlicas
basicas y en los ultimos afios se ha utilizado con éxito para la clasificacién taxondmica de las
especies de Xanthomonas (Mhedbi-Hajri et al., 2013; Jibrin et al, 2015; Timilsina et al., 2015).
En este trabajo, se aplicé el esquema MLSA descrito por Mhedbi-Hajri y colaboradores (2013)
para el andlisis de 33 cepas de Xanthomonas de nuestra coleccidn. Los resultados de este
anadlisis son concordantes con los obtenidos mediante multiplex-PCR, indicando que X.
vesicatoria y X. gardneri son las especies prevalentes en los cultivos de tomate en Uruguay
(Figura 4). Por otro lado, ninguno de los aislamientos analizados se asigné a las especies X.
euvesicatoria y X. perforans, lo que indicaria que estas especies no se encuentran presentes en
nuestro pais, resaltando la necesidad de implementar medidas tendientes a la vigilancia de
estos patdégenos. El andlisis filogenético también reveld la existencia de varios haplotipos
dentro de los aislamientos pertenecientes a la especie X. vesicatoria, lo que sugiere la
ocurrencia de varios eventos de introduccion de esta especie en nuestro pais. Por otro lado, no
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se encontrd una correlacion entre la especie y el origen de las cepas ya que tanto X. vesicatoria
como X. gardneri fueron aisladas de todas las regiones de produccion del pais. Por ultimo, se
encontraron dos aislamientos (MAI2002 y MAI2036) que no se agrupan con ninguna de las
especies de referencia incluidas en el andlisis. Es necesario realizar andlisis adicionales para
identificar estos aislamientos, ya que los mismos tampoco pudieron ser amplificados mediante
la reaccion de multiplex-PCR. Este es el primer estudio que describe el estado de las especies
de Xanthomonas causantes de mancha bacteriana de tomate en Uruguay.

MAI2035
MAI2038
MAI2034
MAI2033
2 MAI2020
MAI2019
MAI2009
MAI2006
MAI2037
99| Xanthomonas vesicatoria ATCC 35937
MAI2023

MAI2007

MAI2021

MAI2022

MAI2039

MAI2040
MAI2026
MAI2005
MAI2043
MAI2028
MAI2024
MAI2010

97

100

95

— Xanthomonas perforans 91-118

0b— Xanthomonas euvesicatoria strain 83M

MAI2002
0 4100|:MAI2036

- MAI2011

MAI2000
MAI2001
MAI2003
MAI2008
— MAI2016
100 | MAI2017
MAI2018

100

Xanthomonas gardneri ATCC 19865
MAI2041
MAI2042

Xanthomonas campestris pv. raphani 756C

0.005

Figura 4. Arbol filogenético construido usando el método neighbor-joining a partir del alineamiento de
las secuencias parciales concatenadas de los cinco genes housekeeping (atpD, dnak, efp, gyrB, rpoD)
de cepas de Xanthomonas patégenas de tomate. Valores de bootstrap >70% (basados en 1000
repeticiones) se indican en los nodos.
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Identificacion y evaluacion de la diversidad genética de las cepas de Cmm causantes de
cancro bacteriano del tomate en Uruguay.

Con el objetivo de caracterizar las cepas de Cmm que afectan los cultivos de tomate en
Uruguay, se generd una coleccién de 55 cepas aisladas de cultivos provenientes de las
principales zonas de produccién (Norte y Sur). Todas las cepas fueron capaces de causar
patogenicidad en tomate, produciendo los tipicos sintomas de marchitamiento y cancro en
tallo luego de 14 dias de la inoculacion (Figura 5). El analisis de secuencias del 16S rRNA de
todas las cepas revelé un 99-100% de identidad respecto a la cepa de referencia de Cmm
NCPPB 382, y también se verificd la presencia de varios genes de patogenicidad.

Figura 5. Sintomas tipicos de cancro bacteriano en plantas de tomate inoculadas con una de las cepas de
Cmm aisladas en Uruguay (14 dpi): a) marchitamiento generalizado, b) marchitamiento unilateral.

Se evalud la diversidad genética de las cepas de Cmm aisladas con el objetivo de generar
conocimiento para futuros estudios epidemioldgicos que profundicen en los principales
mecanismos de transmision y la introduccion de nuevas variantes del patégeno en el pais. A
través de este estudio apuntamos a responder varias preguntas: i) saber si un brote de
infeccidn localizado es originado por uno o mas cepas diferentes del patégeno, ii) inferir un
posible origen de los brotes a partir de la comparacion de los perfiles genéticos de cepas de
diferentes localidades vy iii) determinar cémo se relacionan las cepas presentes en Uruguay con
otras cepas de Cmm aisladas del resto del mundo. Se utiliz6 el método MLSA-MLST que ha sido
aplicado con éxito en estudios de epidemiologia molecular de varios patégenos humanos y
vegetales, demostrando una gran reproducibilidad y capacidad de discriminar los aislamientos
a nivel infraespecifico (Almeida et al., 2010).

Hasta el momento se analizaron 39 cepas de Cmm aisladas en Uruguay, quedando pendiente
el andlisis de las cepas aisladas mas recientemente. Este andlisis se realizd durante una
estancia de investigacion en el Laboratorio IRHS, INRA, Angers, Francia en el marco de una
colaboracidon con la Dra. Marie-Agnés Jacques. Los resultados obtenidos se encuentran
publicados en el articulo de Croce et al. (2015). Se detallan a continuacion los hallazgos mas
relevantes de este estudio.

En la Figura 6 se muestra el arbol filogenético obtenido a partir de este analisis, incluyendo
también 68 cepas de Cmm provenientes de una coleccion mundial de aislamientos. Se
identificaron un total de 36 variantes alélicas (STs) dentro de la poblacién de cepas de Cmm,
confirmando la aplicabilidad de esta técnica como herramienta de tipificaciéon. Las cepas
aisladas en Uruguay se distribuyeron en 10 de estos STs, 8 de los cudles fueron identificados
por primera vez en este estudio.
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Figura 6. Arbol filogenético construido usando el método de maxima verosimilitud a partir del
alineamiento de las secuencias parciales concatenadas de los cinco genes housekeeping (atpD, dnak,
gyrB, ppk, recA) de cepas de Cmm. Valores de bootstrap >50% (basados en 1000 repeticiones) se
indican en los nodos. El origen geografico de las cepas aisladas en Uruguay se indica con colores (Salto:
verde, Artigas: azul, Montevideo: rojo, Canelones: amarillo, San José: rosado).
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En la Figura 7 se representa la distribucidn de estos STs en las diferentes zonas de produccién
del pais. Un resultado interesante a destacar, es la ocurrencia de brotes originados por
diferentes cepas de Cmm (asignados a diferentes STs). Este es el caso, de los brotes ocurridos
en Salto durante las zafras de 2011 y 2012, los cuales fueron originados por cepas distribuidas
en 6 STs diferentes. Por otro lado, algunos STs estdn asociados a una region o brote especifico,
como es el caso del ST3 aislado Unicamente en Salto durante la zafra de 2012. Por el contrario,
otros STs se identificaron como causantes de brotes en diferentes afios y en todas las zonas de
produccion.
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Figura 7. Distribucidén geografica de las diferentes cepas de Cmm aisladas en Uruguay. Los numeros
representan los tipos de secuencia (STs) determinados mediante analisis MLSA-MLST.

Como resultado de este estudio se observé que las cepas uruguayas tienen origenes diversos,
destacandose la trasmision global del patégeno a través de la semilla. Ademads, se encontraron
nuevas variantes alélicas respecto a las previamente identificadas aportando mayor
informacidn en cuanto a la diversidad genética de esta subespecie.

Desarrollo de un método de diagndstico molecular de Cmm en material de
propagacion (semillay plantulas).

Dada los bajos niveles de infeccion que se requieren para iniciar una epidemia por Cmm en
condiciones favorables, es necesario contar con métodos rapidos, confiables y de alta
sensibilidad para la deteccidn del patégeno en lotes de semillas contaminadas, especialmente
en el comercio internacional. Los métodos basados en PCR presentan varias ventajas frente a
otras metodologias de diagndstico y se utilizan cada vez mas en protocolos para analisis
fitosanitarios (de Ledn et al., 2011). La PCR en tiempo real (qPCR) es una variante que conjuga
las ventajas del uso de la Tag polimerasa con la detecciéon mediante fluorescencia del producto
especifico, sin necesidad de realizar ninguna manipulacién adicional posterior a la
amplificacion. Esta particularidad reduce notablemente los tiempos de analisis permitiendo
estandarizar el ensayo para el analisis de un gran nimero de muestras. Otras ventajas frente a
la PCR clasica son su mayor sensibilidad, disminucién del riesgo de ocurrencia de falsos
positivos y posibilidad de efectuar la cuantificacidn del ADN diana (Valasek and Repa, 2005).
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En este trabajo, se evaluaron diferentes metodologias basadas en gPCR para desarrollar
protocolos de diagndstico de Cmm en muestras que contribuyen a la diseminacién del
patdgeno (semilla y plantula). Para ello, se trabajé en colaboracidn con el Dr. Leandro de Ledn
a través de una pasantia de investigacién que realizé la estudiante V. Croce en el Laboratorio
de Sanidad Vegetal de INIA, Madrid, Espafia.

Se tomdé como punto de partida los sistemas de deteccion de Cmm (Ptssk y MVS21)
recomendados por la ISF (International Seed Federation) (ISF, 2015). Se evaluaron estos
sistemas en nuestras condiciones, resultando que ambos presentaron muy buenos niveles de
eficiencia y sensibilidad (limite de deteccidén 2 pg/ul de ADN) (Figura 8). Este resultado indica
que ambos sistemas podrian ser utilizados de igual manera para la deteccion de Cmm en
extractos de semillas. La especificidad del sistema Ptssk ha sido verificada previamente en
trabajos previos (Jacques et al., 2012), mientras que el sistema MVS21 ha sido incorporado al
protocolo de la ISF recientemente y no existen al momento trabajos publicados que utilicen
este sistema.

Figura 8. Curvas de calibracion (Fluorescencia vs ciclos) de las reacciones de gPCR con diferentes
sistemas TagMan para detecciéon de Cmm (Ptssk y MvS21). Se analizaron diferentes concentraciones de
ADN de Cmm en un rango de 20 ng a 0,2 pg por reaccion.

El protocolo de deteccién recomendado por la ISF, tiene la limitante de que el analisis de las
muestras de semillas abarca el aislamiento del patdégeno y la posterior identificacion de las
colonias aisladas mediante gPCR. Dado que las muestras de semillas pueden estar muy
contaminadas por otros microorganismos saprofitos, el aislamiento puede resultar muy
dificultoso y laborioso. Ademas los medios utilizados no presentan una selectividad absoluta
para Cmm, por lo que en este tipo de muestras el aislamiento del patégeno es complejo e
insume mucho tiempo. En este trabajo, se propuso optimizar un protocolo de deteccién
directa en extracto de semillas que presente buena sensibilidad y confiabilidad. Con este
objetivo, se evaluaron 2 metodologias: extraccion de ADN seguida de una amplificaciéon por
gPCR y BIO gPCR. Ambas metodologias mostraron resultados similares en cuanto a su
sensibilidad, siendo capaces de detectar la presencia de Cmm en los lotes inoculados con una
semilla infectada con 10%, 10* y 103 ufc del patégeno. De esta forma, el limite de sensibilidad de
la qPCR con ambas metodologias fue de 1 semilla infectada (con 102 ufc) en un lote de 2000
semillas sanas. Este resultado es muy bueno ya que aunque no se puede establecer con
exactitud el nivel de contaminacion de cada semilla infectada de manera natural, esta
reportado que es de 10%-10* ufc/semilla (Fatmi y Schaad, 1988). En relacién a la comparacién

Serie Actividades de Difusion N° 756
Resultados Experimentales en Sanidad de Tomate y Morrdén N° 13



INIA Las Brujas URUGUAY

de ambas metodologias propuestas, la ventaja de la qPCR directa es su rapidez, ya que permite
realizar el analisis de las muestras en un dia. Por otro lado, el método basado en BIO gPCR, a
pesar de insumir un mayor tiempo de analisis (72 hs) tiene la ventaja de detectar Unicamente
las células viables del patégeno y de permitir contar con un cultivo control que sirve como
respaldo de los resultados obtenidos.

Las semillas infectadas artificialmente, también se pusieron a germinar con el objetivo de
evaluar la detecciéon del patdégeno en plantulas. La deteccidon en plantas jévenes, puede
resultar de importancia a nivel de viveros. Si es posible detectar a la bacteria en plantas
jévenes infectadas en viveros, se evitaria llevar esas plantas a campo para que luego
desarrollen enfermedad. En una primera instancia, se verifico la transmisidn de la bacteria de
estas semillas infectadas a la planta. A las 8 semanas de crecimiento, se observaron sintomas
tipicos de cancro en plantas generadas a partir de semillas con los niveles mas bajos de
infeccién (102 ufc) (Figura 9). A partir de estas plantas se realizaron aislamientos, logrando
verificar la presencia de Cmm en todas estas muestras. Este resultado resalta la importancia de
contar con métodos de diagndstico capaces detectar niveles bajos de infeccién en los lotes de
semillas.

Figura 9. Sintomas tipicos de cancro bacteriano en una planta de tomate de 8 semanas generada a partir
de una semilla artificialmente inoculada con un nivel de infeccién de 102 ufc/semilla de Cmm.

En cuanto a la evaluacion de las metodologias para deteccién de Cmm en plantulas, se siguio el
esquema de la Figura 2. En este caso, las metodologias de gPCR directa y BIOgPCR también
mostraron resultados similares en cuanto a su sensibilidad. Sin embargo, no se obtuvieron los
mismos resultados al analizar los cotiledones y la parte aérea de la planta. Mientras que en
cotiledones fue posible la deteccion de Cmm en plantas provenientes de semillas infectadas
con 10% y 10° ufc, en la parte aérea de la planta se detectd hasta en las de 10% ufc. Estos
resultados preliminares sirven como punto de partida para disefiar un protocolo de
diagndstico de Cmm a nivel de viveros.

Las metodologias desarrolladas en este trabajo podrdn ser transferidas a otras instituciones
(INASE, INIA, etc.) para su aplicacion a la evaluacion de la calidad fitosanitaria de semilla y
plantulas de tomate. De esta forma se pretende lograr un mejor aprovechamiento de las
plataformas tecnoldgicas disponibles actualmente en nuestro pais, disminuyendo el impacto
que tiene actualmente esta importante enfermedad para el sector horticola nacional.
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Introduccién

La ingenieria genética es considerada una herramienta mas dentro del mejoramiento genético
de plantas que puede facilitar la disponibilidad de genes cercanos o lejanos de la especie
introducidos en su genoma mediante técnicas biotecnoldgicas. Una de las principales ventajas
de esta herramienta es mejorar en las plantas alguna caracteristica de interés productivo, de
manejo y de resistencia a estrés, plagas y enfermedades, entre otras, utilizando un rango de
genes mas amplio.

Cada una de las variantes de la integracion del transgén que se encuentran en plantas
transformadas se denomina evento. Los eventos pueden diferir en la posicion del transgén en el
genoma, el niumero de copias y el nivel de integridad del transgén. El desarrollo de los eventos
transgénicos puede ser limitado por muchos factores incluyendo los niveles de expresion, la
estabilidad de la insercion y su herencia, y la identificacion de eventos simples de de insercion.
Cuando se realiza una transformacién genética generalmente se obtienen plantas hemicigotas
TO (el transgén se inserta sin una contraparte alélica) que sucesivamente deben pasar por una
serie de cruzamientos dirigidos para obtener plantas homocigotas pasando simultdneamente
por un proceso de seleccion buscando inserciones simples, con alta expresion de la caracteristica
y estable. En el caso de tomate, después de la insercion del transgén (evento primario T0), se
realizan autofecundaciones sucesivas hasta llegar a T3/T4 para obtener progenies con alto
porcentaje de homocigosis para el caracter deseado.

El cancro bacteriano del tomate es causado por el actinomycete Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis y es una de las enfermedades mas importantes del cultivo en Uruguay. El
mejoramiento genético presenta algunas soluciones con fuentes parciales de resistencia en
especies emparentadas. El control quimico de estas enfermedades es practicamente imposible
de realizar, ya que los pesticidas estudiados han mostrado muy baja efectividad. El patégeno
sobrevive en la semilla en bajos niveles y este medio es la principal fuente de transmision del
inéculo primario. Sin embargo, cuenta con una diseminacion muy eficiente a través del agua y
las labores que se realizan sobre el cultivo por lo que una vez introducido, la infeccion se
generaliza rapidamente y se pierde el cultivo en su totalidad (Xu et al. 2013). La enfermedad
suele encontrarse en forma latente y los sintomas se desarrollan una vez que la planta alcanza
la madurez. Los mismos comienzan con el marchitamiento unilateral y la posterior necrosis de
las hojas basales. Luego la enfermedad asciende y finalmente la planta se marchita
completamente. Este marchitamiento puede estar acompafiado de cancros en tallos y peciolos
y manchas necroticas en los foliolos. Ademas se suelen observar sintomas derivados de la
transmision secundaria los cuales se manifiestan como necrosis marginal de la [Amina.
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El receptor EFR proveniente de Arabidopsis thaliana es un receptor de membrana que reconoce
patrones moleculares asociados a patdgenos el que puede detectar bacterias fitopatdgenas. El
reconocimiento del factor de elongacion EF-Tu de la bacteria desencadena la resistencia basal
de la planta. Lacombe et al., (2010) han reportado que la transferencia de este gen efr a plantas
de tomate ha sido exitosa para aumentar el grado de resistencia al cancro bacteriano causado
por Xanthomonas campestris. El objetivo de este trabajo es profundizar en la caracterizacion de
la transformacion con este gen hacia la generacion de variantes de tomate resistentes a
Clavibacter michiganensis. Particularmente, determinar el porcentaje de plantas transformadas
de tomate en T2 y T3 que presentan el gen efr de A. thaliana obtenidas mediante
autofecundacion y realizar una primera evaluacion de inoculacion con Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis.

Metodologia

Plantas de tomate de la variedad Milongdn fueron transformadas en The Sainsbury Laboratory
(UK) con una construccion para expresion del gen efr. En enero de 2015 se recibieron semillas
de lineas T1y T2 de tomate transformadas con esta construccion (Lineas 4, 6, 16, 20, 29) las que
se sembraron en almacigueras en tierra tref estéril y adecuada fertilizacién para completar el
ciclo y poder cosechar la semilla bajo estrictas normas de bioseguridad.

Lo primero que se debe estudiar en este método de mejoramiento genético es la presencia del
transgén en cada linea de mejoramiento. Se constato la presencia del inserto mediante PCR con
primers especificos para efr a partir de ADN gendmico de plantas transformadas T2y T3 y de
plantas control sin transformar (WT). Como control de amplificacion se empled gen enddgeno
de papa lat52 en la misma reaccién de PCR.

Se evalud la respuesta de los eventos a la infeccién por Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis mediante inoculacién con este microorganismo y seguimiento de los sintomas.
Para ello inicialmente se inocularon plantas T2 por el método de puncién axilar con 108 UFC/ml
de lacepa 17 LB de Cmm de la coleccion del laboratorio de Fitopatologia de INIA LB (16/4/2015).
Las plantas fueron mantenidas en cdmara himeda embolsadas en plastico 24 horas antes y
después de la inoculacion (Figura 1).

Las condiciones de temperatura y humedad relativa en la cdmara donde se llevd a cabo el
experimento fueron registradas mediante un equipo ibutton Hygrocrom. Los valores promedio
diarios se muestran en la figura 2. La temperatura se mantuvo cercana a 20°C y la HR superior a
70% siendo valores adecuados para el desarrollo de la enfermedad.

En el Cuadro 1 se describen los materiales inoculados y sus caracteristicas.

Cuadro 1. Materiales de tomate Milongdn transformado inoculados con Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis.

Linea N° de plantas
Con inserto Sin inserto
16 12 1
20 5 0
6 12 7
4 14 14
29 20 6

Al mismo tiempo se inocularon cuatro plantas sin modificar con el patdégeno y dos con agua
estéril.

Serie Actividades de Difusion N° 756
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Figura 1. Colonias Cmm, solucion para inoculacién, método de inoculacién, pos inoculacién
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Figura 2. Promedio diario de temperatura y humedad relativa durante el experimento.
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Los primeros sintomas aparecieron a los 18 dias pos inoculacién y se evaluaron externa e

internamente.
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Se registré el nUmero de plantas con: 1) necrosis de la zona de inoculacion, 2) amarillamiento
de hojas inferiores, 3) marchitamiento de hojas inferiores, 4) necrosado de bordes de hojas, 5)
marchitamiento de la mitad de hojas, 6) marchitamiento apical, 7) lineas en tallo y 8) cancros
entre los 18-32 dpi.

