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RESUMEN

La mancha marrén de las mandarinas se detectdé en Espafia a finales de 1998,
extendiéndose rapidamente a las principales zonas citricolas peninsulares. Hasta la
fecha, la mancha marrén se ha detectado en Fortune, Nova y Minneola, variedades
todas ellas derivadas de la mandarina Dancy. La enfermedad causa necrosis en las
hojas y defoliacién de los brotes jovenes. En frutos provoca la aparicion de
depresiones necroticas en la corteza, que en los frutos jovenes suelen inducir una
abscision prematura. La presencia de lesiones los deprecia totalmente para su
comercializacion en el mercado en fresco, lo que ha provocado cuantiosas pérdidas
econodmicas. Los principales periodos de infeccion observados han sido la
primavera y el final de verano-otofio. Los datos obtenidos a partir de los
aislamientos y las pruebas de patogenicidad, han permitido identificar al agente
causal de la enfermedad como el patotipo de Alternaria alternata que afecta a las
mandarinas.

Las variedades de Clementina, Satsuma y limén se mostraron en general resistentes
a la inoculacién con A. alternata. Las naranjas mostraron reacciones intermedias.
Los hibridos derivados de la mandarina Dancy, los pomelos y los cultivares
Murcott, Emperor, Encore y Kara-Kara fueron susceptibles. Las variedades que se
mostraron como resistentes en el estudio, dificilmente se veran afectadas por la
enfermedad bajo las condiciones de una inoculacion real. Sin embargo, el que una
variedad haya desarrollado necrosis en laboratorio no significa necesariamente que
vaya a ser susceptible en campo. Se obtuvo una relacion negativa entre la
susceptibilidad de los frutos de Fortune y su didmetro. No obstante, los frutos se
mostraron susceptibles a la enfermedad durante todas sus fases de desarrollo.

Los fungicidas mostraron una elevada resistencia al lavado en los experimentos de
lluvia artificial. Sin embargo, la mayoria redujeron notablemente su eficacia sobre
frutos de Fortune después de registrarse lluvias en campo. L0os compuestos
cupricos mostraron por lo general una mayor accion residual en frutos y una mayor
resistencia al lavado que mancozeb, difenoconazol, iprodiona, famoxadona y
piraclostrobin. Oxido cuproso y oxicloruro de cobre formulado como suspension
concentrada mantuvieron niveles de control elevados, incluso a los 28 dias de su
aplicacién y tras haberse registrado 71 mm de lluvia. Como estrategia de control de
la enfermedad en frutos se propone adoptar intervalos de aplicacion de 3-4 semanas
con compuestos cupricos durante los periodos de condiciones favorables para la
enfermedad. Sélo seria necesario repetir las aplicaciones después de lluvias fuertes
0 acompafiadas de viento.

Fosetil-Al fue el Gnico producto que aumentd la resistencia de los frutos de Fortune
y Nova. Silicato de sodio y urea fueron ineficaces. El crecimiento foliar no afecté a
la eficacia de los fungicidas, por lo que la aparicién de nuevas hojas y/o brotes se
propone como criterio de intervencion durante los periodos de infeccion de
primavera.



RESUM

La taca marré de les mandarines es va detectar a Espanya a finals de 1998,
estenent-se rapidament a les principals zones citricoles peninsulars. Fins a la data,
la taca marrd s'ha detectat en Fortune, Nova i Minneola, varietats totes elles
derivades de la mandarina Dancy. La malaltia causa necrosi en les fulles i
defoliacio dels brots jovens. En fruits provoca I'aparicio de depressions necrotiques
en la corfa, que en els fruits jovens solen induir una abscissié prematura. La
presencia de lesions els deprecia totalment per a la seua comercialitzacio en el
mercat en fresc, la qual cosa ha provocat quantioses pérdues economiques. Els
principals periodes d'infeccié observats han sigut la primavera i el final d'estiu-
tardor. Les dades obtingudes a partir dels aillaments i les proves de patogenicitat
han permés identificar I'agent causal de la malaltia com el patotipus de Alternaria
alternata que afecta les mandarines.