A 35 dpi (21/5/2015) se cortaron longitudinalmente los tallos de las plantas inoculadas y se
evaluo el estado de vasos y médula. Los 5 cm correspondientes al sector inoculado fueron
conservados en heladera y fueron analizados mediante la prueba ELISA utilizando el antisuero
monoclonal para CMM comercializado por AGDIA Inc. siguiendo el protocolo recomendado por
la empresa.

Los sintomas se clasificaron en: a) tejido esponjoso no necrosado, b) médula amarronada, c)
vasos amarronados, y d) puntos marrones en la seccién.

Se calcul6 el porcentaje de plantas que presentaban cada tipo de sintomas en cada linea con 'y
sin inserto. También se analizo el porcentaje de plantas que presentaban al menos uno de estos
sintomas.

Alos 70 dpi (25/6/2015) se evalud el porcentaje de plantas que habian rebrotado luego del corte
y el estado del tejido vascular y médula restante. Algunas de esas plantas fueron analizadas por
ELISA.

Resultados y Discusion

Se analizaron en promedio 30 plantas por linea en las generaciones T2 y T3. La mayoria de lineas
de plantas analizadas presentaron el inserto del gen EFR cuando se realizd la amplificacion por
PCR con primers especificos a diferencia de las plantas WT, control donde no se observd la
presencia del transgén (Fig. 1). En algunas de las plantas analizadas no se observo presencia del
inserto lo que puede deberse a que las plantas analizadas corresponden a la generacion T2y T3
donde en cada autofecundacion el inserto esta segregando. Es esperable observar un aumento
del porcentaje de plantas transformadas al incrementar el nimero de autofecundaciones (Tabla
1).

Cuadro 2. Porcentaje de plantas transformadas determinado en lineas transformadas de tomate para las
generaciones T2 y T3 determinadas mediante PCR.

Porcentaje /Linea 4 6 16 20 29
T2 60 59 84 67 80
T3 90 80 100 90 85
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Figura 3. Productos de amplificacion del gen efr (peso aproximado de banda 700 bp) y del gen enddgeno
lat 52 de tomate (peso aproximado de banda 100 pb) observados en la linea 4, generacion T3.

De acuerdo a lo esperado, al aumentar el nimero de autofecundaciones se obtienen
proporciones mayores de plantas con el gen efr y se espera asimismo un aumento de la
frecuencia de plantas homocigotas.

Las inoculaciones realizadas en las plantas T2 no mostraron diferencias importantes entre los
controles sin transformar y los eventos analizados. Esto pudo deberse a que el método de
inoculacion fue muy agresivo y a que el material no tiene el transgén en homocigosis.
Actualmente se esta evaluando la inoculacion de plantas T3 mediante corte de raices, el cual se
asemeja a la infeccion en campo.

Cuadro 3. Porcentaje de plantas con sintomas en la evaluacion final.

Necrosis | Marchitez Necrosis
Amarillamiento | Marchitamiento | borde foliar Marchitez zona Lineas en
hoja inferior hoja inferior hojas | unilateral apical inoculada tallo Cancro
Sin inserto 96 100 96 100 61 89 82 89
Con inserto 100 97 100 94 57 86 70 75
Testigo
inoculado 100 100 100 100 50 100 100 25
Cuadro 4. Dias promedio a aparicion de sintomas.
Necrosis | Marchitez Necrosis
Amarillamiento | Marchitamiento | borde foliar Marchitez zona Lineas en
hoja inferior hoja inferior hojas | unilateral apical inoculada tallo Cancro
Sin inserto 22 26 23 24 26 21 26 28
Con inserto 21 24 24 26 25 22 27 28
Testigo 18 18 24 21 26 18 25 31
inoculado

Perspectivas y estudios a futuro

En la estacion de INIA Las Brujas se estan realizando ensayos de investigacion en el cual se
inocula la planta con la bacteria patégena para evaluar su respuesta de resistencia a la
enfermedad. Los resultados preliminares obtenidos estimulan a continuar desarrollando el
mejoramiento genético por este camino. En futuras etapas del mejoramiento se realizaran
nuevos ensayos para observar respuesta a patogenos.

Serie Actividades de Difusion N° 756
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Figura 4. Sintomas de cancro bacteriano observados durante el experimento. Primer fila izquierda a
derecha: a) necrosis zona inoculada, b) amarillamiento hojas basales, ¢) marchitamiento hoja basal,
segunda fila de izquierda a derecha: d) necrosis de borde de hoja, €) marchitamiento de mitad de hoja,
f) marchitamiento apical, tercer fila de izquierda a derecha: g) lineas en tallos y h,i) cancro.
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EVALUACION DE DESINFECTANTES PARA PREVENIR LA TRASMISION DE
CLAVIBACTER MICHIGANENSIS SUBSP. MICHIGANENSIS EN TOMATE
MEDIANTE TIJERAS DE PODA

Maeso Diego?, Walasek Wilma?, Fernandez Alfredo?
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Palabras clave: cancro bacteriano, Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis,
desinfectantes.

Introduccién

El cancro bacteriano causado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) es
una enfermedad importante del cultivo del tomate (Strider, 1969; Davis et al., 1984). Provoca
marchitamiento, muerte de plantas y pérdidas en la produccion. Dada la facilidad con que se
disemina esta enfermedad por labores y la prolongada latencia de la infeccion (Chang et al.,
1992), niveles muy bajos de infeccidn de semillas (0,01 %) pueden traducirse en importantes
epidemias en cultivo (Chang et al., 1991; Gitaitis et al., 1991). Hasta el momento, en Uruguay
no existen cultivares resistentes disponibles a nivel comercial con capacidad de reemplazar a
los usados actualmente, por lo que el control de la enfermedad se basa en la prevencion
utilizando semilla libre del patégeno y evitando su diseminacion.

En el cultivo de tomate para consumo fresco se realizan tareas de desbrotado y deshoje
utilizando tijeras o navajas, las cuales generan heridas y favorecen la trasmision de Cmm,.
Tradicionalmente, las herramientas de poda y deshoje se desinfectan con hipoclorito de sodio.
Sin embargo, algunos productores lo han reemplazado por otros desinfectantes buscando
superar algunas de las limitantes del hipoclorito (efecto corrosivo, inactivacién por materia
organica y fotosensibilidad, entre otras). El presente trabajo tuvo como objetivo comparar la
efectividad de varios productos desinfectantes usados por productores de tomate en Uruguay
en la prevencion de la trasmision de Cmm mediante tijeras.

Materiales y métodos

Material vegetal y tratamientos evaluados

Tomate cultivar Loica, de aproximadamente 50 dias de edad (seis hojas extendidas).

Las plantas fueron cultivadas en macetas con sustrato esterilizado (autoclavado a 121 °C por
20 minutos), utilizando semilla desinfectada (inmersiéon en agua caliente a 50 2C por 25
minutos) en un invernadero con control de temperatura (20-28 2C).

Las plantas fueron cubiertas con bolsas de polietileno por 48 h previo a la aplicacion de los
tratamientos, y reembolsadas por 48 h luego de aplicarse los mismos.

Los tratamientos evaluados se muestran en el Cuadro 1. Se utilizé un tubo individual con la
solucidon desinfectante para cada planta.
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Cuadro 1. Tratamientos evaluados

Tratamiento Principio activo Dosis?

1. Sin inoculacion - —

2. Sin desinfeccidn - —

3. Hipoclorito de sodio Hipoclorito de sodio 1% de cloro
activo
4. Virkon S Monopersulfato  potasico (sal 1%
triple) 50%
5. Desinfectante a base de Agentes tensoactivos en 0,15%
iodo Perrin complejo con iodo, 0,8-0,9% de
iodo libre o titulable
6. Sporekill Cloruro de didecildimetilamonio 1%

120 g/L (compuesto de amonio
cuaternario)

Cultivo de Cmm y preparacion de inéculo

Se utilizé la cepa de Cmm LB 17 de la coleccién del laboratorio de fitopatologia de INIA Las
Brujas. Para la preparacion del indculo la cepa seleccionada se cultivd en agar nutritivo
dextrosado vy se resuspendié en agua estéril.

Experimento 1: Transmision de Cmm a partir de una suspension bacteriana

La trasmision se realizé empleando tijeras sin uso previo de 140 mm de hoja las cuales fueron
sumergidas durante diez segundos en la suspensidon de Cmm e inmediatamente después en las
soluciones del tratamiento correspondiente. Posteriormente, se realizd un corte en el tallo de
las plantas de tomate a la altura del primer par de hojas completamente desarrolladas. La
tijera fue sumergida en agua estéril en el caso del tratamiento testigo. Las plantas de cada
unidad experimental fueron inoculadas con una misma solucién bacteriana y una Unica tijera.
La concentracion del indculo fue ajustada a una densidad oéptica de 0,1 a 530 nm
correspondiente a 1,9 x 10® ufc ml-1, concentracién corroborada posteriormente con el
método de dilucién en placas.

Experimento 2: Transmision Cmm a partir de plantas enfermas

La trasmision fue realizada a partir de las plantas enfermas del tratamiento sin desinfeccion del
experimento 1 o plantas sanas para el tratamiento sin inocular. Para ello se realizaron tres
cortes sucesivos en los tallos de las plantas infectadas. Inmediatamente las tijeras fueron
sumergidas en las soluciones desinfectantes o en agua estéril seglin el tratamiento
correspondiente. Luego se realizé un corte en el tallo de las plantas de tomate a la altura del
primer par de hojas completamente desarrolladas.
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Evaluacién de la trasmision

Presencia de sintomas externos a los 14 dias post tratamiento (marchitamiento, necrosis foliar,
emisiéon de raices aéreas, amarillamiento). Los datos fueron expresados en porcentaje de
plantas enfermas en cada repeticion.

A los 42 dias de establecidos los tratamientos, los tallos de todas las plantas fueron cortados
en forma longitudinal y se observd el estado de su sistema vascular registrandose el porcentaje
de plantas que presentaban amarronamiento de vasos y/o médula. Se conservaron secciones
de 5 cm de longitud a partir del punto de inoculacién para confirmar la presencia de Cmm
mediante aislamiento (experimento de trasmisidn por suspension bacteriana) o por serologia
(ambos experimentos).

En el experimento de trasmisidon por suspensién bacteriana una parte de las secciones de tallo
fue desinfectada superficialmente con alcohol 70 % y sumergida por dos horas en 10 ml de
agua estéril. Esa suspension fue sembrada en una placa con agar nutritivo dextrosado. A las 48
h se registrd el numero de placas en las que crecieron colonias con caracteristicas similares a
Cmm (apariencia y Gram positivas), registrandose el porcentaje de plantas a partir de las
cuales se aisld este tipo de colonias.

En ambos experimentos, parte de las secciones obtenidas fueron utilizadas para la deteccidn
de Cmm por la prueba DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) empleando el antisuero monoclonal MAb Cmm1 (Alvarez et al., 1993; Kaneshiro et al.,
2006) incluido en el kit comercializado por AGDIA Inc. (Elkhard, IN46514, EEUU). Se siguio el
protocolo recomendado por el fabricante y se calculd el porcentaje de plantas en que se
detectd seroldgicamente Cmm.

Disefio y analisis estadistico

En total se inocularon 120 plantas por tratamiento distribuidas en seis repeticiones de veinte
plantas por unidad experimental. Se usé un disefio de bloques completos al azar y cada bloque
correspondid a una misma mesa en el invernadero. En cada mesa las plantas fueron colocadas
con una separacidon entre tratamientos de aproximadamente 0,5 m. Los datos fueron
sometidos a un andlisis de variancia y cuando este indicé efecto significativo del tratamiento
(P>0,01) se procedié a la separaciéon de medias mediante la prueba de rangos multiples de
Duncan. Previo a su analisis estadistico los datos en porcentaje fueron transformados por la
formula arc sen v%. Para el andlisis estadistico se utilizd el programa de acceso libre Infostat
(www.infostat.com.ar).

Resultados

Experimento 1:

En el experimento de transmisién de Cmm a partir de una solucién bacteriana los mayores
porcentajes de plantas con sintomas, tanto externos como internos, se observaron en el
testigo sin desinfectar y en el tratamiento con el desinfectante a base de iodo, siendo
superiores al 85 %. El tratamiento con hipoclorito de sodio no difirid estadisticamente del
testigo sin inoculacidon no presentando sintomas externos y solamente 3 % de plantas con
haces vasculares necrosados. Los tratamientos con Sporekill® y Virkon S® exhibieron valores
intermedios en la evaluaciéon de sintomas (Cuadro 2).
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En el 20 % de las plantas del testigo sin inocular y en el 50 % de las correspondientes a la
desinfeccién con Virkon S® se aislaron colonias bacterianas similares a Cmm que no
reaccionaron serolégicamente con el antisuero especifico para este patdgeno. En el 95 % de
las plantas correspondientes al testigo sin tratar y a la desinfeccion con el desinfectante a base
de iodo se aislaron bacterias similares a Cmm y en el 100 % de las plantas se detectd al
patégeno mediante serologia. Estos valores no se diferenciaron estadisticamente del 45 % de
plantas con deteccién seroldgica de Cmm encontrado en el tratamiento con hipoclorito.

En el testigo sin inocular y en las plantas con desinfeccién con Virkon S® no se detectd
seroldgicamente Cmm no existiendo diferencias significativas con el 10 % de deteccion en el
tratamiento con Sporekill®.

Cuadro 2. Porcentaje de plantas con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) trasmitido
mediante tijeras infectadas con una solucidn bacteriana estimado a través de la presencia de sintomas y
serologia’.

Tratamiento Plantas con sintomas de Plantas con
Cmm(%) aislamiento de | DAS-ELISA
Externos? Haces colonias positivo para
vasculares? bacterianas (%) * | Cmm (%) °
1. Sin inoculacién 0a® Oa 20a Oa
2. Sin desinfeccidn 87 c 90 d 95 ¢ 100 c
3. Hipoclorito de Oa 3 ab 15a 45 b
sodio
4. Virkon S 57 b 17 bc 50 b Oa
5. Desinfectante a 100 ¢ 97 d 95 ¢ 100 c
base de iodo Perrin
6. Sporekill 17 b 27 ¢ 25 ab 10a
CV (%) 32 35 35 30

1Todos los datos en porcentajes fueron corregidos por la férmula arc sen V% para su anélisis estadistico.
2Sintomas externos asociados con Cmm (marchitamiento, necrosis foliar, raices aéreas, amarillamiento).
3Deterioro de los haces vasculares y/o médula en corte longitudinal.

4 Aislamiento de colonias similares a Cmm a partir de la seccién longitudinal de los 5 cm siguientes al
corte usado en la inoculacion.

> Deteccién de Cmm mediante la prueba DAS-ELISA (double antibody sandwich enzyme linked
immunosorbent assay) en las muestras vegetales.

6 Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente por la prueba de rangos
multiples de Duncan al 1%.

En el experimento de trasmision a partir de plantas, los mayores porcentajes de trasmision
también se observaron en el testigo sin desinfectar y en el tratamiento con el desinfectante a
base de iodo. El porcentaje de plantas con sintomas fue superior al 85 % diferenciandose
significativamente del resto de los tratamientos. Nuevamente, el tratamiento con hipoclorito
de sodio no fue significativamente diferente del testigo sin inocular expresando solo 3 % de
plantas con haces vasculares necrosados. Los tratamientos con Sporekill® y Virkon® tuvieron
valores intermedios con 17-27 % de las plantas con sintomas pero diferenciandose
significativamente del testigo sin desinfeccién (Cuadro 3).
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En el 100 % de las plantas del testigo sin desinfeccién y en las del tratamiento desinfectante a
base de iodo se detect6 Cmm mediante andlisis seroldgico. No se detecté Cmm por serologia
en las plantas sin inocular y en las con desinfeccién por hipoclorito, mientras que en los
tratamientos con Virkon S® y Sporekill® Cmm fue detectado en el 35 y 15 % de las plantas
diferencidandose estadisticamente entre si (Cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de plantas con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) trasmitido
mediante tijeras infectadas a partir de plantas enfermas estimado a través de la presencia de sintomas y
serologia®.

Tratamiento Plantas con sintomas de DAS-ELISA
Cmm (%) positivo para
Externos? Haces Cmm (%) *

vasculares?

1. Sin inoculacidn 0a° Oa Oa

2. Sin desinfeccidn 87 c 90 d 100 d

3. Hipoclorito de Oa 3 ab Oa

sodio

4. Virkon S 23b 17 bc 35 ¢

5. Desinfectante a 100 c 97 d 100 d

base de iodo Perrin

6. Sporekill 17 b 27 ¢ 15 b

CV (%) 32 35 22

1Todos los datos en porcentajes fueron corregidos por la férmula arc sen V% para su andlisis estadistico.
2Sintomas externos asociados con Cmm (marchitamiento, necrosis foliar, raices aéreas, amarillamiento),
14 dias despues de la inoculacion.

3Deterioro de los haces vasculares y/o médula en corte longitudinal, 42 dias después de la inoculacién.

4 Deteccién de Cmm mediante la prueba DAS-ELISA (double antibody sandwich enzyme linked
immunosorbent assay) en las muestras vegetales, 42 dias despues de la inoculacion.

5> Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente por la prueba de rangos
multiples de Duncan al 1%.

Discusion

Los resultados obtenidos confirman la importancia de la trasmision de esta enfermedad
mediante los elementos de corte normalmente utilizados en el cultivo. En ambos
experimentos se obtuvo una infeccion cercana al 100 % al utilizar tijeras contaminadas con el
patdgeno. En algunos casos este porcentaje se redujo si las tijeras fueron sumergidas en las
soluciones desinfectantes previo al corte de plantas sanas. La trasmisidon obtenida utilizando
una solucién bacteriana o una planta enferma como fuente de inéculo fue muy similar.
Ninguno de los desinfectantes evaluados logré prevenir totalmente la trasmision de Cmm. Eso
concuerda con lo expresado por Kleinhempel et al. (1987) quienes sostienen que aun los
mejores métodos de desinfeccion y limpieza son inefectivos para eliminar totalmente bacterias
de las herramientas de corte. Segun estos autores en las superficies de la hoja de corte existen
orificios microscépicos de los cuales el exudado bacteriano no puede ser quitado. Otro aspecto
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gue pudo haber perjudicado el desempefio de los desinfectantes en este trabajo fue el tiempo
de contacto con el material a desinfectar, el cual debe ser por lo menos de diez minutos
(Mebalds et al.,, 1997; van der Wolf et al., 2005; Teviotdale et al., 1991). Por ello, una
desinfeccidn rdpida como la que se realiza entre plantas durante las labores de desbrote y
deshoje en un cultivo comercial no seria suficiente para prevenir la trasmision.

Sin embargo, en este trabajo se encontraron diferencias significativas en la eficiencia de
desinfeccién entre los tratamientos evaluados. Al respecto se destacan los tratamientos en los
que la desinfeccion de herramientas fue efectuada con hipoclorito de sodio, Virkon S® y
Sporekill®. Los tres tratamientos presentaron los menores porcentajes de plantas con sintomas
externos e internos y de presencia de Cmm detectada por la prueba DAS-ELISA frente al testigo
sin desinfeccion coincidiendo con lo observado por Baysal-Gurel et al., 2010.

Si bien la prevencion de la trasmisién no fue total y se mantiene el riesgo de diseminacion de la
enfermedad, se debe tener en cuenta que en este trabajo se utilizaron fuentes de inéculo con
alta concentracion de bacterias. Segin Thyr, 1968, Meletzus et al. 1993 y Garteman et al.,
2003, la aparicién de sintomas depende de la poblacidon bacteriana colonizando el huésped.
Cmm puede vivir como endodfito en la planta de tomate pero para ocasionar sintomas debe
superar una poblacidn de 10% cfu/g de tejido ademds de poseer algunos plasmidos
involucrados en la patogenicidad (Meletzus et al. 1993). A ese nivel la bacteria es capaz de
provocar la alteracion fisica del xilema lo cual junto a la produccién de extrapolisacaridos
impide la normal circulacién de agua.

En un cultivo comercial las plantas con sintomas seguramente son eliminadas previamente al
deshoje o desbrote o no se realizan labores en el resto del cultivo usando la misma
herramienta.

A pesar de que en trabajos se obtuvieron buenos resultados utilizando desinfectantes a base
de iodo para Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Koponen et al., 1992), en nuestro
estudio la solucion de iodo jabonosa empleada no tuvo efecto en la prevencion de la
trasmisioén. Los valores obtenidos fueron muy similares a los del testigo sin desinfeccién, por lo
gue su uso no seria recomendable en cultivos comerciales para ese fin. Probablemente la
diferencia radique en la naturaleza quimica de los compuestos a base de iodo evaluados.

De acuerdo a los resultados obtenidos de mantenerse las condiciones de uso (tiempo de
accion) el mejor desinfectante para evitar la trasmision por tijeras es la solucién de hipoclorito
de sodio. Sin embargo, en las condiciones de campo deberan tenerse en cuenta la pérdida de
su efectividad por fotodegradacién o por acumulacidon de materia organica, aspectos que no
son mencionados como limitantes para los otros productos evaluados. Una alternativa para
mejorar el desempefio de esta medida puede ser el uso de mdultiples tijeras de forma de
aumentar el tiempo de permanencia en la solucién desinfectante.

De todas formas la falta de prevencion total de la trasmision hace imprescindible que esta
medida sea incluida como parte de un manejo integrado de la enfermedad y no en forma
aislada.

En este trabajo se encontraron diferencias entre los porcentajes de infeccion con Cmm
estimados mediante el aislamiento en medio de cultivo, serologia y presencia de sintomas. La
utilizacidon de medios de cultivo que no fueron semiselectivos, tal como se recomienda para la
deteccion de este patdégeno (OEPP/EPPO, 2003), permitid el aislamiento de bacterias con
colonias similares a Cmm pero que no correspondian al patégeno en estudio, aun en el
tratamiento testigo sin infectar. Kaneshiro et al. (2006) mencionan varias bacterias similares a
Cmm aisladas de tomate que no reaccionan con el antisuero monoclonal Cmm1l
(Microbacterium saperdae, M. laevaniformans, Sanguibacter keddieii, Curtobacter citreum, C.
pusillhum).
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El hecho de que los porcentajes de deteccion de Cmm por ELISA fueran mayor que los
porcentajes de plantas con sintomas visibles en los tratamientos puede ser debido a la
ocurrencia de un periodo de latencia prolongado (Tsiantos, 1987, Chang et al. 1992) y/o a su
presencia como endofito sin llegar a concentraciones que hayan causado sintomas (Thyr, 1968,
Meletzus et al. 1993 y Garteman et al., 2003).
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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 cdmara de crecimiento (26 °C, 16 hs luz 8 hs
oscuridad) e invernadero de vidrio sin calefaccionar (18-24 °C). 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 inmersién en 5
ml de una soluciéon de Cmm 10® UFC/mI de agua estéril. Se realizaron 3 aplicaciones semanales
pre inoculacidn y 3 pos inoculaciéon. Se usé un disefio de bloques al azar con tres repeticiones,
con cuatro plantas por parcela. Se evalud el porcentaje de plantas enfermas desde los 13 dias
posinoculacion (dpi). A los 28 (camara) y 38 (invernadero) dpi se registro el estado de vasos y
médula en corte longitudinal de tallos. Hasta 24 dpi Bio D, EM, y Biorend presentaron los
menores porcentajes de plantas enfermas en cdmara no diferenciandose estadisticamente con
el testigo sin inocular. Biorend presentd el menor porcentaje de distorsidon en corte de tallos
seguido por Nacillus y Bio D. En invernadero el menor porcentaje de plantas enfermas hasta 27
dpi se obtuvo con Nacillus y Bio D. Bio D presenté el menor porcentaje de plantas con
distorsidon en tallos. DAS-ELISA confirmé la infeccidon en todas las plantas salvo en las no
inoculadas. Si bien los resultados de estos experimentos en maceta deberan ser confirmados
en condiciones de cultivo la aplicaciéon en riego de algunos de los productos evaluados
contribuird 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 introduccién 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 investigacidon sobre aspectos practicos de esta
enfermedad vinculados a su manejo integrado pero hasta el momento no se han encontrado
métodos efectivos para su control basdndose el mismo 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 investigacidn previos se
ha confirmado la relativa eficacia en el manejo de esta enfermedad de productos a base de
cobre y sustancias inductoras de resistencia. En este trabajo se buscd conocer el efecto de
productos formulados a base de Bacillus subtilis y algunos productos inductores de resistencia
sobre la incidencia de cancro bacteriano.
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Materiales y métodos

Material vegetal: Tomate cultivar Michele

Siembra en almacigas: 28/4/2015.

Trasplante a macetas de 1 | capacidad: 1/6/2015

Inoculacién: Cepa LB17 de Cmm de la coleccién de INIA LB. Corte de raices a trasplante e
inmersién por 30” en 5 ml de suspension 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 solucién/planta (15/5, 22/5 y 28/5) en
macetas en 50 cc de solucién por planta (5/6, 12/6, 18/6 y 30/6 éste ultimo solo en el
experimento en inverndculo).

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 cc/I
Biorend (quitosano), 2% 20 cc/|

Sulfato de cobre 0,1 g/l

Bio D (hidracido de &cido citrico) 0,2 cc/planta: 20 cc/I

Experimento 1: En camara de crecimiento Sanyo R 502 a 26°C 18 y 6 horas luz/oscuridad. La
temperatura oscil6 alrededor de los 25°C y la humedad relativa se traté de mantener alta (70-
90%) mediante la colocacién de recipientes con agua.

Experimento 2: En invernadero con control de temperatura (ver grafica).

Disefio experimental: En ambos experimentos se usé un disefio de bloques al azar con cuatro
repeticiones siendo las mismas los estantes en la camara o las mesas en el invernadero. Las
parcelas estaban compuestas de cuatro plantas cada una. Los datos en porcentaje fueron
transformados por arcsenV% previo a su analisis.

Evaluaciones:

1) Evolucion del nimero de plantas enfermas. Se registrd el porcentaje de plantas con
sintomas de la enfermedad en los periodos: 11-28 dpi (camara) y 14-38 dpi
(invernaculo).

2) Estado de vasos y médula en corte longitudinal de tallos a los 28 (cdmara) y 38
(invernadero) dpi. Se registro 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).

3) Todas las plantas fueron analizadas por la prueba DAS ELISA al fin de los experimentos
para verificar infeccion con Cmm (reactivos AGDIA Inc. Elkhart, IN, EEUU).
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Figura 1. Arriba izquierda: aplicacién de los tratamientos, derecha: inoculaciéon al trasplante mediante
corte de raices e inmersion en solucidn bacteriana. Abajo izquierda: vista general de experimento en
camara, derecha: experimento en invernadero.

Resultados
Experimento 1: Camara

En la figura 2 y el cuadro 1 se muestran la evolucidn de la incidencia de la enfermedad desde el
comienzo de sintomas 11 dias pos inoculacién, dpi, y el estado de las secciones longitudinales
de los tallos a fin del experimento.
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Figura 2. Evolucién del porcentaje de plantas enfermas. Experimento en camara.

Cuadro 1. Porcentaje de plantas enfermas y estado de tallos en seccion longitudinal al final del
experimento en camara.

Tratamientos % plantas | % plantas | % plantas | Intensidad de
enfermas enfermas seccion  tallo | distorsién
17 dpi 22 dpi marrén seccion?
Testigo inoculado 100 ¢! 100 c 75 cd 2,3 b
Sin inocular Oa 0 a Oa 0,0a
Nacillus 58 bc 67 bc 42 bc 1,3 ab
Baktillis 42 ab 75 bc 58 cd 1,3 ab
EM 25 ab 58 b 83 d 1,7 ab
Biorend 42 ab 67 b 17 ab 0,3a
Bio-D 25 ab 75 bc 42 bc 1,0 ab
Sulfato de cobre 75 bc 100 c 75 cd 23 b

! Los datos seguidos por igual letra no difieren significativamente al 1% segun prueba de rangos
multiples de Duncan
2Intensidad de distorsién: 0 = sin sintomas, 1= leves, 2= moderados y 3= fuertes.
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Figura 3. Plantas con sintomas de cancro bacteriano en experimento de cdmara.
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Figura 4. Amarronamiento de médula y vasos en secciones longitudinales de tallos en experimento en
camara.

Experimento 2: Inverndaculo

En la figura 5y el cuadro 2 se muestran la evolucidn de la incidencia de la enfermedad desde el
comienzo de sintomas 14 dias pos inoculacidon, dpi, y el estado de las secciones longitudinales
de los tallos a fin del experimento.
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Figura 5. Evolucidn del porcentaje de plantas enfermas. Experimento en invernadero.
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Cuadro 2. Porcentaje de plantas enfermas y estado de tallos en seccidon longitudinal al final del
experimento en invernadero.

Tratamientos % plantas % plantas % plantas Intensidad de
enfermas enfermas seccion tallo distorsion
24 dpi 29 dpi marrén seccién (0-3)2
35 dpi
Testigo inoculado 70 b?! 92 ¢ 92 ¢ 21 b
Sin inocular Oa Oa Oa 0,0 a
Nacillus 11a 91 c 100 ¢ 1,4 b
Baktillis 72 b 100 ¢ 100 c 22 b
EM 67 b 89 bc 89 ¢ 1,6 b
Biorend 69 b 89 bc 89 < 1,2 b
Bio-D 22 ab 53 b 44 b 1,3 b
Sulfato de cobre 72 b 81 bc 92 ¢ 19 b

! Los datos seguidos por igual letra no difieren significativamente al 1% segln prueba de rangos
multiples de Duncan
2Intensidad de distorsién: 0 = sin sintomas, 1= leves, 2= moderados y 3= fuertes.

Figura 6. Sintomas de cancro bacteriano en experimento en inverndaculo.
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Conclusiones
Experimento en cdmara:

1. Ninguno de los tratamientos evaluados previno totalmente la enfermedad.

2. Los menores porcentajes de plantas enfermas en el experimento en camara a los 17
dpi se observaron en los tratamientos en que se aplicé: Biorend, Bio D, EM y Baktillis
mientras que a los 22 dpi Unicamente los tratamientos con Biorend, EM y Bio D se
diferenciaron del testigo sin aplicaciones.

3. Los menores porcentajes de plantas con amarronamiento de tallos y vasos fueron
presentados por los tratamientos con Biorend seguidos por Nacillus y Bio D. Siendo
aquellos de Biorend los de menor intensidad.

Experimento en invernadero:

1. Ninguno de los tratamientos evaluados previno totalmente la enfermedad.

2. Los menores porcentajes de plantas enfermas a los 24 dpi en el experimento en
invernadero fueron los de Nacillus y Bio D.

3. El menor porcentaje de plantas enfermas y con problemas de amarronamiento de
tallos se observé en el tratamiento con Bio D.

Tomando en cuenta ambos experimentos se puede decir que los tratamientos con Bio D,
Nacillus y Biorend son alternativas a estudiar y evaluar en condiciones de cultivo pudiendo ser
consideradas en el manejo de esta enfermedad.
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Palabras clave: cancro bacteriano, Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis, control.

Introduccion

Durante los ultimos afos se han realizado experimentos tendientes a evaluar diferentes
medidas para el manejo del cancro bacteriano del tomate (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis): desinfeccion de semillas, desinfeccion y manejo del agua de riego, rotaciones,
etc. En este trabajo se muestran los resultados del ultimo de una serie de ensayos en los que
se evalud la eficacia de productos aplicados al follaje en tomate cultivado al aire libre.

Localizacion: Campo experimental, INIA Las Brujas. En un cuadro donde existen fuertes
antecedentes de cancro bacteriano.

Almacigo: 24/9/2013 con semilla tratada con bafio en agua caliente. Cultivar Michelle
(Sakata).

Fecha de trasplante: 24/10/13

Distancia de plantacién: 0,60 x 0,50 m.

Disefio experimental: Bloques al azar con cuatro repeticiones. Cada parcela constd de dos filas
de cuatro metros de largo.

Variedad: Michelle (Sakata), semilla desinfectada con agua caliente. Tomate de mercado
entutorado.

Enfermedad: Cancro bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), Cmm.
Tratamientos:

Formados por aplicaciones semanales a partir del 10/12/13 de los siguientes compuestos:

Cuadro 1. Caracteristicas de los tratamientos evaluados.

Nombre Comercial | Principio Activo Dosis/100 | Modo de accidn
1. Bion 500 WG Acibenzolar S methyl 5g Inductor de
resistencia
2. Afital Cobre Anhidrido fosfdrico (P205): 25 % | 250 cc Inductor de
Cobre (Cu): 5% resistencia
3. Biorend Cobre Quitosano y Sulfato de Cobre | 150 cc Inductor de
Penta hidratado mds una base resistencia
guelatante organica
4. Biorend Quitosano 250 cc Inductor de
resistencia
5. Fanavid 85 oxicloruro de cobre 50% PM 300g Bactericida
6. Testigo sin
tratar.

Gasto de agua: 1000 I/ha. Aplicacién con pulverizadora manual de mochila.
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Evaluaciones

De seguimiento sanitario: Desde el comienzo de la enfermedad (20/12/13) se registrd
semanalmente el nimero de plantas afectadas por fila. A cada planta se le asignaron grados
segun la severidad de la enfermedad usando la siguiente escala: 0 = sin sintomas, 1= una o
dos hojas comenzando a marchitar, 2= algunas hojas marchitas y comienzo de secado de las
mismas, 3= algunas hojas secas, planta en su mayor parte marchita, 4= planta marchita casi
muertay 5 = planta muerta.

Con los valores de incidencia (porcentaje de plantas afectadas) y severidad se calculd el drea
debajo de la curva de progreso de la enfermedad (ADCPE) para el periodo de evaluacion.

Al fin del ciclo (20/2/14) se evalud el estado del sistema vascular de los tallos de todas las
plantas de cada parcela cortandolos longitudinalmente desde el cuello. Cuatro plantas por
parcela fueron analizadas por la prueba ELISA para verificar la presencia de Cmm en su
interior.

También se evalud el efecto de los tratamientos en el control mancha bacteriana usando una
escala visual de porcentaje de area cubierta con la enfermedad (3/2y 12/2/2014).

Resultados:

Evoluciéon del nimero de plantas enfermas (incidencia).

En esta temporada la evolucién de la enfermedad fue rdpida y casi total desde su aparicién por
lo que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en
el porcentaje de plantas enfermas ni en el drea debajo de la curva de progreso de la
enfermedad en el periodo. Desde el 20/12/2013 todos los tratamientos presentaron mas del
90% de las plantas enfermas.

Evolucién de la severidad.

En el cuadro 2 y en la figura 1 se muestra la evolucién de la severidad de la enfermedad en los
seis tratamientos. Se destacan los menores valores de severidad estadisticamente
significativos observados en los tratamientos a base de Biorend Cobre, Bion, y Oxicloruro de
cobre durante la mayor parte del ciclo.

Cuadro 2. Severidad de sintomas de cancro bacteriano (escala 0-5) y el area debajo de la curva
de progreso de la enfermedad.

Tratamiento 13/01/2014 | 27/01/2014 | ADCPE!
1. Bion 500 WG 2.64 abc 3.09 a 144 a
2. Afital Cobre 2.68 abc 342 b 153 ab
3. Biorend Cobre 2.51a 3.10a 145 a
4. Biorend 283 ¢ 377 ¢ 162 ¢
5. Fanavid 85 2.38a 2.82a 139 a
6. Testigo sin tratar. 288 ¢ 3.69 bc 163 c
Coef. de variacion (%) 4.2 4.6 4.3

IADCPE= Area debajo de la curva de progreso de la enfermedad (calculada con todos los datos).

2 Los valores seguidos por igual letra no son diferentes estadisticamente por la prueba Duncan al 1%.
Para su analisis los datos fueron llevados a porcentaje sobre el valor maximo (5) y corregidos por arcsen
V%
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Figura 1. Evolucion de la severidad de la enfermedad medida con una escala 0-5 (0= sin sintomas, 5=
planta muerta).

Estado del sistema vascular y prueba ELISA.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en el
porcentaje de plantas con amarronamiento en cortes longitudinales variando los porcentajes
entre 37% (Biorend Cobre) y 56% (Testigo sin tratar) con un coeficiente de variacién alto (44%)
para esta evaluacion.

En el cuadro 3 se presentan los resultados del analisis seroldgico de cuatro plantas por parcela
a fin de ciclo en porcentaje de plantas con deteccion de Cmm a fin de ciclo.

Cuadro 3. Porcentaje de plantas con deteccidn de Cmm por DAS ELISA a fin de ciclo (del analisis de
cuatro plantas por parcela)

Tratamiento Porcentaje de plantas con deteccién de Cmm
1. Bion 500 WG 88 ab?

2. Afital Cobre 69 ab

3. Biorend Cobre 63 ab

4. Biorend 81 ab

5. Oxicloruro de cobre 50 a

6. Testigo sin tratar. 100 b

Coef. de variacion (%) 33

! Los valores seguidos por igual letra no son diferentes estadisticamente por la prueba Duncan al 5%.
Para su andlisis los datos fueron corregidos por arcsen V%
Efecto secundario sobre mancha bacteriana.
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En el cuadro 4 se muestran los resultados de las evaluaciones de severidad de mancha
bacteriana para los distintos tratamientos.

Cuadro 4. Porcentaje de area foliar cubierta con mancha bacteriana (severidad).

Tratamiento 03/02/2014 | 12/02/2014
1. Bion 500 WG 18 at 24 a

2. Afital Cobre 14a 28 ab

3. Biorend Cobre 16a 29 ab

4. Biorend 18 a 28 ab

5. Oxicloruro de cobre 14a 36 bc

6. Testigo sin tratar. 33 b 40 c
Coef. de variacion (%) 17 13

! Las medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente por la prueba Duncan de rangos
multiples al 5% de probabilidad. Los valores en % fueron corregidos por arcsen V% previo a su analisis.

Comentarios

1.

Ninguno de los tratamientos evaluados tuvo efecto sobre el porcentaje de plantas
enfermas ni su evolucion.

La menor severidad de la enfermedad se observd en las parcelas tratadas con Biorend
Cobre, oxicloruro de cobre y Bion.

No se encontraron diferencias entre los tratamientos en cuanto al estado de vasos a
fin de ciclo.

Todos los tratamientos presentaron menor porcentaje de deteccién de Cmm por ELISA
frente al testigo sin tratar siendo los menores porcentajes aquellos de las parcelas
tratadas con cobre.

Todos los tratamientos presentaron un buen control secundario de mancha bacteriana
frente al testigo sin tratar, destacdndose Bion.

Conclusiones
Tomando en cuenta las tres temporadas en que estos tratamientos fueron evaluados se puede
concluir:

1.

Si bien en alguno de los experimentos se observaron diferencias en el porcentaje de
plantas enfermas, los tratamientos en general no mostraron diferencias en incidencia
por lo que no serian efectivos para prevenir la diseminacidn de la enfermedad.

Las diferencias entre tratamientos se observaron en la severidad de la enfermedad
(grado de intensidad de sintomas). Los tratamientos que presentaron menor
intensidad de sintomas en las tres temporadas fueron: Biorend cobre, Bion y los
fungicidas cupricos (hidréxido u oxicloruro).

En general esas diferencias estuvieron asociadas con distinto grado de afeccién de los
tallos (amarronamiento de médula y vasos en cortes longitudinales).
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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 2014-2015.

Diego Maeso, Alfredo Fernandez, Wilma Walasek!

!Programa Produccién Horticola. Seccidn Proteccidn Vegetal. INIA Las Brujas. Ruta 48 km 10.
Rincén del Colorado. Canelones. Uruguay. dmaeso@inia.org.uy

Palabras clave: Cancro bacteriano, Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis, Bacillus
subtilis, control.

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 aplicacion 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 evaluacién 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 aplicacién 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 producciéon de antibidticos 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 disminucion de dafios por cancro bacteriano en tomate (Flores 2004, Rojas 2014,
Jung et al. 2014).

A continuacién se presentan los resultados de dos experimentos uno al aire libre en INIA LB y
otro en invernaculo comercial realizados en la temporada 2014-2015.

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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Experimento 1. Cultivo al aire libre en INIA LB.

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 panordmica del ensayo.

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

Cultivo: Tomate de mesa, variedad Michelle. Distancia de plantacion 0,6 x 0,50 m en cabana
doble fila. Fecha de siembra 5/9/2014, trasplante 21/10/2014.

Disefio experimental: Bloques al azar con cuatro repeticiones. Cada parcela constaba de una
cabana de dos filas de ocho plantas cada una (figura 2).

Figura 2. Detalle de una parcela.
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Andlisis estadistico: Se realizd un analisis de variancia y posterior separacion de medias
mediante la prueba Duncan. Para ello se utilizd el paquete estadistico Infostat de uso libre
(www.infostat.com.ar).