Les varietats de Clementina, Satsuma i les llimes es van mostrar en general
resistents a la inoculaci6 amb A. alternata. Les taronges van mostrar reaccions
intermedies. Els hibrids derivats de la mandarina Dancy, els pomelos i els cultivars
Murcott, Emperor, Encore i Kara-Kara van ser susceptibles. Les varietats que es
van mostrar resistents en l'estudi, dificilment desenvoluparan la malaltia en
condicions d'una inoculacio real. No obstant, el que una varietat haja desenvolupat
necrosi en laboratori no significa necessariament que vaja a ser susceptible en
camp. Es va obtindre una relacié negativa entre la susceptibilitat dels fruits de
Fortune i el seu diametre. No obstant, els fruits es van mostrar susceptibles a la
malaltia durant totes les seues fases de desenvolupament.

Els fungicides van mostrar una elevada resisténcia al llavat en els experiments de
pluja artificial. No obstant, la majoria van reduir notablement la seua eficacia sobre
fruits de Fortune després de registrar-se pluges en camp. Els fungicides clprics van
mostrar generalment una major acci6 residual en fruits i una major resisténcia al
llavat que mancozeb, difenoconazol, iprodiona, famoxadona i piraclostrobin. Oxid
cupros i oxiclorur de coure formulat com a suspensié concentrada van mantindre
nivells de control elevats, inclUs als 28 dies de la seua aplicacio i després d'haver-se
registrat 71 mm de pluja. Com a estrategia de control de la malaltia en fruits es
proposa adoptar intervals d'aplicacié de 3-4 setmanes amb compostos cuprics
durant els periodes de condicions favorables per a la malaltia. Només seria
necessari repetir les aplicacions després de pluges fortes 0 acompanyades de vent.

Fosetil-Al va ser I'Gnic producte que va augmentar la resisténcia dels fruits de
Fortune i Nova. Silicat de sodi i urea van ser ineficacos. El creixement foliar no va
afectar I'eficacia dels fungicides, per la qual cosa I'aparici6 de nous fulls i/o brots es
proposa com a criteri d'intervenci6 durant els periodes d'infecci6 de primavera.



ABSTRACT

Alternaria brown spot of mandarins was first detected in Spain in 1998. Since then,
the disease spread rapidly to the main Spanish citrus-growing areas. To date, the
disease has been detected affecting Fortune, Nova and Minneola. All of these
cultivars have Dancy mandarin in their parentage. The disease was characterized
by the presence of leaf necrosis and defoliation of young shoots. Fruits showed
necrotic spots on their rind. Infected young fruits often fell and the mature fruits
were unmarketable due to lesions, resulting in important economic losses. The
main infection periods observed were spring and the end of summer and autumn.
Our data from isolations and pathogenicity tests revealed that the causal agent of
the disease was the mandarine pathotype of the fungus Alternaria alternata.

Las variedades de Clementina, Satsuma y limén se mostraron en general resistentes
a la inoculacién con A. alternata. Las naranjas mostraron reacciones intermedias.
Los hibridos derivados de la mandarina Dancy, los pomelos y los cultivares
Murcott, Emperor, Encore y Kara-Kara fueron susceptibles.

Clementine, Satsuma, lemon and lime cultivars were generally resistant to A.
alternata inoculation. Most sweet orange cultivars showed intermediate reactions.
Hybrids with Dancy mandarin or its derivates as a parent, grapefruits and the
cultivars Murcott, Emperor, Encore and Kara-Kara were susceptible. Cultivars
which did not develop necrosis in the test will be certainly resistant. However, a
susceptibility reaction in vitro does not necessarily mean that the cultivar will
develop the disease under field conditions. A negative relationship was found
between the susceptibility and the diameter in Fortune fruits. However, the fruit
was susceptible to the disease through the whole season.