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% Hidroxido de cobre 300 g Cada 7 dias
6. Biorend cobre Quitosano y Sulfato de | 150 cc Cada 7-10 dias
Cobre Penta hidratado +
base guelatante
organica
7. Bion Acibenzolar S methyl 5g Cada 7-10 dias
8. Tixan Alginato de cobre 200 cc Cada 7-10 dias
9. Testigo sin tratar

Las aplicaciones preventivas comenzaron el 28/11/2014, mientras que las aplicaciones pos-
inoculacién comenzaron el 13/1/2015. Los tratamientos preventivos (1, 3, 5, 6, 7 y 8)
recibieron 14 aplicaciones mientras que los pos-inoculacién (2 y 4), 7. La ultima aplicacién de
todos los tratamientos fue realizada el dia 24/2/15.

Inoculacién:

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 9/1/2015 (dos por fila). Se utilizé una suspensién de Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis de aproximadamente 1 x 108 UFC/ml y se realiz6 una
herida cortando una hoja completamente desarrollada con una tijera embebida en la soluciéon
bacteriana (figura 3).
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Figura 3. Inoculacion. lzquierda corte con tijeras embebidas en solucidn bacteriana. Derecha plantas
inoculadas identificadas en el comienzo de cada parcela.

Pardmetros evaluados:

Evolucién de la enfermedad.

A partir de la aparicion de la enfermedad (mediados de febrero 2015) 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 calculd el porcentaje
frente al grado maximo. Adicionalmente con todas las evaluaciones tanto de incidencia como
de severidad se calcul6 el area 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 (coloracidon anormal de vasos y/o médula, médula esponjosa, etc.),
calculdandose el porcentaje de plantas afectadas.

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

Resultados

Incidencia

En el cuadro 2 vy la figura 4 se muestra la evolucién de la incidencia de la enfermedad
(porcentaje de plantas que presentaban algun sintoma de la enfermedad frente al total).
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Cuadro 2. Incidencia de cancro bacteriano 2015 (%).

Tratamiento 19/01 | 27/01 | 02/02 | 09/02 | ADCPE
total

1. Nacillus 300 g/100 | 27 b' |55 bc |80 bc |83 b |2480 bc
2. Nacillus 500 g/100 | 19ab |50abc |52 b |61 b |[2071 b
3. Baktillis 300 g/100 | 30 b |41abc |66 bc |75 b | 2298 bc
4. Baktillis 500 g/100lI 14ab |39ab |70 bc |75 b | 2218 bc
5. HidroCup 77% 300 g/100 | 9a 22 a 20 a 22 a 1198 a

6. Biorend cobre 150 cc/1001 | 13ab |36abc |63 bc |66 b 2169 b
7.Bion5g/100 | 20ab [ 31ab |63 bc |71 b |2088 b
8. Tixan 200 cc/100 | 32 b |8 ¢ |79 bc {8 b |2562 bc
9. Testigo sin tratar 27 b |59 bc [98 ¢ |98 b |2802 ¢

! 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 19/1 (10 dias pos inoculacién). La menor
incidencia de la enfermedad se observd durante toda la temporada en el tratamiento a base
de HidroCup. En las primeras evaluaciones (19 y 27/1) la incidencia en este tratamiento no se
diferencid estadisticamente de la observada en los tratamientos con Nacillus, Baktillis, Biorend
cobre y Bion. Posteriormente el porcentaje de plantas enfermas aumentd en estos ultimos vy al
final de la estacién no existieron diferencias con lo registrado en el testigo sin tratar.

Los tratamientos con menor incidencia de la enfermedad considerando el ADCPE calculada
para toda la temporada fueron HidroCup seguido por Nacillus (500 g/100 1), Biorend cobre y
Bion. El resto de los tratamientos no se diferenciaron del testigo sin tratar.
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Macillus 300 g/100 | ¢/15 dias

seveane Nacillus 500 gf100 | ¢f 7 dias luego de sinlomas
= === Raktillis 300 g/100 | c/15 dias

= = Haktillis 500 /100 ¢f? dias luepo de sintomas
= « = Hidro-cup 200 g cada 15 dias

= = Rjorend cobre 150 cc cf/7 dias

= .« Bion 5g/ 100 cada 7 dias

— - Tixan 200 cc/100 | cada 7 dias

— Jeslign

Figura 4. Evolucion 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 seglin una escala 0-5).
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Cuadro 3. Resultados de las evaluaciones de severidad de cancro bacteriano (segun escala 0-5).

Tratamiento 19/01 02/02 17/02 ADCPE
total
1. Nacillus 300 g/100 | 0,30 bc | 1,1 cde |1,7bc 1139 bcd
2. Nacillus 500 g/100 | 0,20abc | 0,6 b 1,3b 897 b
3. Baktillis 300 g/100 | 0,30 bc | 0,8 bcd 1,6 bc 1038 bc
4. Baktillis 500 g/100 0,14ab | 0,8 bcd 1,3b 897 b
5. HidroCup 77% 300 g/100 | 0,09 a 0,2a 0,4a 529 a
6. Biorend cobre 150 cc/1001 | 0,13 abc | 0,7 bc 1,4b 921 b
7.Bion 5 g/100 | 0,21 abc | 0,8 bcd 1,4b 923 b
8. Tixan 200 cc/100 | 0,34 ¢ |13 de [2,0cd 1252 cd
9. Testigo sin tratar 0,27 bc | 1,7 e |25 d 1349 d

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

En general los ataques de cancro bacteriano no llegaron a producir grandes pérdidas
no superando en promedio los valores de severidad 3 (marchitamiento moderado). Bajo esas
circunstancias analizando toda la temporada en general el mejor control se obtuvo en el
tratamiento a base de HidroCup seguido por los tratamientos a base de Nacillus y Baktillis a
500 g/100 |, Biorend cobre y Bion. Los tratamientos a base de Tixan y con las menores dosis de
Baktillis y Nacillus no se diferenciaron del testigo sin tratar en la mayoria de las evaluaciones.

Severidad (0-5)

e W15 20000 | 615 s

snsnees Matillus S00 g/ 100 | ¢f7 dias luego de sintomas
==ae Rkl 200 1001 /15 dias

= = Eaktillis 500 g/ 1001 cf7 dias uego de sintomas
==+ = Hidro-cup 300 g cada 15 dias

= Bliiend cobne '|=Jl|-.|l'l'il|||' [3]5

— s Bion 5100 cada 7 dlas

s+ Tixan 200 cc/100 | cada 7 dias

— Tt

Figura 5. Evolucidn de la severidad (0-5) de cancro bacteriano.
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Figura 6. Sintomas en algunas parcelas al 17/2/2015. Arriba de izquierda a derecha: Testigo sin tratar,
Tixan, Biorend Cu. Debajo de izquierda a derecha: HidroCup, Baktillis 500 g/100 | y Nacillus 500 g/100 I.

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

1. Nacillus 300 g/100 | 42 ab

2. Nacillus 500 g/100 | 25 ab

3. Baktillis 300 g/100 | 29 ab

4. Baktillis 500 g/100 25 ab

5. HidroCup 77% 300 g/100 | 13 a

6. Biorend cobre 150 cc/1001 | 21 ab

7. Bion 5g/100 | 13 a

8. Tixan 200 cc/100 | 58 b

9. Testigo sin tratar 46 ab

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

Figura 7. Sintomas de cancro bacteriano evaluados en los cortes longitudinales a fin de ciclo (coloracién
anormal de vasos y médula, médula con consistencia esponjosa).

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, Nacillus y Baktillis a mayor dosis pos-inoculacidon y Bion. 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 hidréxido de cobre.
Sin embargo, el uso reiterado de cupricos puede generar algunos inconvenientes a futuro:
fitotoxicidad derivada de la acumulacion en suelo de cobre y la seleccién de cepas con
capacidad de resistencia a este producto. Por el momento esto no ha sido comprobado en
nuestro pais, pero como medida preventiva es conveniente encontrar herramientas
alternativas.
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En ese sentido, productos inductores de resistencia como el acibenzolar S methyl (Bion),
quitosano (Biorend Cobre), o aquellos formulados a base de cepas de Bacillus subtilis, de buen
desempeio en esta prueba, aparecen como medidas sustitutivas o complementarias que
permitiran al menos disminuir la cantidad de cobre aplicado por temporada.

Es de destacar que, dada su forma de accidn, la aplicacion de estos inductores debe ser
realizada previamente a la aparicién de la enfermedad. En este experimento la aplicacion de
Baktillis y Nacillus en su dosis mas alta fue realizada pocos dias después de la inoculacion o sea
en etapas tempranas del desarrollo de la enfermedad. La definicion del momento de inicio de
las aplicaciones es un tema a resolver, en este experimento el comenzar las aplicaciones
inmediatamente después de la inoculacidn significé una diferencia de 7 aplicaciones menos. Si
bien se tratan de resultados de una sola temporada estos productos funcionaron mejor a la
dosis mas alta.

Conclusiones
1) El ataque de cancro bacteriano en este experimento si bien llegd a afectar a casi el
100% de las plantas en el tratamiento testigo no revistié una severidad muy alta no
superando el nivel 3 (marchitamiento moderado).
2) El mejor control de la enfermedad evaluado como incidencia, severidad y presencia de
sintomas en cortes de tallos se observd en los tratamientos a base de HidroCup, Bion,
Nacillus y Baktillis (ambos pos-inoculacién a 500 g/100 |) y Biorend Cobre.

Experimento 2. Cultivo en invernaculo en predio comercial.

Materiales y Métodos

Ubicacion: Establecimiento del Sr. Omar Fernandez. Camino Paso del Medio. Caneldn Chico.
Departamento de Canelones. Cultivo de tomate en invernadero comercial sin calefaccién con
cubierta plastica y estructura de madera.

Forma de aplicacion: Foliar mediante pulverizadora de mochila con CO2 (R&D sprayers,
EEUU). Gasto por hectérea varié de 600 a 2000 | durante la temporada.

Cultivo: Tomate de mesa, variedad Torry. Distancia de plantacién 1,6 x 0,25 m. Fecha de
trasplante 11/11/2014.

Tratamientos: En el cuadro 1 se muestran los detalles de los tratamientos evaluados, dosis,
comienzo e intervalo entre aplicaciones.
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Cuadro 5. Tratamientos evaluados en el ensayo.

Tratamiento

Principio activo

Dosis/100 |

Intervalo

1. Nacillus Bacillus subtilis Preventiva 300 g | Cada 15 dias
2. Nacillus Bacillus subtilis Posinoculacion Cada 7-10 dias luego
500 g de inoculacion
3. Baktillis Bacillus subtilis Preventiva 300 g | Cada 15 dias
4. Baktillis Bacillus subtilis Posinoculacion Cada 7-10 dias luego
500 g de inoculacion
5. HidroCup 77% Hidréxido de cobre 300 g Cada 15 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 | 500cc Cada 7-10 dias
hidracidos de acido
citrico  obtenido de

hongos de suelo

9. Testigo sin tratar

Las aplicaciones preventivas comenzaron el 4/12/2014, mientras que las pos-inoculacion
comenzaron el 30/1/2015. Los tratamientos preventivos semanales (6, 7 y 8) recibieron 13
aplicaciones, los quincenales (1, 3 y 5) siete, mientras que los pos-inoculacién (2 y 4) tres. La

ultima aplicacidn de todos los tratamientos fue realizada el dia 2/3/15.

Disefio experimental:

Bloques al azar con cuatro repeticiones. El invernaculo constaba de seis filas, las dos externas
fueron dejadas como bordes y cada una de las centrales formd parte de un bloque. Las

parcelas constaban de cuatro metros de largo (16 plantas) dejdndose dos metros externos al
frente y al fondo del invernadero como borde (figuras 1y 2).

Figura 8. Vista panoramica del ensayo. Las cuatro filas centrales fueron las utilizadas en el experimento.
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Figura 9. Detalle de una parcela (desde la estaca hasta la cinta amarilla).

Inoculacién:

Se inocularon cuatro plantas en el comienzo de cada parcela el 14/1/2015. Se utiliz6 una
suspension de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis de aproximandamente 1 x 108
UFC/ml y se realizé una herida cortando una hoja completamente desarrollada con una tijera
embebida en la solucidn bacteriana (figura 10).

Figura 10. Inoculacidn. Izquierda corte con tijeras embebidas en solucién bacteriana. Derecha plantas
inoculadas identificadas en el comienzo de cada parcela.

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

Parametros evaluados:

Evolucion de la enfermedad.

A partir de la instalacion del ensayo se evalué semanalmente el porcentaje de plantas
enfermas por parcela (incidencia). Para evaluar la severidad a cada una de ellas se le asigné un
grado en una escala 0-5, donde 0 = plantas sin sintomas, 1= marchitamiento incipiente de las
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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 calculd el porcentaje frente al grado maximo. Todos los valores
en porcentaje fueron transformados por la férmula arcsen V% previo a su andlisis estadistico.
Adicionalmente con todas las evaluaciones tanto de incidencia como de severidad se calculd el
area debajo de la curva de progreso de la enfermedad (ADCPE).

Las plantas evaluadas fueron aquellas no inoculadas.

Resultados

Incidencia

En el cuadro 6 vy la figura 11 se muestra la evolucidn de la incidencia de la enfermedad
(porcentaje de plantas que presentaban algun sintoma de la enfermedad frente al total).

Cuadro 6. Incidencia de cancro bacteriano (% de plantas enfermas).

Tratamiento 22/01 | 10/02 12/03 23/03 ADCPE ADCPE
Hasta 2/3 | total

1. Nacillus 300 g/100 | 0,0 8,3 b’ |116a 16,0 abc | 262 abc 718 abc

NS?!

2. Nacillus 500 g/100 | 0,0 5,5 ab | 13,3ab | 13,5ab | 162a 571 ab

3. Baktillis 300 g/100 | 0,0 9,6 bc | 15,3ab | 16,6 bc | 290 abcd | 803 abc

4. Baktillis 500 g/100 | 0,0 1,6a 10,3 a 13,5ab | 160a 534 a

5. HidroCup 77% 300 | 1,6 13,7 ¢ | 12,3 a 10,8 a 371 cd | 744 abc

g/100 |

6. Biorend cobre 150 | 0,0 10,4 bc | 13,8ab | 16,3 bc | 222 abc 673 ab

cc/100 |

7.Bion 5 g/100 | 0,0 56 ab | 16,0ab | 19,3 ¢ | 188ab 738 abc

8. Bio-D Zn Mn 500 | 0,0 10,5 bc | 15,5ab | 15,9 abc | 351 bcd 846 bc

cc/100 |

9. Testigo sin tratar 0,6 145 ¢ | 190 b | 18,0 bc | 428 d 985 ¢

LNS = sin diferencias estadisticamente significativas en el andlisis de variancia.
2 Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de
rangos multiples.

Los primeros sintomas de la enfermedad comenzaron a observarse el 22/1 (8 dias pos
inoculacidn) solamente en algunas parcelas del tratamiento con HidroCup pero su evolucion
fue muy lenta. Recién en la evaluacién del 10/2 se comenzaron a registrar diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos siendo el tratamiento con Baktillis pos-
sintomas el que presenté menor porcentaje de plantas afectadas en esa evaluacion y el 12/3.
El tratamiento con HidroCup también presentd menor incidencia en las evaluaciones del 12/3
y 20/3.
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Los tratamientos con menor incidencia de la enfermedad considerando el ADCPE calculada en
el periodo con aplicaciones (hasta 2/3) fueron Baktillis y Nacillus pos-inoculacién, Bion,
Nacillus pre-inoculacidn y Biorend Cu diferenciandose del testigo sin tratar.
Los valores mas bajos del ADCPE de toda la temporada correspondieron a Baktillis y Nacillus
pos-inoculacién y Biorend Cu separdandose de aquellos del testigo sin tratar.
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Figura 11. Evolucion de la incidencia (porcentaje de plantas enfermas) de cancro bacteriano en los
distintos tratamientos.

Severidad
En el cuadro 7 y la figura 12 se muestran los resultados de las evaluaciones de severidad
realizadas (intensidad de la enfermedad segun una escala 0-5).
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Cuadro 7. Resultados de las evaluaciones de severidad de cancro bacteriano (segun escala 0-5).

Tratamiento 10/02 12/03 23/03 | ADCPE ADCPE total
Hasta 2/3

1. Nacillus 300 g/100 | 0,13 a* 0,4NS? | 1,0NS | 295 abc 997 NS
2. Nacillus 500 g/100 | 0,06 a 0,6 1,0 180 a 950

3. Baktillis 300 g/100 | 0,14 ab 0,8 1,0 297 abc 1100

4. Baktillis 500 g/100 0,02a 0,5 0,7 189 ab 836

5. HidroCup 77% 033 ¢ |04 0,4 409 c 975

6. Biorend cobre 150 cc/100!| | 0,17 abc 1,0 1,2 258 abc 1071
7.Bion 5 g/100 | 0,11 ab 1,3 2,0 204 ab 1385

8. Bio-D Zn Mn 500 cc/100 | 0,19 abc 0,7 1,0 385 bc 1207

9. Testigo sin tratar 0,31 bc 1,0 1,2 429 ¢ 1353

! Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de
rangos multiples.
2NS = sin diferencias estadisticamente significativas en el analisis de variancia.

Solamente se observaron diferencias estadisticamente significativas en la evaluacién del
10/2/2015 y en el ADCPE hasta el 2/3/2015 (periodo con aplicaciones). Los menores valores de
severidad se encontraron en las parcelas tratadas con Nacillus y Baktillis pos-inoculacion,
seguidas por aquellas tratadas con Bion. El resto de los tratamientos no se diferenciaron del
testigo sin tratar.

Severidad (0-5)

Figura 12. Evolucidn de la severidad (0-5) de cancro bacteriano.

Serie Actividades de Difusion N° 756
Resultados Experimentales en Sanidad de Tomate y Morrén N° 58



".
1A

INIA Las Brujas URUGUAY

Figura 14. Sintomas en algunas parcelas al 23/3/2015. Arriba de izquierda a derecha: Testigo sin tratar,
Bio-D, Biorend Cu, Bion. Debajo de izquierda a derecha: Hidro-cup, Baktillis 500 g/100 |, Baktillis 300
g/100 | y Nacillus 500 g/100 .

Serie Actividades de Difusion N° 756
Resultados Experimentales en Sanidad de Tomate y Morrén N° 59



INIA Las Brujas URUGUAY

Discusion

A pesar que en el establecimiento donde se ubicé el ensayo tradicionalmente ocurren fuertes
ataques de cancro bacteriano del tomate y de haber realizado la inoculaciéon de algunas
plantas de cada parcela, no se logré un ataque fuerte de la misma, aun en el testigo sin tratar.
El porcentaje de plantas enfermas no superd el 20% y la severidad de la enfermedad en
promedio, no llegd al grado 3 al fin del ensayo (plantas con marchitamiento moderado).

A pesar de ello se observaron diferencias entre los tratamientos a favor de Baktillis y Nacillus
fundamentalmente en sus mayores dosis aplicados pos-inoculacién, Bion y Biorend Cu todos
aplicados cada 7-10 dias. Es interesante que los efectos de estos tratamientos sobre la
incidencia perduraron aun luego de interrumpidas las aplicaciones sugiriendo el
mantenimiento de la respuesta via planta atribuida a ellos.

El poco control obtenido con el tratamiento de HidroCup muy probablemente esté
influenciado por la temprana incidencia de la enfermedad en las parcelas de este tratamiento
(22/1) cuya diseminacion no pudo ser controlada por este producto dado su accién
Unicamente preventiva y externa y que el mismo a su vez fue aplicado a intervalos
quincenales.

Conclusiones

Se encontrd un efecto beneficioso en el control del cancro bacteriano del tomate de las
aplicaciones foliares reiteradas de productos inductores de resistencia principalmente de
aquellos a base de Bacillus subtilis (Baktillis, Nacillus) aplicados cada 7-10 dias a dosis altas
luego de la inoculacién en condiciones de desarrollo moderado de la enfermedad.
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1. Introduccion.

Para el control de las bacteriosis en tomate se recomienda el uso de semillas sanas, de
cultivares resistentes y la proteccion de tejidos susceptibles con productos clpricos y/o
mancozeb. Sin embargo, estas medidas son dificiles de lograr debido a que no siempre se
cuenta con semillas sanas y cultivares resistentes y adaptados a las condiciones de produccion
de Uruguay. A su vez, los tratamientos con productos quimicos pueden ser poco efectivos en
condiciones dptimas para el desarrollo de la enfermedad o cuando los niveles de indculo son
altos. Por ello, es un desafio encontrar alternativas efectivas y amigables con el medio
ambiente para el control de las enfermedades producidas por las bacterias. Una de las
alternativas innovadoras y de novel desarrollo es el uso de aceites esenciales en el control de
patégenos de plantas. Por su procedencia natural los hacen mads seguros para las personas y el
medioambiente y ademas tiene bajo riesgo de desarrollo de resistencia por la compleja mezcla
de compuestos que hace que actuen diversos mecanismos de accién.

El objetivo del presente trabajo fue conocer el efecto de 15 aceites esenciales (a.e.) obtenidos
de plantas nativas de Uruguay, sobre el control de las bacterias Xanthomonas gardneri,
Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas syringae vy Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis que afectan a Solanum lycopersicum L. (tomate ) y contar con una primera
aproximacion a la dosis efectiva para evaluaciones en plantas.

2. Materiales y Métodos.
2.1 Aceites esenciales

Se utilizaron aceites esenciales disponibles en el laboratorio de Fitopatologia de la Estacion
Experimental de INIA — Salto Grande que habian sido extraidos por el método cldsico de
hidrodestilacion utilizando una trampa tipo Clevenger y conservados en frascos de rosca de
color ambar a 4 °C (Lombardo, et al., 2013).

2.2 Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas Xanthomonas vesicatoria, Xanthomonas gardneri, Pseudomonas
syringae y Clavibacter michiganensis subsp. michiganesis fueron proporcionadas por el Dr.
Diego Maeso, Estacion Experimental INIA _ Las Brujas.
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2.3 Estudios de actividad antimicrobiana in vitro

Se realizé una evaluacién cualitativa mediante bioautografia directa y cuantitativa mediante
microdilucién en medio liquido para conocer la minima concentracion inhibitoria.

3. Resultados.
3.1 Bioautografia directa.

Con algunas excepciones (cuadro 1) los aceites esenciales inhibieron el desarrollo de las
bacterias evaluadas. El 53%, inhibieron el crecimiento de las cuatro bacterias en estudio, 73%
tuvieron efecto sobre X. gardneri, 80% sobre X. vesicatoria, 67% sobre P. syringae y 93%
sobre C. michiganensis subsp. michiganensis. Aunque el tamafio de los halos de inhibicidn fue
variable, no es un método cuantitativo confiable debido a que los aceites esenciales pueden
expandirse en forma desigual sobre la placa cromatografica.

Cuadro 1 - Clasificacion de la intensidad de la inhibicidn de los aceites esenciales sobre las bacterias X. gardneri,
X. vesicatoria, P. syringae y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (CMM) considerando el didmetro
del halo desarrollado en la evaluacidén por bioautografia directa!

X.gardneri X. vesicatoria ‘ P. syringae CMM
Aceite Tamafio halo (en cm)

Schinus molle (H) X XX - XX
Schinus molle (Fr) XX XX - XXX
Achyrocline flaccida XX XX XXX XXX

Baccharis dracunculifolia - - XX XX
Baccharis trimera XX XX XXXX XXX

Conyza bonariensis XX XX XX XX
Pluchea sagittalis - XX XX XXX

Chenopodium ambrosioides XXXX XXX XXXX XX
Ocimum selloi XXX XX X XXXX
Blepharocalyx salicifolia XXX XX XX XXX
Acca sellowiana XX XXX XX XXX
Eugenia uniflora XXX XXX XX XXXX
Psidium cattleianum XXX XX X XXX

Aloysia gratissima - - X -

Lippia alba XXXX XXX XXX XXXX

1 (-) = Ausencia de halo; (X) = inhibicidn baja, didmetro < 1,1 cm; (XX) = inhibicidn intermedia, 2,0 cm > didmetro
> 1,1 cm; (XXX) = inhibicion alta, diametro > 2,1 cm (XXXX) = inhibicion total.

3.2. Microdilucién en medio sélido

Las concentraciones minimas inhibitorias obtenidas fueron con Chenopodium ambrosioides para X.
vesicatoria (500 pg.ml?), X. gardneri (500 pug.ml™) y P. syringae (250 pg.ml™); Lippia alba (500 pg.ml?)
para X. gardneri y Acca sellowana (125 ug.ml™?) para Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(cuadro 3).
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Cuadro 2. Minima concentracidn inhibitoria de los aceites esenciales sobre las bacterias X. gardneri, X.
vesicatoria, P. syringae y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (CMM) mediante evaluacion de
microdilucién en medio sélido?

X.gardneri X. vesicatoria l P. syringae l CMM

Aceite Concentracién inhibitoria minima (en ppm)
Schinus molle (H) - - N/A -
Schinus molle (Fr) - - N/A -
Achyrocline flaccida - - 1000 500
Baccharis
dracunculifolia N/A N/A - 250
Baccharis trimera - - - 500
Conyza bonariensis - - - -
Pluchea sagittalis N/A N/A - 10002
Chenopodium
ambrosioides 500 500 250 500
Ocimum selloi 1000 - N/A -
Blepharocalyx
salicifolia - - 1000 -
Acca sellowiana - - - 125
Eugenia uniflora 1000 1000 - 250
Psidium cattleianum 1000 - - -
Aloysia gratissima N/A N/A - N/A
Lippia alba 500 1000 1000 1000

LAusencia de inhibicién (-), N/A — no se realizd el ensayo para este aceite y esta bacteria

Conclusiones.

1. para el control de bacteriosis en tomate, los aceites esenciales promisorios para el
control integrado de las cuatro bacterias son los extraidos de Chenopodium
ambrosioides, y Lippia alba.

2. En el caso del a.e. de Ch. ambrosioides, tener en cuenta que la MIC fue diferente
segln la especie de bacteria evaluada.

3. Para llegar a un producto o recomendacion comercial desde el punto de vista
agrondmico aun se deben realizar estudios en vivo considerando: concentraciones
efectivas, métodos de aplicacién, fitotoxicidad, periodo de proteccién, formulaciones,
entre otras cosas.

La investigacion que da origen a los resultados presentados en la presente publicacion
recibié fondos de la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacién bajo el cédigo
INI_X 2013 1 10160y del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria fondos 50
proyecto N 12827 HO-16 0 0
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TECNOLOGIAS ALTERNATIVAS PARA EL MANEJO DE PLAGAS
EN CULTIVOS HORTICOLAS BAJO INVERNADERO

Evaluacion de la repelencia de Solanum commersonii para el control de mosca blanca
en tomate.

Evaluacion del efecto de la aplicacion de aceites esenciales para el control de mosca
blanca en tomate.

La produccién horticola tiene entre sus principales problemas tecnolégicos la incidencia de las
plagas. Por lo comun, en los sistemas convencionales de produccidn se emplean plaguicidas de
sintesis quimica como principal herramienta de control, para evitar o reducir los dafios
econdémicos.

La aplicacion de plaguicidas quimicos sin criterio, de manera no razonada y excesiva, no
solamente implica mayores riesgos para las personas sino que repercute en una agresion
permanente al medio ambiente, lo cual afecta el equilibrio bioldgico, disminuye la accidn de
los enemigos naturales, genera resistencia a los plaguicidas y produce contaminacién
ambiental.

El gran perjudicado ademas es el publico, no solo por la presencia de residuos téxicos en las
hortalizas que consume, las que constituyen un componente bdsico de la dieta y donde la
seguridad alimentaria es un derecho, sino también por el uso de medidas que no preservan el
medio ambiente, lo cual es una preocupacién adicional de la gente.

La incorporacidn de tecnologias alternativas al control quimico en los sistemas intensivos de
produccién, es una contribucion para una produccién mas eficiente y diferenciada,
respetuosas del medio ambiente, con mayor seguridad en cuanto a inocuidad alimentaria y
para las condiciones de trabajo y calidad de vida de los operarios. La incorporaciéon de nuevos
agentes de control y de herramientas alternativas, reducird la aplicacion de plaguicidas de
sintesis quimica.

En este sentido, INIA conjuntamente con el Laboratorio de Ecologia Quimica de la Facultad de
Quimica (Universidad de la Republica) trabajan en el desarrollo de métodos alternativos para
el control de la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum en produccion de tomate bajo
invernadero.

Por un lado en el desarrollo de bioplaguicidas a base de aceites esenciales (AE) de chirca
(Eupatorium buniifolium) y de ajenjo (Artemisia absinthium) y por otro lado con el estudio de
la actividad repelente de la papa silvestre Solanum commersonii para el control de dicha plaga.
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EVALUACION DE LA REPELENCIA DE SOLANUM COMMERSONII PARA EL
CONTROL DE MOSCA BLANCA EN TOMATE

Umpiérrez, M.L.} ; Rossini, C.1; Paullier, J.2

! Laboratorio de Ecologia Quimica, Facultad de Quimica, UdelaR, Montevideo-Uruguay.
2 INIA Las Brujas, Canelones-Uruguay.
mail de correspondencia: crossini@fg.edu.uy

Palabras clave: Solanum commersonii, tomate, mosca blanca, repelentes

Introduccion

Solanum commersonii (Solanaceae) es el nombre cientifico de una papa silvestre nativa de
Uruguay, que ademas se encuentra presente en el sur de Brasil, sur de Paraguay y noreste de
Argentina.

En estudios previos realizados en INIA se constaté que las plantas de esta especie presentaban
siempre menor infestacidon por mosca blanca que otros genotipos de papa que compartian el
mismo sitio de cultivo con S. commersonii. Esta observacidon condujo a la hipdtesis de que la
menor tasa de infestacidn podria deberse a la presencia de sustancias volatiles en esta especie
gue estuvieran actuando como repelentes de la mosca blanca.

La estrategia que se aplicd fue la de cultivar plantas supuestamente repelentes del insecto
plaga intercaladas con plantas del cultivo que queremos proteger, prdctica conocida como
“intercropping” ,en la que dos o mas cultivos se plantan y se hacen crecer juntos (Vandermeer,
1989).

La funcion de las sustancias voldtiles repelentes es provocar un rechazo a distancia de los
insectos, haciendo que estos no puedan encontrar a la planta que los emite o que la planta no
les resulte atractiva. De esta manera, al cultivar intercaladamente una planta que emite
volatiles repelentes, las plantas de tomate (cultivo hospedero natural al que queremos
proteger) no seran elegidas por la plaga.

Objetivo
Probar la hipdtesis de que S. commersonii pueda afectar las poblaciones de mosca blanca en
tomate cuando ambas plantas se hacen crecer en forma intercalada.

Metodologia
El ensayo se realizd en dos macrotuneles experimentales de 10 m x 3.5 m cada uno, instalados
en el campo experimental de INIA Las Brujas, durante el otofio de 2014 (Figura 1A).

En cada macrotunel se colocaron 40 plantas en total (Figura 1B): en uno solo plantas de
tomate y en el otro plantas de tomate intercaladas con plantas de S. commersonii.
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Figura 1: Disposicion del experimento realizado en macrotuneles (A). En un macrotunel se planté
Unicamente tomateras (B1), y en el otro tomateras intercaladas con plantas de S. commersonii (B2).

Una vez que las plantas tuvieron el tamafio adecuado se efectud la infestacién controlada con
adultos de mosca blanca en ambos macrotuneles.

Tanto para este ensayo como para el descripto a continuacidon se contd con una cria
permanente de mosca blanca establecida en las instalaciones de INIA Las Brujas. La infestacion
se realizd colocando en cada macrotiunel dos plantas de tomate con mosca blanca
provenientes de dicha cria.

Se realizaron evaluaciones semanales en ambos macrotuneles revisando diez plantas de cada
especie. Las observaciones en las plantas de tomate se realizaron en dos zonas, la zona
superior y la zona inferior, ya que la plaga puede distribuirse diferencialmente en la planta.

El grado de infestacidon de las plantas con mosca blanca fue evaluado a través de tres variables:

- N2adultos: 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 mds de tres cuartas partes del foliolo con ninfas.

Los datos fueron analizados a través de ANOVA para medidas repetidas (para el caso de N2 de
adultos y % Incidencia) y Modelo Lineal General (para el caso de Severidad) utilizando el
paquete estadistico SPSS Statistics 17.0.
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Resultados
Se realizaron comparaciones de las tres variables en el tiempo entre el tomate cultivado solo y
el tomate cultivado intercaladamente con plantas de S. commersonii (tomate co-cultivado).

En la evaluacién del nimero de adultos de mosca blanca sobre las hojas de tomate de ambos
tratamientos en funciéon del tiempo, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de poblacion presente en la zona superior de las plantas (Grafico 1).
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Gréfico 1: Promedio del nimero de adultos de mosca blanca presentes en la zona superior de las plantas
en cada fecha de evaluacién (ANOVA: Planta p = 0.354, Tiempo p < 0.001).

Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de adultos
de mosca blanca presentes en la zona inferior entre las plantas de tomate cultivadas solas y las
co-cultivadas con S. commersonii (Grafico 2).
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Gréfico 2: Promedio del nimero de adultos de mosca blanca presentes en la zona inferior de las plantas
en cada fecha de evaluacién (ANOVA Planta p=0.927, Tiempo p<0.001).
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Si comparamos las poblaciones presentes en la zona superior y la inferior se observa que
existio una distribucién diferencial de los adultos de mosca en la planta, registrdndose un
mayor numero de las mismas en la zona inferior, sobre todo hacia el final del periodo de
evaluacion.

Las evaluaciones de los niveles poblacionales de ninfas sobre el envés de los foliolos para el
caso de la medicion de incidencia de ataque en ambos tratamientos, tampoco detectaron
diferencias significativas en ninguna de las zonas de las plantas de tomate (Grafico 3 para la
zona superior y Gréfico 4 para la zona inferior).
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Gréfico 3: Promedio del porcentaje de incidencia de ninfas sobre los foliolos de la zona superior de las
plantas en cada fecha de evaluacién (ANOVA Planta p=0.392, Tiempo p= 0.07).
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Gréfico 4: Promedio del porcentaje de incidencia de ninfas sobre los foliolos en la zona inferior de las
plantas en cada fecha de evaluacion (ANOVA Planta p=0.107, Tiempo p<0.001).
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También se observé una mayor incidencia de ninfas en los foliolos de la zona inferior que en la
zona superior para ambas plantas, llegando incluso al 100 % de incidencia hacia el final del
ensayo. Esta observacién nos estaria indicando que las hembras preferirian oviponer en la
zona inferior de las plantas.

En el caso de la severidad, no hubo diferencias significativas para la zona superior (Grafico 5)
pero si para la zona inferior, donde se detectaron diferencias significativas en la severidad
entre el tomate que habia sido cultivado solo y el tomate co-cultivado junto a S. commersonii
(Grafico 6); siendo esta mayor para el tomate co-cultivado durante las primeras evaluaciones.
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Gréfico 5: Promedio de la severidad de la presencia de ninfas sobre los foliolos de la zona superior de
ambas plantas en cada fecha de evaluacidon (MLGG Planta p= 0.804, Tiempo p= 0.995).
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Gréfico 6: Promedio de la severidad de la presencia de ninfas sobre los foliolos de la zona inferior de
ambas plantas en cada fecha de evaluacién (MLGG Planta p= 0.029, Tiempo p<0.001).
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Nuevamente se observé que la severidad fue mayor en la zona inferior de la planta, lo que se
correlaciona con las observaciones previas de incidencia y presencia de adultos.

También se hicieron comparaciones de las tres variables (N2 Adultos, % Incidencia y Severidad)
entre S. commersonii y el tomate co-cultivado con S. commersonii. Se tomaron en cuenta los
datos obtenidos para la zona inferior de las plantas de tomate, la cual coincide por tamafio y
altura de copa con la planta de S. commersonii. Ademas fue en esta zona donde se
encontraron los mayores valores de las variables medidas. Dado que la superficie de un foliolo
de S. commersonii es menor que la de un foliolo de tomate, para poder comparar los valores
de las variables, las mismas se expresan por centimetro cuadrado (cm?) de foliolo.

No se encontraron diferencias significativas en el nimero de adultos presentes en ambas
plantas (Grafico 7).
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Gréfico 7: Promedio del nimero de adultos presentes en la zona inferior de las plantas de tomate y en S.
commersonii, expresados por cm? de hoja de cada especie (ANOVA Planta p=0.084, Tiempo p<0.001).

Sin embargo, a pesar de que las poblaciones de adultos fueron similares, la evaluacién de
incidencia mostrd un porcentaje mayor en las plantas de tomate y con diferencias significativas
(Gréfico 8).
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Gréfico 8: Promedio del porcentaje de incidencia de ninfas en la parte inferior de las plantas de tomate y
en S. commersonii, expresados por cm? de hoja de cada especie (ANOVA Planta p<0.001, Tiempo
p<0.001)

La misma tendencia se observd para el caso de la severidad y también con diferencias
significativas estadisticamente (Grafico 9).
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Gréfico 9: Promedio de la severidad de la presencia de ninfas sobre los foliolos de la zona inferior de
tomate y S. commersonii en cada fecha de evaluacion (MLGG Planta p< 0.001, Tiempo p<0.001).

Conclusiones
Se observé una distribucién diferencial de las moscas en la planta de tomate, siendo la zona
inferior la preferida por las mismas para establecerse y oviponer.

Se puede afirmar que las plantas de tomate no se vieron beneficiadas al ser cultivadas junto
con plantas de S. commersonii. En esta experiencia el uso del “intercropping” con S.
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commersonii no fue una buena herramienta para el manejo de mosca blanca en el cultivo del
tomate.

Por otro lado, en este trabajo se observé que las plantas de S. commersonii presentaban una
menor presencia de ninfas de la plaga que las de tomate. Esta deterrencia de oviposicién
podria deberse a compuestos fijos presentes en la planta como por ejemplo al tipo de
glicoalcaloides o a su concentracion; también a los tricomas (simples o glandulares) presentes
en las hojas, a su tipo o densidad.
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Introduccién

Una alternativa posible al uso de los agroquimicos convencionales son los plaguicidas
botanicos. Dentro de los plaguicidas botanicos se encuentran los aceites esenciales (AE),
mezclas complejas de compuestos volatiles de las plantas, considerados como una alternativa
de interés por su efectividad y baja persistencia en el ambiente, que los hace menos tdxicos
para organismos no diana.

Los AE se han utilizado desde la antigiedad y muchos de ellos han sido ampliamente
estudiados. Existen reportes de actividad insecticida y anti-fungica de AE provenientes de
diversas familias botanicas, entre ellas la Asteraceae la cual es una familia muy interesante de
considerar.

De esta familia se eligieron dos especies para comenzar con esta linea de trabajo: Artemisia
absinthium y Eupatorium buniifolium.

A. absinthium, cuyo nombre comuin es ajenjo, es una especie introducida en el pais vy
cosmopolita, con actividad anti-alimentaria contra lepiddpteros y hemipteros y actividad
insecticida frente a plagas de silos. También posee actividad anti-fungica reportada y su
composicion quimica ha sido muy estudiada, existiendo reportes de existencia de varios
quimiotipos (variaciéon de los metabolitos secundarios dentro de la misma especie botanica
independientemente de las condiciones de crecimiento) distintos de ajenjo con diferente
composicion quimica de sus AE y diferente actividad bioldgica que 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 1) (Chialva et
al., 1983).
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Figura 1: Estructuras de los compuestos quimicos que diferencian los quimiotipos de A. absinthium.

E. buniifolium cominmente conocida como chirca, es una planta nativa, considerada maleza,
gue no tiene valor comercial, pero presenta algunas actividades anti-insecto descritas y de
interés, como inhibicién de asentamiento de afidos, repelencia de mosquitos y actividad
acaricida. Su composicién ha sido estudiada y reportada por el Laboratorio de Ecologia
Quimica y coincide con la reportada previamente por Lorenzo et al. (2005) en Uruguay. Sin
embargo es diferente de la composicién reportada en Argentina (Ruffinengo et al. 2005), lo
gue sugeriria que para esta especie también podrian existir quimiotipos.

Como se menciono, se ha trabajado en la identificacion de los compuestos que constituyen los
AE y se ha demostrado la actividad de los mismos frente a la mosca blanca Trialeurodes
vaporariorum en bioensayos de laboratorio.

ObjetivoEvaluar la actividad de los aceites esenciales (AE) frente a mosca blanca en plantas de
tomate a nivel de macrotuneles experimentales.

Metodologia

Obtencién de los AE de ajenjo A. absinthium y de chirca E. buniifolium

Se instald un cuadro de plantas de ajenjo en INIA Las Brujas de manera de asegurarse de
trabajar siempre con un mismo quimiotipo. Las plantas fueron obtenidas por propagacién
vegetativa en el Laboratorio de Biotecnologia de INIA. Dicha multiplicacién estuvo a cargo de la
Ing. Agr. Alicia Castillo. Se partié de un material vegetal perteneciente al Laboratorio de
Ecologia Quimica (LEQ) de Facultad de Quimica, cuya actividad insecticida y anti-fungica habia
sido previamente caracterizada.
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Debido a que las plantas del cuadro de ajenjo se encontraban pequeias y no se obtuvo una
cantidad suficiente de AE para los ensayos, en su lugar se utilizé un AE de ajenjo proveniente
de Espaia, enviado por el Ing. Agr. Jesus Burillo del Instituto de Ciencias Agrarias, CSIC de
Madrid. Este producto, a pesar de no pertenecer al mismo quimiotipo que el ajenjo local, sirvio
para ir ajustando las dosis y las demas condiciones del ensayo.