Fungicidal activity persisted well in simulated rain experiments, despite the high
rainfall amounts tested. However, most of the fungicides showed a significant
reduction of disease control on fruit of Fortune mandarin in the orchard after
natural rain. Copper products showed usually longer residual activity on fruit and
higher rain fastness than did mancozeb, difenoconazole, iprodione, famoxadone
and pyraclostrobin. Cuprous oxide and the suspension concentrate formulation of
copper oxychloride provided satisfactory disease control on fruit through 28 days
and withstood 71 mm of rainfall in the orchard. A 3-4-week schedule with copper
compounds is proposed for disease control on Fortune fruits during periods of
weather favorable for disease development. Re-spray to replace fungicide deposit
seems to be necessary only after heavy or wind-driven rains.

Fosetyl-Al was the only compound that increased the resistance of Fortune and
Nova fruit to the disease. Sodium silicate and urea were ineffective. Leaf growth
did not reduce fungicide efficacy, thus monitoring of newly emerged leaves and
shoots was proposed as criteria to schedule fungicide sprays during the spring
season.
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Capitulo 1

Introduccion




Capitulo 1

Capitulo 1.- Introduccién

1.1.- Enfermedades causadas por Alternaria

Las enfermedades causadas por Alternaria afectan a numerosos cultivos
horticolas, ornamentales y frutales. La mayoria de ellas causan dafios
principalmente sobre tejido foliar, provocando una reduccion de la capacidad
fotosintética de las plantas y una bajada de los rendimientos. No obstante,
algunas de estas enfermedades afectan directamente a frutos y tubérculos,
causando dafios tanto en la calidad como en la producciéon. También existen
algunas enfermedades causadas por Alternaria que afectan a los tallos,
provocando la muerte de las plantas. En general, estan consideradas como uno de
los grupos de enfermedades fungicas que mayores pérdidas econémicas causan
(Rotem, 1994; Agrios, 2005).

El género Alternaria fue definido por Nees en 1817 (Ellis, 1971). Aunque
existen referencias de un total de 44 especies de Alternaria, actualmente no hay
un consenso al respecto, ya que se mantienen numerosas controversias entre los
sistemas taxonémicos morfolégicos y los basados en aspectos genético-
moleculares. Las especies de Alternaria se comportan en general como
necrotrofos, degradando multitud de sustratos orgénicos. Algunas especies son
capaces de causar enfermedades Unicamente en plantas senescentes o debilitadas
por factores de estrés. Sin embargo, otras poseen una mayor capacidad
patogénica y dependen menos de la predisposicién del hospedante. Su capacidad
parasitaria se ha relacionado en muchos casos con la sintesis de toxinas, que
pueden ser de tipo inespecifico o afectar exclusivamente a un Gnico hospedante
(Rotem, 1994; Agrios, 2005).

Las enfermedades causadas por Alternaria se desarrollan mejor en las zonas
calidas y himedas. Sin embargo, una caracteristica comun de estas especies es su
elevada resistencia a los factores climaticos desfavorables. Sus esporas son de
gran tamafio y estan pigmentadas de melanina, lo que las hace muy resistentes a
la desecacion. Su eficiencia infectiva es muy alta ya que, gracias a su estructura
multicelular, cada espora puede emitir varios tubos germinativos. El rango de
temperaturas sobre el que pueden desarrollarse es muy amplio y son capaces de
aprovechar eficientemente las diferentes fuentes de humedad disponibles. Esto
les permite desarrollarse epidémicamente en diferentes regiones climéticas. En
general se considera que la distribucion geogréafica de las especies de Alternaria
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estd delimitada por la presencia de sus hospedantes méas que por las condiciones
climéticas (Rotem, 1994).