Para el caso de chirca el material vegetal provino de colectas a campo realizadas en la zona de
la Estacidn Experimental. La extraccidn del AE de chirca se realizé a partir de material vegetal
entero y oreado mediante destilacién por arrastre con vapor de agua utilizando destilador de
tipo alambique de INIA en las instalaciones de la Estacidon Experimental. EI AE obtenido fue
secado con sulfato de magnesio anhidro y almacenado en heladera (aprox. 4 2C) en frascos de
vidrio color ambar. Los AE obtenidos en las diferentes destilaciones fueron unificados
(generando un batch) para los estudios de actividad.

Evaluacién de la efectividad de los AE frente a mosca blanca Trialeurodes vaporariorum

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

a) Establecimiento de la cria de mosca blanca en INIA Las Brujas para la infestacidén controlada
de los macrotuneles. La colonia se inicid a partir de hojas de tomate infestadas con los estadios
juveniles de mosca, que fueron colectadas en cultivos de tomate de las cercanias. Las hojas
fueron colocadas sobre plantas de tomate sanas mantenidas en un inverndculo de vidrio con
condiciones controladas. Esta cria se utilizd también para el trabajo con S. commersonii.

b) En INIA LB se armaron macrotuneles experimentales de 35 m? para el cultivo de tomate de
otoino 2014, con dos canteros de 20 plantas en cada uno.

c) Infestacion controlada con mosca blanca de las plantas de tomate de los macrotuneles. La
infestacion se realizé colocando 2 plantas con moscas provenientes de la cria por macrotunel.
Una vez que la poblacién de moscas se establecid en el cultivo se evalud la incidencia inicial
antes de aplicar los tratamientos.

d) Tratamientos:

- Control negativo, testigo agua-Tween 20 (98:2)

- AE de chirca en agua-Tween 20 (98:2)

- AE de ajenjo en agua-Tween 20 (98:2)

- Control positivo, testigo tratado con insecticida (Acetamiprid)

La aplicacion de los tratamientos se realizé con mdquina mochila a motor asperjando a punto
de goteo. Los AE se aplicaron a una concentraciéon de 1.5 % para la primera aplicacion
incrementando a 3 % en las dos aplicaciones siguientes.

e) Evaluaciones del ensayo: se realizaron inspecciones visuales semanales de cada macrotunel
durante el periodo de ensayo.

La efectividad de los AE en el control de mosca blanca se evalud a través de las tres variables
descriptas previamente: N2 adultos, % Incidencia y Severidad.
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f) Frecuencia de aplicacién de los tratamientos: se realizaron tres aplicaciones de acuerdo a la
evolucidn de los niveles de mosca.

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,
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 (2 %) se compard contra
el control negativo, a través del registro del grado de necrosis de las hojas (al aplicar los
tratamientos y durante todo el ensayo) y el rendimiento de la cosecha (al final del ensayo).

Los datos se analizaron estadisticamente a través del Modelo Lineal General Univariante
utilizando el paquete estadistico SPSS Statistics 17.0.

Resultados

Inocuidad de los AE sobre plantas de tomate

La inocuidad de los AE se evalud estudiando los efectos fitotdxicos en las hojas y produccién de
frutos, a través del registro de la necrosis de las hojas y el rendimiento de la cosecha.

No se observd necrosis de las hojas de tomate en ningin momento del ensayo, incluso cuando
la dosis de los AE se duplicé (3 %).

Para evaluar el rendimiento de la cosecha se registrd el peso y numero de frutos cosechados
(Tabla 1).

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.

Tratamiento  Peso (Kg) N° frutos

Chirca 11.62 81
Ajenjo 8.94 56
Testigo 11.55 79
Control quimico 13.46 84

Como se observa en la Tabla 1, para el AE de chirca el rendimiento fue similar a los controles.
En el caso del ajenjo se cosechd un menor nimero de frutos aunque del mismo peso que los
demas.

Efectividad de los AE en el control de mosca blanca

En cuanto al porcentaje de incidencia de ninfas, no se observaron diferencias para ninguno de
los tratamientos tanto si se los compara con el testigo como con el control quimico (Grafico 1).
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O sea que para esta variable los AE se comportaron de igual manera que el insecticida utilizado
comuUnmente para controlar este insecto.
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Gréfico 1: Promedio del porcentaje de Incidencia de ninfas durante todo el ensayo para cada
tratamiento.

Tampoco se observaron diferencias en la severidad observada para ninguno de los
tratamientos (Gréfico 2).
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Gréfico 2: Promedio de la severidad de la presencia de ninfas en los foliolos de tomate para cada
tratamiento a lo largo de todo el ensayo.

Como se observa en los graficos 1 y 2, una vez que la poblacidon de moscas se establecio, la
incidencia y severidad de la presencia de ninfas no vario sustancialmente en todo el ensayo
para todos los tratamientos.
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En cuanto a la poblacidn de adultos la misma sufrié variaciones mayores a lo largo de todo el
ensayo para todos los tratamientos tal como se observa en el Grafico 3. En ese mismo grafico
se muestran con flechas los momentos de aplicacién de los tratamientos y la evaluacién
inmediatamente posterior.
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Gréfico 3: Variacién de la poblacién de adultos de mosca blanca durante el ensayo para cada
tratamiento. Con las flechas se marcan los momentos de aplicaciéon de los productos y evaluacion
inmediatamente posterior.

Para poder visualizar mejor el efecto provocado por la aplicacion de los productos se calcula y
grafica el descenso poblacional, esto es, la diferencia entre el nimero de adultos antes y
después de la aplicacion (Grafico 4). Las barras altas corresponden a descensos grandes en las
poblaciones, las barras mds bajas seran descensos mas pequefios. También puede ocurrir que
no haya un descenso poblacional o que incluso la poblacién aumente, en ese caso veremos
barras “invertidas” (con el componente y negativo).
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Gréfico 4: Descenso de la poblaciéon de adultos de mosca blanca para cada tratamiento luego de las
aplicaciones de los productos.

Podemos observar que en la ler aplicacién los AE no provocaron un descenso en la poblacién
de adultos. O sea que a una concentracidn de 1.5 % los AE parecerian no ser efectivos para el
control de dicho insecto.

Sin embargo, cuando la dosis de los AE se aumenta a un 3 % se logra un efecto comparable al
control quimico.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta primera temporada de trabajo no son concluyentes. Se
continuard trabajando, ajustando momentos de aplicacion de los AE y concentraciones
aplicadas de los mismos.

A pesar de esto, podemos decir que las dosis de los AE aplicadas no provocaron necrosis de las
hojas de las plantas de tomate, por lo que los mismos podrian sin utilizados sin perjuicio de la
planta.

Por otro lado, podriamos decir que la dosis de 1.5 % no seria efectiva para controlar las
poblaciones de adultos de mosca blanca y se necesitaria aplicar mayores dosis.
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Introduccion

La horticultura en Uruguay es un sector estratégico por su incidencia en la alimentacion de la
poblacion, el nimero de personas involucradas directa e indirectamente y el afincamiento de
familias en el entorno de las ciudades. La viabilidad de las explotaciones depende cada vez méas
de que se alcance un desarrollo sustentable, tanto en su dimensiéon econdmica, social como
ambiental. Dentro del sistema de produccion, la tendencia mundial es controlar las plagas con
el menor uso de insecticidas quimicos, y la mayor aplicacion y respeto por los agentes de
control bioldgico.

En ese marco, en Uruguay desde el afio 2011 se lleva cabo un programa dirigido a implementar
un manejo sanitario del cultivo de morrén bajo invernadero para el control de las dos plagas
mas importantes: la mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera, Aleyrodidae) y el
trips occidental de las flores Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera, Thripidae). El
programa se basa en la utilizacion de dos depredadores, el &caro Ambyseius swirskii (Athias-
Henriot) (Acari, Phytoseiidae) y la chinche Orius insidiosus Say (Hemiptera, Anthocoridae), y
otras medidas compatibles para otros problemas de plagas.

Dichos depredadores son suministrados e implementados por la empresa BROMETAN, que es
la responsable de su utilizacion en distintas regiones de Argentina, sumado a las numerosas
experiencias que demuestran su eficacia a nivel internacional (Nomikou et al., 2001; Silveira et
al., 2004; Carvalho et al., 2008; Bueno y Poletti, 2009; Cédola y Polack, 2011; van Lenteren,
2011).

Esta actividad se desarrolla exitosamente en la regién horticola de Salto y recientemente se
inicio en el sur del pais, involucrando en total a mas de 50 productores y 40 hectareas de
cultivo. De ese modo ha pasado a ser una realidad la aplicacién de una técnica innovadora
para el control de las plagas del cultivo de morrén en Uruguay, la cual esta modificando al
conjunto del paquete tecnolégico disponible para este cultivo.

Los avances registrados en la materia no estan exentos de dificultades y nuevos
requerimientos. En ese sentido aun debe mejorarse el control de los trips en algunos
momentos de afio, asi como evitar el incremento de los pulgones (en especial Myzus persicae
(Sulzer), Hemiptera, Aphididae) constatado en los cultivos de morrén a nivel nacional.

Para ello se llevan adelante estudios de laboratorio y campo en el marco de un proyecto
INNOVAGRO/ANII, centrado en los problemas claves no resueltos del programa de control
bioldgico de plagas en morrén.
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Lineas de trabajo
1. Estudios tendientes a incrementar la eficacia de O. insidiosus, y a evaluar su
compatibilidad con A. swirskii en el control de los trips y con la aplicacién de otras
medidas sanitarias para el control de otras plagas.
Estudios en marcha:
a. Control de calidad de O. insidiosus en partidas comerciales y poblaciones colectadas en
la regién horticola de Salto.
b. Determinacién de las variables bioldgicas de O. insidiosus en partidas comerciales y
poblaciones colectadas en la region horticola de Salto.
c. Conveniencia de las plantas de morrén en el establecimiento de O. insidiosus.
d. Evaluacion de las interacciones al interior del complejo A. swirskii - O. insidiosus - F.
occidentalis y sus efectos en la regulacién de la plaga.
e. Valoracién del efecto sobre O. insidiosus de los insecticidas utilizados en el manejo
sanitario de otras plagas del morrén.

2 Estudio de los pulgones y sus reguladores naturales en cultivos de morrén con distintos
sistemas de manejo sanitario.
Estudio en marcha:
a. Descripcion de las redes troficas de la comunidad que regula los pulgones en el cultivo
de morrdn en la region horticola de Salto y del sur del pais.
b. Identificacion y cuantificacion de los agentes de control natural de los pulgones.
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PROTEGIDOS COMO UN APORTE AL MANEJO INTEGRADO DE
ENFERMEDADES Y PLAGAS
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Ynstituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA)
jbuenahora@inia.org.uy, Irubio@inia.org.uy

Introduccién

El pimiento (Capsicum Annum), uno de los principales cultivos protegidos en la zona norte del
pais, ha tenido serias limitantes productivas por la presencia de ciertas plagas y enfermedades
en la regién. Desde el afio 2014, el sector productivo comenz6 a implementar un manejo
integrado de plagas con énfasis en el control biol6gico utilizando el acaro depredador
Amblyseius swirskii para el control de la mosca blanca Bemisia tabaci y la chinche Orius
insidiosus para el control de trips. A. swirskii ha sido muy eficiente logrando con mucho éxito el
control de la plaga objetivo, sin embargo Orius presenta dificultades que se estan estudiando.

La utilizacién de enemigos naturales en pimientos comerciales implica la basqueda de un
manejo mas racional (complementario y selectivo) de los agroquimicos comunmente
utilizados. En este sentido, es necesario compatibilizar los productos y manejos sanitarios con
los enemigos naturales empleados en los invernaderos. La Oidiopsis (Leveillula taurica) es
actualmente uno de los principales problemas sanitarios del cultivo y requiere numerosas
aplicaciones para su control. De esta manera, en el contexto del MIP, nos hemos propuesto
como objetivo: evaluar la efectividad de productos quimicos y biol6gicos 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

El ensayo se desarrolld en INIA, se utilizd un cultivo 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 liberacion de Amblyseius swirskii al comienzo de la temporada. 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 mismas fueron realizadas en funcién de la
evaluacion semanal de control de la enfermedad. Se registraron las condiciones ambientales
mediante un sensor Hobo. Se evalu6 severidad de la enfermedad segun el porcentaje de area
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 realizé el conteo de formas
moviles del &caro, bajo lupa binocular, en un circulo de 2,5cm de didmetro en el envés de las
hojas. Los datos fueron analizados por el modelo GLM del programa estadistico SAS.

(*) Escala visual de 0 a 5, seguin porcentaje de oidio observado en la parcela:
0: ausencia de oidiopsis, 1: 1-10% de oidio, 2: 11-25%, 3: 26-50%, 4:51-75%, 5:>75%.
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Experimento 1. Evaluacion de distintos productos para el control de oidio, octubre
2014.

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.

Tratamiento Principio activo Dosis (100Its)
1- Testigo, sin aplicacion

2- Baktillis Bacillus subtillis 2.5x10ufc/ml 500cc

3- Rally Myclobutanil 261g/1 55¢

4- Extracto de Neem Azadiractina 1,5g/1 300cc

5- Extracto de Neem Azadiractina 0,3 ¢/l 300cc

6- Tixan Alginato de cobre 15%, extractos de fermentacion 85% 300cc

Tabla 1.2. Esquema de aplicaciones.

Tratamientos  09/10/2014  16/10/2014 23/10/2014

1 Testigo

2 Baktillis X X X
3 Rally X X X
4 E.neem 1500 X X X
5 E. neem 300 X X X
6 Tixan X X
Resultados

Todos los tratamientos controlaron la Oidiopsis con respecto al testigo. El tratamiento 6
(Tixan) fue el més eficiente, disminuyendo el nivel de severidad de 4 a 1 luego de la primera
aplicacion (Cuadro 1.1). Los extractos de neem fueron eficientes luego de 3 aplicaciones,
siendo mas efectivo el extracto de mayor concentracion. El tratamiento con Bacillus subtilis
necesito 3 aplicaciones distanciadas semanalmente para lograr un control aceptable de la
enfermedad (escala 2).
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Cuadro 1.1. Nivel de oidiopsis en los distintos tratamientos, segun escala (**)

Fecha de evaluacién

Tratamiento 08/10/14)  16/10/14  23/10/14  30/10/14
1- Testigo 4,3a 4.6a 50a 4,0a
2- Baktillis 43a 3,6ab 3,6b 20b
3- Rally 4,4a 3,0bc 2,3cd 1,0cd
4- E. neem 1500ppm 40a 2,6¢C 2,6 bcd 0,8cd
5- E. neem 300ppm 4,0a 25¢ 3,3bc 1,5bc
6- Tixan 4,3a 1,0d 2,0d 0,6d

(*) nivel de oidiopsis 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)

La mayoria de los tratamientos no afectaron significativamente la poblacion del A. siwrkii
(Cuadrol.2). El tratamiento con Rally (myclobutanil) fue muy selectivo para el depredador. El
extracto de neem 300 ppm y Tixan, mostraron al final del experimento, ser poco nocivos para
el enemigo natural. En ambos tratamientos, luego de la aplicacién hay un efecto depresivo de
corta duracion, luego la poblacién se recupera.

Cuadro 1.2. Efecto de los tratamientos sobre el nimero de formas mdviles de Amblyseius swirskii.
Fecha de evaluacion

Tratamientos 9-oct 13-oct 16-oct 23-oct 30-oct
Testigo '0,8a 21,1ab 115a ’15a 11,8ab
Baktillis 1,0a 0,8ab 11la 0,8b 1,0bc
Rally 09a l4a 15a 1,2ab 1,6abc
E. neem 1500 ppm 09a 0,8ab 13a 1,0ab 09c
E. neem 300 ppm 0,6a 0,7b l1la 16a 2,0a
Tixan 0,8a 0,9ab 13a 15a 1,6 abc

n:30 (5 plantas x 2 estratos x 3 repeticiones)
'Medias en las columnas con diferente letra son significativamente diferentes al 0,05 (Tukey).
’Medias en las columnas con diferente letra son significativamente diferentes al 0,10 (Tukey).
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Experimento 2. Evaluacion de diferentes concentraciones de Extractos de neem para
el control de oidio, mayo 2015.

Los tratamientos utilizados se detallan en la tabla 2.1 y el momento de las aplicaciones en la
tabla 2.2.

Tabla 2.1. Tratamientos y dosis utilizadas.

Tratamiento Principio activo Dosis (100lts)
1- Testigo, sin aplicacién

2- E. neem 300ppm Azadiractina 0,3g/I 300cc

3- E. neem 10000ppm Azadiractina 109/l 200cc

4- E. neem 3000ppm Azadiractina 3¢/l 300cc

6- E. neem 1500ppm Azadiractina 1,5g/I 300cc

Tabla 2.2. Fecha de aplicaciones

Tratamientos 11/05/15 18/05/15 25/05/15
1- Testigo
2- E. neem 300ppm
3- E. neem 10000ppm
4- E. neem 3000ppm
6- E. neem 1500ppm

< X X X
<X X X X
X X X X

Resultados

Las aplicaciones comenzaron con un nivel medio de oidio (escala: 2,3), pero tras la primer
aplicacion la enfermedad no disminuy6 en ningun tratamiento, sino que aumentd (Cuadro
2.1). Las condiciones ambientales fueron muy predisponentes para el desarrollo del hongo y
bajo estas circunstancias una aplicacion de estos productos, a las dosis utilizadas, no fueron
efectivas en ningan caso. En cambio, con dos aplicaciones, distanciadas semanalmente, los E.
neem 300, 3000 y 1500ppm ejercieron el control de la enfermedad. Luego de la ultima
aplicacion (25/5/15) se observo que el E. neem 300ppm fue el tratamiento que logro mayor
control, los E. neem 1500 y 3000 tuvieron un comportamiento intermedio y el E. neem
10000ppm a dosis de 200cc/100I no fue efectivo para el control del patégeno.
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Cuadro 2.1. Nivel promedio de oidiopsis en los distintos tratamientos, segun escala (**)
Fecha de evaluacion

Tratamiento 11/05/157)  18/05/15  25/05/15  01/06/15
1- Testigo 2,3a 3,5a 4,3a 5,0a
2- E. neem 300ppm 2,3a 3,3a 1,6¢c 1,6d
3- E. neem 10000ppm 2,5a 3,5a 3,8ab 3,6b
4- E. neem 3000ppm 2,3a 3,2a 2,6ab 2,1cd
5- E. neem 1500ppm 2,3a 2,6a 2,0bc 2,6bc

(*) nivel de oidiopsis 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)

Los datos presentados en el cuadro 2.2 permiten mencionar que a los 4 dias de la aplicacion
fundamentalmente el E. de neem 10000 ppm tiene un efecto depresivo, de corta duracién,
sobre el &caro depredador. Sin embargo en todos los casos, transcurrida una semana del
tratamiento este efecto desaparece, mostrando similares poblaciones las parcelas tratadas y el
testigo. Finalmente, también se debe mencionar que si bien para el control de la enfermedad
serfa necesario mas de un tratamiento consecutivo con el E. de neem, ello es
significativamente nocivo sobre las poblaciones de A. swirskii. Todos los tratamientos que
recibieron 3 aplicaciones al 1 de junio mostraron una poblacién significativamente menor al
testigo.

Cuadro 2.2. Efecto de los tratamientos sobre el numero de formas moviles de Amblyseius
swirskii.

Fecha de evaluacion

Tratamientos 11-may * 15-may 18-may 25-may 1-jun

Testigo 1,60 a** 2,10 a 1,03 a 1,27 a 1,40 a
E. neem300 ppm 1,40 a 1,17 ab 0,97 a 0,20 b 0,30 b
E. neem10000 ppm 1,03 a 1,07 b 0,93 a 0,47 ab 0,43 b
E. neem3000 ppm 1,27 a 1,20 ab 0,53 a 0,43 ab 0,33 b
E. neem1500 ppm 1,27 a 1,17 ab 1,03 a 0,13 b 0,37 b

n:30 (5 plantas x 2 estratos x 3 repeticiones)
*n°de individuos moviles de A. swirskii presentes en el a&rea de muestreo pre-aplicacion

**Medias en la misma columna con diferente letra son significativamente diferentes al 0,05 (Tukey)
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Experimento 3. Evaluacion de productos y coadyuvantes para el control de oidio,
octubre 2015.

Los tratamientos utilizados se detallan en la tabla 3.1y el momento de las aplicaciones en la
tabla 3.2.

Tabla 3.1. Tratamientos y dosis utilizadas.