1.2.- Enfermedades causadas por Alternaria en citricos

En citricos se han descrito un total de cuatro enfermedades causadas por
especies del género Alternaria: la mancha marrén de las mandarinas, la mancha
foliar del limoén rugoso, la mancha foliar de la lima mejicana y la podredumbre
negra de los frutos citricos (Timmer et al., 2003).

La mancha marrén de las mandarinas (Alternaria brown spot of tangerines)
afecta especificamente a varios cultivares de mandarina (Citrus reticulata
Blanco) y sus hibridos, causando graves dafios en la corteza de los frutos (Fig.
1.1a) y las hojas.

La mancha foliar del limén rugoso (C. jambhiri Lush) (Alternaria leaf spot of
rough lemon) afecta a esta especie y a la lima Rangpur (C. limonia Osbeck),
causando en ambos casos necrosis foliares (Fig. 1.1b) y pequefias lesiones en
frutos. Tanto el limén rugoso como la lima Rangpur se utilizan como patrones,
por lo que los dafios de esta enfermedad quedan limitados a las plantas de vivero
y los arboles destinados a la obtencién de semilla.

El estrecho rango de hospedantes que presentan la mancha marron de las
mandarinas y la mancha foliar del limdn rugoso tiene su origen en las toxinas de
sus agentes causales, que afectan de forma selectiva a unos pocos genotipos de
citricos (Kohmoto et al., 1979; 1991).

La mancha foliar de la lima mejicana (C. aurantifolia (Christm.) Swing.) se
ha detectado Unicamente en las zonas citricolas de los estados de Colima y
Guerrero, en la costa Oeste de Méjico. Se ha citado también sobre pomelo
Duncan (C. paradisi Macf.), naranja Navel (C. sinensis (L.) Osb.), lima Bearss o
Tahiti (C. latifolia Tan.) y lima dulce de Palestina (C. limettioides Tan.), aunque
en estas especies no parece causar dafios de importancia (Palm y Civerolo, 1994).
Los sintomas foliares consisten en pequefias lesiones de color marrén rodeadas
por un halo clorético (Fig. 1.1c). Las hojas afectadas suelen caer
prematuramente, provocando la seca apical de los brotes. En los frutos pueden
aparecer también pequefias pustulas, pero suelen desaparecer a medida que el
fruto aumenta de tamafio. Estos sintomas son similares a los causados por la
bacteria de la cancrosis (Xanthomonas axonopodis pv. citri (Hasse) Vaut.), lo que
al principio cre6 una cierta controversia. Finalmente se demostré que la
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enfermedad estaba causada por el hongo A. limicola Simmons & Palm. Esta
especie se caracteriza por poseer unos conidios de gran tamafo (140-190 x 16-22
pum) con un apéndice apical muy marcado (Simmons, 1990). A. limicola no
produce toxinas especificas al hospedante y se diferencia del resto de especies
que afectan a citricos, tanto por sus caracteristicas morfolégicas como
moleculares (Peever et al., 2004).

La podredumbre negra (black rot) de los frutos es un problema
principalmente de poscosecha, aunque las infecciones se inician en el campo. El
hongo penetra a través de heridas o aberturas naturales en la zona estilar del
fruto, progresando a modo de podredumbre a través del eje central (Fig. 1.1d).
También puede formar infecciones latentes en la zona del pedunculo, que
colonizan el eje central cuando el fruto comienza a madurar. Externamente, los
frutos afectados suelen mostrar un cambio de color prematuro debido a la
produccion de etileno. Aunque la podredumbre negra puede afectar a la mayoria
de variedades de citricos, los dafios son mas severos en las naranjas del grupo
Navel, debido a las aberturas que presentan en la zona del ombligo (Fawcett,
1936; Tuset, 1987).