Tratamiento Principio activo Dosis (100lts)
1- Testigo, sin aplicacion

2- E. neem 10000ppm Azadiractina 10g/I 300cc

3- Bellis Boscalid-Piraclostrobin 120g

4-Bio-D Acido citrico 23.8%-Mn 2.7%- $ 3.1%- Zn 4.8  700cc

5- Rally Myclobutanil 261g/I 55¢g

6- Rally+Silwet Myclobutanil 261g/l1+coadyuvante 55g+20cc

7- Silwet coadyuvante organosilicico 20cc

Tabla 3.2. Fecha de aplicaciones

Tratamientos 05/10/15 12/10/15 19/10/15

1- Testigo

2- E. neem 10000ppm X X

3- Bellis X X
4-Bio-D X X
5-Rally X X

6- Rally+Silwet X X

7- Silwet X X
Resultados

Luego de la primer aplicacion los tratamientos mas eficientes para el control de oidio fueron E.
neem 10000, Rally + Silwet y Silwet (Cuadro 3.1). Aunque, Bio-D y Rally también tuvieron buen
control y no se diferenciaron estadisticamente de los anteriores; el coadyuvante mejoro el
efecto del Rally. El Bellis, en cambio, no ejerci6 buen control y mantuvo el nivel de
enfermedad. Luego de 15 dias se aplic6 nuevamente, pero ante condiciones predisponentes
para el desarrollo del hongo, a la semana pos-aplicacion todos los tratamientos mantuvieron
un nivel de oidio medio a alto.
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Cuadro 3.1. Nivel de oidiopsis en los distintos tratamientos, segun escala (**)

Fecha de evaluacion

Tratamiento 05/10/15  12/10/15  19/10/15  26/10/15
1- Testigo 2.2a 3.5a 3.8a 4.5a
2- E. neem 10000ppm 2.5a 1.2c 2.5bc 2.7b
3- Bellis 2.8a 2.7ab 3.3ab 3.0b
4- Bio-D 2.8a 1.8bc 3.3ab 2.8b
5-Rally 2.2a 1.8bc 2.0c 2.7b
6- Rally+Silwet 2.5a 1.2¢c 2.3bc 2.2b
7- Silwet 2.5a 1.2¢ 2.3bc 3.2ab

(*) nivel de oidiopsis 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)

En el cuadro 3.2 se observa que a los dos dias de la aplicacién todos los productos ejercieron
un efecto depresivo en las poblaciones del acaro, aunque ello no fue significativo. A excepcién
del Bio- D, este efecto fue similar a una semana de la aplicacion. Sin embargo, transcurridos 15
dias, las poblaciones incrementaron y fueron similares en todas las parcelas.

Cuadro 3.2. Efecto de los tratamientos sobre el nimero de formas mdviles de Amblyseius swirskii.

Fecha de evaluacion

Tratamientos 5-oct * 7-oct 12-oct 19-oct

Testigo 0,33 a** 0,80 a 1,03 a 0,83 a
E. neem10000 0,30 a 0,23 ab 0,47 ab 0,47 a
Bellis 0,17 a 0,53 ab 0,63 ab 0,83 a
BioD 0,23 a 0,40 ab 0,33 b 0,70 a
Rally 0,30 a 0,20 ab 0,63 ab 0,90 a
Rally + Silwet 0,17 a 0,57 ab 0,73 ab 0,33 a
Silwet 0,33 a 0,50 ab 0,50 ab 0,50 a

n:30 (5 plantas x 2 estratos x 3 repeticiones)
*n°de individuos mdviles de A. swirskii en el &rea de muestreo pre-aplicacion

**Medias en la misma columna con diferente letra son significativamente diferentes al 0,05 (Tukey).
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Conclusiones

» Todos los productos utilizados controlaron la Oidiopsis con diferente efectividad, por
lo que constituyen distintas opciones de control para esta enfermedad en sistemas
que utilizan controladores biologicos.

» Los extractos de neem, que pueden ser utilizados para el control de otras plagas en el
contexto del MIP, mostraron control frente a Oidio y cierta selectividad frente al acaro
depredador.

» Tixan y el E. neem 10000ppm fueron muy efectivos para el control de oidio, aun con
alto nivel de inoculo. Sin embargo, parecen afectar las poblaciones de A. swirskii,
aungue este efecto es de corta duracion y transcurrida una semana la poblacion se
recupera.

» Larotacion de productos es muy importante tomando en cuenta el control del oidio y
su efecto sobre el controlador bioldgico.

Agradecimientos: a Juan Amaral, Verénica Galvan, Abel Rodriguez y Estefani Berttoni.

Serie Actividades de Difusion N° 756
Resultados Experimentales en Sanidad de Tomate y Morrén N° 91



L]
. LA
INIA Las Brujas URUG AT

SEGUIMIENTO DE “PESTE NEGRA” EN MORRON: EXPERIMENTOS EN LA
ZONA SUR DE URUGUAY. CICLO 2013-2014.
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Walasek®.

YINIA Las Brujas, Programa Produccion Horticola. Ruta 48 km 10. Rincén del Colorado.
Canelones. Uruguay. dmaeso@inia.org.uy

2Unidad de Fitopatologia. Facultad de Agronomia.
Palabras clave: peste negra, Tomato spotted wilt virus, morrén.

Introduccion

La “peste negra” es una enfermedad causada por virus del género Tospovirus de gran
importancia econémica en nuestro pais para los cultivos de tomate, morrén y lechuga entre
otros. Es transmitida por varias especies de trips en forma persistente y posee la capacidad de
infectar a un amplio rango de huéspedes ya sean cultivos 0 malezas. Todo eso hace que sea
una enfermedad muy dificil de manejar ya que su capacidad de diseminacion y reinfeccién en
los cultivos es muy alta. Una medida muy eficaz es el cultivo de variedades resistentes cuando
éstas estan disponibles. En tomate la resistencia varietal (a través del gen sw5) funciona muy
bien por el momento en Uruguay, sin embargo en morrén no ocurre lo mismo. Algunos de los
cultivares comerciales de morrén cuentan con un gen de resistencia (Tsw) originario de
Capsicum chinense el cual tiene algunas limitaciones en su funcionamiento. Tsw funciona a
través de una reaccion de hipersensibilidad matando tejido en el punto de ingreso del virus
buscando asi enlentecer el movimiento de éste dentro de la planta pero no impidiendo su
multiplicacion. Se ha reportado que esta fuente de resistencia solamente es efectiva contra
algunos de los virus pertenecientes al género Tospovirus (TSWV) y no frente a otros que
también existen en nuestro pais (GRSV). Ademas se conoce que su expresién no es muy buena
a temperaturas altas (superiores a 28°C) y en las etapas juveniles del cultivo. Estos factores
han contribuido a que en morrdn se registren grandes pérdidas por esta enfermedad aun
cuando los productores empleen variedades “resistentes”.

Con el objetivo de determinar puntos criticos a considerar en el manejo de esta enfermedad
en morrén en invernadero se iniciaron por parte de INIA una serie de experimentos en
invernaculo en las zonas sur y norte del pais. En este trabajo se presentan los avances de los
experimentos de la zona sur correspondientes al ciclo 2013-2014.

Materiales y métodos

Localizacion: Invernaderos del Sr. Omar Fernandez, Camino Paso del Medio, Canel6n Chico,
Canelones.

Tratamientos:

Se evalud el efecto sobre la evolucion de la enfermedad de las siguientes medidas:

1) Cubierta de malla anti-insecto en almacigo.
2) Malla anti-insecto en las paredes del invernéculo.
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3) Cultivares con resistencia a peste negra (gen Tsw): Troyano F1 (Sakata Seeds, Beltrame
y Cia.) y Yatasto RZ (Rijk Zwaan, Agritec); y sin resistencia: Margarita (Syngenta).

Se seleccionaron dos invernaderos uno con malla y otro sin malla perimetral anti-insectos (50
mesh). En cada uno de ellos se seleccionaron cinco sitios (cuatro esquinas y centro), en los que
se plantaron grupos de cinco plantas de cada cultivar cuyos almécigos habian sido realizados
con y sin cobertura anti-insectos. El resto de los invernaderos fue plantado con el cultivar
usualmente utilizado por el establecimiento (Troyano).

Periodo de evaluacién: Experimentos correspondientes a la temporada 2013-2014. Tanto el
cultivo como las plantas del experimento fueron trasplantados el 14/10/2013.

Evaluaciones realizadas:

1) Numero de trips en trampas amarillas pegajosas: Para ello se colocaron
semanalmente durante todo el periodo experimental (el muestreo no se interrumpio
desde la temporada 2011) trampas amarillas pegajosas (20 x 20 cm) en los cuatro
puntos cardinales dentro y fuera de cada invernadero. Los trips fueron evaluados en
laboratorio bajo lupa estereoscépica y clasificados en primera instancia como:
“amarillos” (probablemente Frankliniella spp.), “marrones” (probablemente Thrips
tabaci) y “otros”. Los datos fueron corregidos en nimero de trips/dia dividiendo la
cantidad registrada entre el nmero de dias que la trampa estuvo expuesta.

2) Numero de trips en flores de morrén y malezas: Se extrajeron trips de diez flores de
morron (a partir de floracion) y de las principales malezas presentes en colectas
periddicas. Las flores se colocaron en heladera por unas horas y bajo lupa se
extrajeron los trips existentes. Estos se evaluaron de igual forma en laboratorio y
conservados en alcohol etilico 70° para su posterior identificacion.

3) Porcentaje de plantas de morrén infectadas por Tospovirus: Se realizé el anélisis
semanal de hojas de la parte apical mediante la prueba serol6gica DAS ELISA desde el
20/10/2013 utilizando reactivos de la compafiia AGDIA Inc. (Elkhart, IN 46514, EEUU)
durante todo el ciclo de cultivo. Las muestras fueron analizadas inicialmente en grupos
de cinco plantas y posteriormente en forma individual en caso de detectarse infeccion
en el grupo. Los resultados fueron expresados en porcentaje acumulado de plantas
con infeccion.

4) Porcentaje de plantas de morron con sintomas de peste negra. La aparicion de
sintomas fue registrada semanalmente en todas las plantas del experimento durante
todo el ciclo del cultivo y los resultados expresados como porcentaje acumulado de
plantas con sintomas de peste negra. También se evalu6 la evolucién de sintomas en
el cultivo del productor.

5) Infeccion de malezas por Tospovirus: Se analizaron por la prueba seroldgica DAS ELISA
plantas de malezas que presentaban sintomas atribuibles a virosis dentro y fuera de
ambos invernaculos.

6) Temperatura interna en invernadero con malla: La temperatura al interior del
invernadero con malla fue registrada durante todo el ciclo de evaluacion con un
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registrador Hygrochron | Button DS 1923 (Dallas Semiconductor Corp., Dallas Texas,
EEUU).

Disefio experimental: Los datos fueron analizados estadisticamente de acuerdo a un disefio de
parcelas divididas-divididas en el cual los factores eran parcela principal malla/no malla en
cultivo, subparcela malla/no malla en almécigo y sub-subparcela variedad con cinco
repeticiones (grupos de plantas).

Resultados y discusion
1) Ndamero de trips en trampas amarillas pegajosas:
1.1)  Numero de trips en exterior/interior

En la figura 1 se muestra la evolucion del numero de trips totales/dia en el exterior de los
invernaculos durante la temporada 2013-2014, los datos son el promedio de las trampas
colocadas en las cuatro paredes externas. Si bien la evolucion de las capturas siguié un mismo
patrén, el numero de insectos capturados en las trampas afuera del invernaculo con malla
durante el periodo setiembre 2013-mayo 2014 probablemente ocasionado por diferencias en
la ubicacién de los invernaderos y la vegetacion espontanea en las inmediaciones.
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Figura 1. Namero de trips totales por dia en el exterior de los invernaculos (promedio malla exterior =
promedio de trips capturados en las trampas colocada en el exterior del invernaculo con malla,
promedio sin malla exterior = promedio de trips capturados en las trampas colocadas en el exterior del
invernéculo sin malla).

En la figura 2 se muestra la evolucion del nimero de trips totales/dia en el interior de los
invernéculos durante la temporada 2013-2014. Los datos son el promedio de cuatro trampas
colocadas en los cuatro puntos cardinales en el interior de cada invernéculo. Se observan
importantes diferencias en el niumero de individuos colectados siendo sensiblemente menor
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en el interior del invernaculo con malla seguramente debido a la barrera fisica impuesta por
ésta.
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Figura 2. Numero de trips totales por dia en el interior de los invernéculos (promedio malla interior =
promedio de trips capturados en la trampa colocada en el interior del invernaculo con malla, promedio
sin malla interior = promedio de trips capturados en la trampa colocada en el interior del invernaculo sin
malla).

En ambas figuras al igual que en temporadas anteriores se separan dos periodos, uno con
capturas altas (noviembre-febrero) y otro con capturas bajas (a partir de marzo). Analizando el
periodo de capturas altas (noviembre-febrero) se observa que éste comenzd primero en el
exterior de los invernaculos lo cual sugiere una migracion de los insectos hacia el interior de
los invernaculos.

En la figura 3 se grafican las capturas combinadas de ambos invernaculos fuera y dentro para
el periodo con menor captura. Si bien se tratan de valores relativamente bajos en
comparacion con los registrados en el resto del ciclo (menos de 1 trips/dia), son muy
importantes en el ciclo de la peste negra pues, en caso de estar infectados, esos vectores se
encargaran de trasmitir la enfermedad hasta la plantacion del cultivo siguiente. Vemos que el
numero de trips capturados en el exterior es mayor que en el interior de los invernaculos
indicando la importancia del manejo de la vegetacion exterior como fuente de in6culo para los
vectores alrededor de los invernaculos también en este periodo.
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Figura 3. Evolucion del nimero de trips/dia capturados en el periodo febrero-junio 2014.

Como se puede observar, el nimero de trips en el interior de los invernaderos es inferior al
encontrado en el exterior aln en el invernaculo sin malla. Esto seguramente se debe al control
quimico realizado sobre el cultivo, el cual, sin embargo, no fue suficiente para erradicar
completamente al vector permitiendo potencialmente la trasmision de virus.

En cuanto a la diferencia en capturas entre los invernaculos con y sin malla perimetral durante
todo el cultivo se registr6 un menor ndmero de trips en el invernaculo con malla, esto se
mantuvo durante todo el ciclo aln en el periodo de mayor poblaciéon del vector. En las
temporadas anteriores el nimero de trips habia aumentado aun en el invernadero con malla,
la diferencia encontrada en 2013-2014 puede ser atribuida al mejor manejo del aislamiento
disminuyendo el ingreso accidental del vector.

1.2) Namero de trips en el exterior segun orientacion de las trampas.
En la figura 4 se muestran las capturas de trips en el exterior del invernadero con malla segun

la orientacion de las trampas. Como se puede apreciar, la captura de trips fue similar en todas
las orientaciones.
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Figura 4. Numero de trips totales por dia en el exterior del inverndculo con malla segln orientacion de la

trampa.

En la figura 5 se muestran los valores de trips capturados en el exterior del invernadero sin
malla segln la orientacion de las trampas. También en este caso los valores son homogéneos.
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Figura 5. Nimero de trips totales por dia en el exterior del invernaculo sin malla segiin orientacion de la

trampa.

En la figura 6 se muestra la localizacion relativa en el predio de los invernaderos estudiados en

el periodo 2011-2014.
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Google earth

Figura 6. Ubicacion relativa de los invernaculos bajo estudio en el establecimiento.

1.3) En el interior del invernaculo segun orientacion de las trampas.

En la figura 7 se muestra el nimero de trips/dia capturados en el interior del invernadero con
malla perimetral segin la posicion de las trampas en el cultivo. Como se observa la mayor
captura se registr6 en las trampas colocadas en la parte sur y oeste (cercano a otros
invernaderos).
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Figura 7. Nimero de trips totales por dia en el interior del invernaculo con malla segin ubicacién de la

trampa en el cultivo.

En la figura 8 se muestra el nimero de trips/dia capturados en el interior del invernadero sin
malla segun la posicion de las trampas en el cultivo. Como se observa, la mayor captura se
registré en las trampas colocadas en las trampas orientadas al norte y sur (eje mayor del

invernadero).
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Figura 8. NUmero de trips totales por dia en el interior del invernaculo sin malla seguin ubicacion de la

trampa en el cultivo.
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Si bien es dificil encontrar una explicacion Unica para las diferencias observadas, se puede
decir que en el invernaculo sin malla existe una tendencia a tener mayor captura de trips en las
trampas con orientacion Ny S (eje mayor de los invernéculos). Es de suponer que influyan en
eso los vientos predominantes, la vegetacion externa (cultivos y malezas) y la posicion de la
trampa en lugares que ofrezcan resistencia al flujo natural de aire.

1.4) Tipos de trips.

En la figura 9 se muestra la evolucién general de la captura en trampa pegajosa segun tipo de
trips en el exterior de los invernaculos con malla y sin malla (datos promedio de las trampas).
La presencia y evolucion de trips “amarillos” (probablemente Frankliniela spp.) y “marrones”
(Thrips tabaci) es muy similar. También se registré la presencia de otros tipos de trips pero la
misma fue muy baja por lo que no se incluyé en la gréfica.

25
20 K\/\
p
S 15 | —e— PROMEDIO
2 | "AMARILLOS" EXTERIOR
E '\ —=— PROMEDIO
£ 10 i "MARRONES" EXTERIOR
|
: X
l\-
v \
0
[97] ™ ™ ™ < < < < <
- - i i — — i - —
o o o o o o o o o
N N N N N N N N N
5 & 9 & 9 & ® I °
o = = - o o o o o
N ® ® ™ %) N O N ®
— — — — — — - — —

Figura 9. Numero de trips/dia capturados en el exterior de los invernéculos segun tipo de insecto.

En la figura 10 se puede observar el nimero de trips por dia colectados en el interior de los
invernaculos separado segun tipo de insecto.
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Figura 10. Namero de trips/dia capturados en el interior de los invernaculos segun tipo de insecto.

1.5) Correlacion entre datos de captura de trips.

Con los datos de los trips capturados en las diferentes trampas se realizaron calculos de
correlacion para conocer si existia relacion entre la captura de insectos dentro y fuera de los
invernaderos.
Se encontro correlacion estadisticamente altamente significativa entre los valores de trips/dia
capturados en el exterior y en el interior de ambos invernéculos:

e promedio ambos invernéaculos (R? =0.62, n° trips al interior = 0.04*n° trips exterior +

0.05)
e malla (R%=0.42, n° trips al interior = 0.009*n° trips exterior + 0.04) y
e sin malla (R?=0.53, n° trips al interior = 0.05* n° trips exterior + 0.09).

De acuerdo con este andlisis dependiendo del caso entre 42-62% de la variacion en los valores
de captura de trips en el interior del invernadero sin malla esta explicada por la variacion en la
captura obtenida en el exterior.

También se encontré correlacion altamente significativa entre los valores de temperatura
promedio (registrada en el interior del invernadero con malla) durante el periodo en que
estuvieron expuestas las trampas y los valores de trips/dia capturados, tanto en el exterior
como el interior de los invernaderos en estudio.
e interior del invernadero sin malla (R>= 0.42, n° trips capturados en interior de
invernadero sin malla = 0.14 * temperatura promedio periodo de trampeo — 2.47).
e exterior del invernadero sin malla (R>= 0.37, n° trips capturados en exterior de
invernadero sin malla = 1.86 * temperatura promedio periodo de trampeo — 31.45).
e interior del invernadero con malla (R>= 0.32, n° trips capturados en interior de
invernadero sin malla = 0.01 * temperatura promedio periodo de trampeo —0.13).
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e exterior del invernadero con malla (R?= 0.43, n° trips capturados en exterior de
invernadero con malla = 0.79 * temperatura promedio periodo de trampeo — 13.27).

En la figura 11 se grafican los valores de captura de trips/dia en el exterior e interior de los
invernaderos y la temperatura promedio del periodo. Como se puede apreciar, al igual que en
temporadas anteriores, la mayor captura se registré6 cuando la temperatura promedio del
periodo al interior del invernaculo fue mayor o igual a 25°C (diciembre-febrero).
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Figura 11. Evolucion del namero de trips/dia en trampas amarillas en el interior de invernaculos con y
sin malla'y de la temperatura media en el periodo dentro del invernaculo con malla.

2) Nudmero de trips en flores de morron y malezas:

2.1) Namero de trips en flores de morrén:

En la figura 12 se muestra el nimero de trips en flores de morrén (promedio de 10 flores)
durante el periodo de estudio en comparacion con lo observado en trampa pegajosa.
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Figura 12. Numero de trips totales/dia en trampas pegajosas y en flores de morrén (promedio de 10
flores) en el interior de los invernaculos en estudio.