Esta enfermedad se ha asociado tradicionalmente a la especie A. citri Ellis &
Pierce, que fue definida como tal a principios del siglo XX (Bliss y Fawcett,
1944; Simmons, 1990). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la
podredumbre negra de los frutos citricos puede estar causada por aislados de
Alternaria procedentes de diversos sustratos vegetales. Estos aislados se
identificaron inicialmente como especies diferentes, pero han pasado a
considerarse como lineas filogenéticas dentro de la especie A. alternata (Nees:
Fries) Keissler (Peever et al., 2005).

A diferencia de otros patégenos fungicos de poscosecha, A. alternata no
crece sobre la corteza de los frutos. Su patogenicidad esta determinada
principalmente por la produccién de la enzima poligalacturonasa, que le permite
avanzar a través del eje central del fruto. Una vez en los léculos, la actividad de
esta enzima desaparece debido a la abundante disponibilidad de azucares (Isshiki
et al., 2001; 2003; Ohtani et al., 2003).
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Figura 1.1: Sintomas de las enfermedades causadas por Alternaria en
citricos: a) mancha marrén en tangelo Minneola (L.W. Timmer); b) mancha
foliar del limon rugoso; c¢) mancha foliar de la lima mejicana (L.W.
Timmer); d) podredumbre negra en naranja Navel (J. Armengol).

1.3.- La mancha marron de las mandarinas

1.3.1.- Sintomas y dafios

Los sintomas de la mancha marrén de las mandarinas se describieron por
primera vez en 1903 sobre mandarina Emperor, en el estado de New South Wales
al Este de Australia. Sin embargo, su agente causal no fue identificado hasta
1959 (Kiely, 1964; Pegg, 1966). La enfermedad se detectd posteriormente en
numerosas zonas citricolas del continente americano, como Florida (EE.UU.)
(Whiteside, 1976), Cuba (Herrera-Isla, 1992), Colombia (Castro et al., 1995),
Brasil, Argentina (Goes et al., 2001; Peres et al., 2003) y Pera (Marin et al.,
2006), y en paises de la cuenca mediterranea como Israel (Solel, 1991), Turquia
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(Canihos et al., 1997), Italia (Bella et al., 2001) y Grecia (Elena, 2006). La
enfermedad se ha citado también en otros paises como Sudafrica (Schutte y
Beeton, 1994) e Irdn (Golmohammadi et al., 2006). Como se deduce de estos
datos, la distribucion de la enfermedad comprende tanto zonas citricolas de clima
subtropical hiumedo, como de clima semi-arido tipo mediterraneo.

La mandarina Dancy es una de las variedades méas afectadas por la
enfermedad. Algunos estudios sugieren que esta susceptibilidad se transmite de
forma dominante (Hutton y Mayers, 1988; Dalkilic et al., 2005). Todos los
hibridos de mandarina Dancy, como Minneola, Page, Fortune, Orlando, Nova,
Lee y Sunburst, se ven afectados por la enfermedad. Sin embargo, la proximidad
del parental Dancy parece influir en el grado de susceptibilidad. Los hibridos en
los que Dancy es un parental directo, como Minneola y Orlando, son mas
susceptibles que otros hibridos como Nova y Sunburst, en los que ha intervenido
como parental més lejano. La mancha marron afecta también a otras variedades
aparentemente no derivadas de Dancy, como son Emperor, Ponkan y Murcott y
algunos pomelos, aunque en este Ultimo caso no parece causar dafios de
importancia (Schutte, 1996; Timmer y Peever, 1997; Peever et al., 2000; Timmer
et al., 2003).