En esta temporada se registraron muy pocos trips en flores de morrén y principalmente en un
periodo posterior a los picos poblacionales en trampas pegajosas.

2.2) Namero de trips en flores de malezas:

En el cuadro 1 se muestran los valores de nimero de trips/flor colectados en flores de malezas
en valores absolutos y en porcentaje.

Cuadro 1. Porcentaje del total de trips por flor colectados durante el periodo.

Maleza Sumaden® N° trips/10 % total % total
trips/planta | flores acumulado | trips/10
acumulados | promedio durante el |flores
enla cultivo promedio
temporada 2013-2014

Trébol rojo 7.10 0.76 25 13

Correhuela 4.40 1.23 15 21

Cerraja 2.80 0.29 10 5

Revienta caballos 2.30 0.58 8 10

Verdolaga 0.20 0.07 1 1

S. ptycanthum 0.00 0.00 0 0

Gambarrusa 2.10 1.97 7 33

Trébol blanco 9.50 1.00 33 17

Al igual que en temporadas anteriores se colect6 el mayor nimero de trips en flores de trébol
blanco, trébol rojo, correhuela, cerraja, revienta caballos, gambarrusa, y verdolaga en ese
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orden. La casi totalidad de los trips encontrados en flores de malezas se registré en el exterior
de los invernaderos. Solamente se encontraron dos trips en 10 flores de cerraja en el interior
del invernéculo sin malla 13/2/2014.

En la figura 13 se muestra la variacion en la cantidad de trips por diez flores en las diferentes
malezas fuera de los invernaculos. Aligual que en la captura en trampas, se registré un pico de
individuos en el periodo diciembre-febrero, a pesar que algunas malezas presentaron trips
luego de ese periodo (trébol rojo, blanco y cerraja).
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Figura 13. Evolucién del nimero de trips por flor en malezas en el exterior de los invernaderos en
estudio.

3) Porcentaje de plantas de morrén infectadas por Tospovirus:

En la figura 14 se puede observar la evolucién del porcentaje del total de plantas infectadas
por Tospovirus en el invernadero sin malla, que fue en el Unico que se detectaron infecciones,
y del nimero de trips/dia en trampas amarillas. En esta temporada el porcentaje de plantas
infectadas fue muy bajo (inferior al 2%). Como se puede ver el incremento de plantas
infectadas se registro luego de la ocurrencia de picos en la captura de trips.
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Figura 14. Porcentaje de plantas infectadas con Tospovirus en el invernaculo sin malla anti-insectos
relacionado con la captura de trips/dia en trampas amarillas.

En la figura 15 se muestra la evolucién del porcentaje de plantas infectadas por Tospovirus
discriminado segun si el almacigo se realiz6 con o sin cobertura de malla anti-insecto. Se
puede observar que la infeccion se determiné primero en plantas provenientes de almacigos
sin cobertura de malla anti-insecto. Si se considera que solamente en el invernéaculo sin malla
perimetral se determinaron plantas infectadas se puede suponer que éstas inicialmente
vinieron del alméacigo sin proteccion y se registré una infeccién secundaria en el invernaculo
sin malla.

1.20

1.00 »>-———0—————u—=

[%2]
p=}
=
>
o
Q.
[%2]
o
|_
c o
3 0.80 ,__‘,‘—4—0-—0— ¢
%) I -
© | — —&— —alméacigo con
< 0.60
I I malla
S
3 I
L
= Z o .
= 0.40 1 —&— almacigo sin
0 !
I3 | malla
c 0.20 T
E ./ '
o
|

R 0.00 +-B-TBP——— b= ————T— T

m M oM mo M 0o 3 3 3§ F ¥ S S S S <

- — - — — — = — =l — - — — — = —

S T T D D T oo oo

S 9 9 d d ddd d®»® ® F F§ OB m

4 4 4 4 4 4 0 o0 0 09 © o © O O

S oD D 0 O 9 222

S M K 10 & § & & M & M & O I D

N O 4 0o 4 A 4N O N O N O & ©

Figura 15. Porcentaje de plantas infectadas con Tospovirus segun si su almécigo fue realizado o no bajo
malla anti-insectos.

Dado el bajo numero de plantas en las que se detectd la infeccién de virus no se pueden
realizar observaciones en cuanto a si hubo una infeccién diferencial entre las variedades
evaluadas esta temporada.

3) Porcentaje de plantas de morrén con sintomas de peste negra.
En la figura 16 se muestra la evolucién del porcentaje total de plantas con sintomas junto al

porcentaje de plantas infectadas (determinadas por prueba ELISA) y al nimero de trips/dia en
el interior de los invernaderos.
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Figura 16. Evolucion del porcentaje total de plantas con sintomas comparado con la evolucion del
porcentaje de plantas infectadas y del nimero de trips/dia en el interior de los invernaderos.

Durante la temporada 2013-2014 no se registraron sintomas en las plantas del productor que
rodeaban al experimento en ninguno de los invernaderos.

4) Infeccion de malezas por Tospovirus:

Durante el periodo 21/10/13 - 10/6/14 se analizaron mediante DAS-ELISA 270 plantas de
malezas colectadas adentro y fuera de ambos invernaderos. En un principio se buscaron
seleccionar aquellas con sintomas atribuibles a la infeccion con virus (mosaico, clorosis,
variegado, deformacion foliar, lesiones necrdticas, etc.) pero ante su escasez también se
colectaron plantas asintomaticas (80% de la colecta).

De ellas en solamente tres plantas de malezas asintomaticas se detectaron Tospovirus (1%). La
deteccion se dio en cerraja (con malla afuera 28/10/13) y corrihuela (con malla interior
25/11/13, con malla afuera 16/12/13).

Cabe destacar que la deteccion de Tospovirus en malezas se registré previamente a la
deteccion en el cultivo y en lugares diferentes. En el cultivo se registré dentro del invernaculo
sin malla y en malezas fuera de los invernaculos y dentro del invernaculo con malla. Este
aspecto resalta también la importancia epidemiolégica de las malezas tanto como fuente de
indculo de virus como de trips ademas de las plantas de cultivo infectadas.

Comentarios finales de las tres temporadas estudiadas

e Las tres temporadas estudiadas presentaron caracteristicas muy diferentes en cuanto
a la enfermedad.
e latemporada 2011-2012 se caracterizo por:
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Una infeccibn muy temprana ya en el cultivo del productor previo a la
instalacion del ensayo la cual aumenté répidamente llegando a afectar a la
totalidad de las plantas del invernadero tanto del experimento como del
productor.

Un alto numero de trips tanto en trampas como en flores de morrén y de
malezas.

Evolucion rapida de la infeccion por Tospovirus en el cultivo alcanzando a la
totalidad de las plantas que se tradujo en la presencia de fuertes sintomas de
peste negra.

Presencia de malezas infectadas por Tospovirus que ademas albergaban en sus
flores al vector durante y luego del cultivo.

e Lastemporadas 2012-2013 y 2013-2014 en cambio se caracterizaron por:

(0]
(0]

(0]

o

Bajo numero de plantas de morrén enfermas.

Infeccién derivada de plantas producidas en almacigos sin cobertura anti-
insectos.

En 2013-2014 la enfermedad se registré Unicamente en el invernaculo sin
malla.

Bajo numero de trips en trampay en flores de morrén y malezas.

Bajo porcentaje de plantas de morron infectadas por Tospovirus que no
aumento durante el ciclo.

Poca presencia de malezas en general entre las cuales fue dificil encontrar
plantas con sintomas atribuibles a la infeccion viral y a su vez con deteccion de
Tospovirus sumado a que éstas presentaban pocos trips en sus flores.

e Como conclusion final luego de tres afios de trabajo se resaltan los siguientes puntos
criticos a considerar en el manejo de peste negra en morrén en invernaculo:

(0]

(0]

Evitar infeccion de plantas durante el almécigo. Para ello es recomendable
realizar los mismos bajo cobertura anti-insectos.

Evitar la existencia dentro y fuera del invernadero de aquellas malezas en
cuyas flores habite el vector y/o que sean huéspedes de la enfermedad
fundamentalmente antes y en las primeras semanas después del trasplante.
Promover vegetacion entre los invernaderos que no tenga esas caracteristicas
y que a la vez impida su desarrollo, por ejemplo gramineas. En este trabajo se
detectaron algunas malezas dentro de las principales que ocurrian en este
establecimiento a las que se debera prestar mas atencion.

Utilizar malla perimetral anti-insecto en el invernadero pero cuidando mucho
el ingreso de insectos desde el exterior a través de la puerta de ingreso,
ventilacion cenital, etc.

La resistencia varietal suministrada por el gen tsw por si sola no garantiza un
buen control de la enfermedad por lo que debera ser necesariamente
complementada con otras medidas.
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EVALUACION DE PRODUCTOS APLICADOS AL FOLLAJE PARA EL CONTROL
DE MANCHA BACTERIANA DEL TOMATE. TEMPORADA 2013-2014.

Diego Maeso? y Alfredo Fernandez®.

1 INIA Llas Brujas. Ruta 48 Km 10 Rincén del Colorado. Canelones. Uruguay.
dmaeso@inia.org.uy

Palabras clave: mancha bacteriana, Xanthomonas spp., control.

Introduccion

La mancha bacteriana del tomate causada por Xanthomonas spp. es una de las enfermedades
mds importantes del cultivo a campo provocando pérdida de darea foliar, muerte de flores,
manchado de fruto y, cuando el ataque es muy severo, la muerte de la planta. Para su control
normalmente se realizan multiples aplicaciones de productos a base de cobre, muchas veces
en forma semanal, solos o en mezcla con otros fungicidas o antibidticos. Recientemente se
han desarrollado productos que por diferentes modos de accidn, generalmente mediante
induccién de mecanismos de resistencia de la planta, se los recomienda para el control de
enfermedades bacterianas, entre ellas la mancha bacteriana del tomate. Estos productos
fueron evaluados en las temporadas pasadas, algunos de ellos con buen desempeno siendo
éste el Ultimo afio de una serie de experimentos para ese fin.

Metodologia

Localizacion: Campo experimental, INIA Las Brujas.

Fechas de almacigo: 22/10/13

Fecha de trasplante: 22/11/13

Distancia de plantacién: 1,50 x 0,50 m.

Disefio experimental: Bloques al azar con tres repeticiones.

Parcela: Tres surcos de seis metros de largo, tomate industria sin entutorar.
Aplicaciones: Con maquina de mochila. Gasto 600 I./ha en maxima expansion de follaje.
Variedad: Loica.

Enfermedad: Mancha bacteriana (Xanthomonas spp.).

Tratamientos: Aplicaciones semanales a partir del 23/12/2013 de:
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Nombre Principio Activo Dosis/100| | Modo de accién

Comercial

1. Bion 500 WG | Acibenzolar S methyl 5g Inductor de resistencia

2. Biorend Cobre | Quitosano y Sulfato de Cobre | 250 cc Inductor de resistencia
Penta hidratado mas una base
guelatante orgdnica

3. Biorend Quitosano 500 cc Inductor de resistencia

4. Fanavid 85 Oxicloruro de cobre 300g Bactericida

5. Afital Cobre Anhidrido fosférico (P205): 25 | 250 cc Inductor de resistencia
%
Cobre (Cu): 5%

6. Sporekill Cloruro de didecil dimetil | 100 cc Desinfectante de
amonio contacto

7. Cobre estable | Complejo activo cupro | 500 cc Fungicida,  bactericida,
amoniacal bioestimulante

8. Testigo sin

tratar.

El control de enfermedades a hongos se realizé siguiendo el sistema de prondstico Tomcast
utilizando unicamente clorotalonil. El control de insectos, acaros, etc. fue el mismo para todos
los tratamientos y se realizd en forma independiente a los tratamientos.

Evaluaciones:

De daios a follaje: Se realizaron diez evaluaciones de dafnos a follaje por mancha bacteriana
en 2014 a partir del 5/2 (fecha de comienzo de la enfermedad) usando una estimacion visual
del porcentaje de area foliar afectada por planta en 10 plantas del surco central de cada
parcela.

De rendimientos: Se evalud el peso, el nimero de frutos y el nimero de frutos afectados por
enfermedades por parcela en seis cosechas (17 y 25/2, y 13/3/2014).

Resultados

Evaluaciones de dafios al follaje:

Los primeros ataques de mancha bacteriana se observaron a comienzos de febrero.

En el cuadro 1 se muestran los resultados de algunas evaluaciones de dafos al follaje por
mancha bacteriana por planta.

En la figura 2 se muestra la evolucién de los dafos al follaje en porcentaje de area foliar
afectada durante la temporada.
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Cuadro 1. Area foliar afectada con mancha bacteriana (por planta)®.

Tratamiento 24/2 6/3

1. Bion 500 WG 22 a 35a
2. Biorend Cobre 37ab |58 abc
3. Biorend 62 c |67 bc
4. Fanavid 85 29ab |63 bc
5. Afital Cobre 38ab |66 bc
6. Sporekill 25a 41 ab
7. Cobre estable 33ab |73 <
8. Testigo sin tratar 55 bc |71
Coef. de variacion (%) 20 17

! Promedio del drea foliar afectada por la enfermedad por planta (%). Valores corregidos por arcsenv%
para efectuar analisis estadistico.
2 Las medias seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente por la prueba Duncan al 5%.

100 T
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Liuvias (mm)

% drea Toliar afectada
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=
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R 5 g/ 100 18 SEMANAL
------ Biorend Cobre 1.51t/hd 51 gasto de 600 cofhd 250 cc/100

It SEMAMNAL
== = Rinrend 3 /M. S el gasto es de 600 cofhd es 500 cg/100

It semanal
- w Oicloruro de cobre semanal 300 oo 1000t
= = Afital Cu 250 cc/100 1t agua SEMANAL
— Sporekil 100 cc/100 It agua
= Cobre estable 3ts/hd 500 cc/1001

e Testigo sin ratar

Figura 1. Evolucién de la severidad de mancha bacteriana durante la temporada (porcentaje de drea
foliar afectada).
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Rendimientos:

En el cuadro 2 se muestran la variacion en los rendimientos frente al testigo sin tratary
el porcentaje de frutos adjudicados a mancha bacteriana.

Cuadro 2.Variacion en rendimiento y porcentaje de frutos descartados por mancha bacteriana.

Tratamiento % de variacion | Porcentaje  de
frente al | frutos
rendimiento en|descartados por
peso del testigo | mancha
sin tratar (%) bacteriana

1. Bion 500 WG -48 20 d

2. Biorend Cobre 9 8 abc

3. Biorend -3 8 abc

4. Fanavid 85 21 4a

5. Afital Cobre 31 8 abc

6. Sporekill 7 10 bc

7. Cobre estable 11 5ab

8. Testigo sin tratar 0 14 cd

Coef. de variacion (%) 20

! Las medias seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente por la prueba Duncan al 1%.

Comentarios

e Los menores valores de area foliar afectada se observaron en los tratamientos a base
de Bion, Biorend Cobre y Sporekill.

e El menor porcentaje acumulado de frutos afectados por mancha bacteriana se observd
en los tratamientos a base de Biorend cobre, Biorend, Fanavid, Afital y Cobre estable.

e No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los rendimientos
obtenidos hasta marzo 2014.

e Los tratamientos a base de Bion y Biorend presentaron disminucion en porcentaje de
los rendimientos frente al testigo sin tratar.

Conclusiones de tres temporadas:

e Sj bien en la serie de ensayos de tres temporadas hubo algunas variaciones en los
tratamientos utilizados podemos concluir que en general los tratamientos que
recibieron aplicaciones foliares con Bion, hidréxido de cobre y Biorend cobre fueron
los que presentaron menor area foliar afectada con mancha bacteriana.

e Los tratamientos en que se aplicé Bion provocaron disminucion en los rendimientos
frente al testigo sin tratar.
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CONTROL DE LA MANCHA BACTERIANA DEL TOMATE (XANTHOMONAS
SPP.) EN CULTIVO A CAMPO PARA INDUSTRIA MEDIANTE APLICACIONES
FOLIARES. 2014-2015.

Diego Maeso?, Alfredo Ferndndez?, Wilma Walasek!
YINIA Las Brujas, Programa Nacional de Produccién Horticola, Seccién Proteccion Vegetal. Ruta
48 km 10. Rincén del Colorado, Canelones, Uruguay. dmaeso@inia.org.uy

Palabras clave: mancha bacteriana, tomate, Xanthomonas spp., control.

Introduccién

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 anos 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 aplicacién de productos a base de
Bacillus subtilis en el control de enfermedades. La accidn 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 produccion 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).

Algunos autores han estudiado los efectos ad de este agente en la prevencién 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.

Materiales y Métodos
Ubicacion: Campo experimental de INIA Las Brujas. Rincdon del Colorado. Departamento de
Canelones.

Forma de aplicacion: 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, variedad Repique. Distancia de plantacion 1,6 x 0,30 m. Fecha de
trasplante 21/10/2014.
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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 300 g Semanal

4. Sporan Mezcla de aceites | 1000 cc Semanal
esenciales

5. Biorend cobre Quitosano y Sulfato 150 cc Semanal

de Cobre Penta
hidratado + base
guelatante orgdnica

Sporekill Didecyl di methyl 100 cc Luego de lluvia.
ammonium chloride
6. Bion Acibenzolar Smethyl | 5g Semanal

7. Testigo sin tratar

Las aplicaciones preventivas comenzaron el 28/11/2014. Los tratamientos semanales
recibieron nueve aplicaciones, y el tratamiento 5 adicionalmente seis de Sporekill luego de
lluvias. La ultima aplicacion de todos los tratamientos fue realizada el dia 27/1/15.

Disefio experimental:
Bloques al azar con cuatro repeticiones. Cada parcela constd 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).

e >

Figua 1. Vista panoramicad

F

el ensayo.
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Inoculacién:

El experimento fue inoculado el 9/1/2015 mediante la aspersidn foliar de una solucion de
Xanthomonas spp. (aislada de manchas foliares de tomate) con una concentracién aproximada
de 1 x 10% ufc/ml en horas de la tarde, recibiendo posteriormente dos horas de riego por
aspersion.

Analisis estadistico:

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

Parametros evaluados:
Evolucion de la enfermedad.

A la semana de la inoculacién se evalué semanalmente el porcentaje de area foliar afectada
por la enfermedad (severidad) de cada una de ellas de las plantas de la fila central de cada
parcela. Los porcentajes asignados se promediaron y los valores fueron transformados por la
férmula arcsen V% previo a su andlisis estadistico.

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

Severidad

En el cuadro 2 vy 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 area foliar afectada).

Tratamiento 16/01 27/01 02/02 ADCPE
Nacillus 300 g/100 | 8 NS? 56 bt 79 b 770 b
Baktillis 300 g/100 | 6 51 b 80 b 719 b
Hidrocup 300 g/100l 3 12 a 27 a 200 a
Sporan 1000 cc/100 | 4 47 b 66 b 625 b
Biorend Cu 150 cc/100 | complementado 8 39ab 78 b 619 b
con Sporekill luego de lluvias

Bion 5 g/100 | 6 40 ab 69 b 588 b
Testigo sin tratar 12 60 b 77 b 820 b

! Los valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al 5% por la prueba Duncan de
rangos multiples.
2 NS = sin diferencias estadisticamente significativas en el analisis de variancia.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las evaluaciones del 27/1y 2/2 y
en el ADCPE. Los menores valores de severidad del 27/1 se encontraron en las parcelas
tratadas con HidroCup, Biorend Cobre complementado con Sporekill y Bion, mientras que en la
evaluacion del 2/2 y en el ADCPE Unicamente el tratamiento con HidroCup se diferencié del
testigo sin tratar.
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Figura 3. Evolucidn de la severidad (en porcentaje) de area foliar afectada con mancha bacteriana.
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Figura 5. Sintomas en algunas parcelas al 2/2/2015. Arriba de izquierda a derecha: HidroCup, Baktillis,
Testigo sin tratar. Debajo de izquierda a derecha: Biorend Cobre + Sporekill, Nacillus y Bion.

Discusion

Salvo el tratamiento con hidréxido de cobre ninguno de los tratamientos presentd un control
aceptable de la enfermedad y por ello el cultivo debié ser abandonado tempranamente a
comienzos de febrero. Probablemente esto se debid a la alta susceptibilidad del cultivar
utilizado (Repique) y a la alta presion generada por la inoculacién artificial realizada.
Unicamente en el tratamiento con hidréxido de cobre se logré mantener area foliar verde y
podria haber sido continuado.

Conclusiones

Bajo condiciones extremas muy favorables para el desarrollo de ataques de mancha bacteriana
Unicamente el tratamiento a base de hidréxido de cobre aplicado semanalmente mantuvo a la
enfermedad en niveles que permitieron continuar con el cultivo. En el resto de las opciones la
pérdida de area foliar fue casi total.
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