La mancha marron de las mandarinas afecta a los frutos, hojas y brotes de las
variedades susceptibles. Las hojas jovenes son muy susceptibles a la enfermedad
y es frecuente la aparicion sobre ellas de areas necréticas de gran tamafio. En
muchos casos, estas lesiones avanzan rapidamente siguiendo las nervaduras de
las hojas. Las lesiones suelen presentar un halo clor6tico a su alrededor y muchas
de las hojas afectadas caen prematuramente. Los tejidos foliares van haciéndose
resistentes a medida que van completando su desarrollo. Las lesiones dejan de
crecer en tamafio, pero confieren un aspecto asimétrico y deformado a las hojas.
Los tallos de los brotes pueden presentar también lesiones necroticas de 1-10 mm
de didmetro. En casos de infecciones muy severas, los brotes pueden incluso
llegar a necrosarse por completo. Los frutos afectados por la mancha marrén
presentan depresiones necrdticas de tamarfio variable y pustulas suberosas en la
corteza. Estas lesiones quedan restringidas a la zona del pericarpo y no afectan a
los l6culos. Cuando las infecciones afectan a los frutitos jovenes, muchos de ellos
sufren una abscision prematura (Timmer et al., 2003).

Los dafios de la mancha marrén afectan principalmente a la calidad externa
de la cosecha, aunque la caida de frutos puede reducir también el rendimiento
productivo de los arboles. La defoliacién en la brotacién de primavera se ha
sefialado también como un factor que afecta negativamente al rendimiento.
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Generalmente, las pérdidas productivas son mayores en las zonas citricolas de
clima subtropical himedo. Se han cuantificado disminuciones de rendimiento de
hasta el 75% en Sudafrica, el 80% en Florida, y el 95% en Brasil. Los dafios a la
calidad externa de los frutos son por lo general elevados, registrandose
incidencias superiores al 90% de frutos afectados, tanto en zonas de clima
mediterraneo como subtropical himedo. En Florida y Brasil se ha descrito una
relacion negativa entre el rendimiento productivo y la severidad de los sintomas
en frutos (Schutte y Beeton, 1994; Solel et al., 1997; Timmer y Zitko, 1997;
Swart et al., 1998; Peres y Timmer, 2006). Por el tipo de dafios que causa y el
rango de variedades al que afecta, la mancha marrén de las mandarinas se
considera principalmente como una enfermedad grave en la produccion de fruta
para fresco (Timmer et al., 2003).

1.3.2.- Agente causal

La identidad taxonomica del agente causal de la mancha marrén de las
mandarinas ha sufrido varios cambios a lo largo de la historia, y todavia hoy no
existe un consenso al respecto. Kiely (1964) lo describi6é por primera vez como
A. citri Pierce, basandose en los datos publicados previamente por Doigde
(1929). Tras realizar un estudio méas detallado de la morfologia de los conidios,
Pegg (1966) mantuvo esta misma nomenclatura, pero basandose en este caso en
la descripcion de Bliss y Fawcett (1944). No obstante, este autor constato
experimentalmente que s6lo algunos aislados eran capaces de producir la toxina
necesaria para la patogénesis, por lo que consider6 al agente causal de la mancha
marrén como una cepa o forma especializada de A. citri.

El agente causal de la mancha foliar del limén rugoso habia sido también
adscrito anteriormente a la especie A citri (Ruehle, 1937). La denominacién A.
citri para los agentes causales de estas dos enfermedades se mantuvo hasta
principios de los afios ochenta, cuando se propuso asignarlos a la especie A.
alternata, diferenciando entre el patotipo mandarina y el patotipo limén rugoso
(Nishimura y Kohmoto, 1983). Estos mismos autores incluyeron dentro de A.
alternata los patotipos que afectan a manzano (Malus domestica Borkh), pera
japonesa (Pyrus pyrifolia Nakai), freson (Fragaria x ananassa Duch.), tabaco
(Nicotiana tabacum L.) y tomate (Lycopersicon esculentum Mill.). En cada uno
de los patotipos se incluian los aislados productores de toxinas especificas a estos
hospedantes, y que previamente habian sido asignados a otras especies de
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Alternaria. Basandose en este sistema de patotipos, Solel (1991) designé al
agente causal de la mancha marrén de las mandarinas como A. alternata pv. citri,
para diferenciarlo de los aislados no patogenos y de los causantes de la mancha
foliar del limén rugoso.

Tras analizar morfolégicamente 135 aislados de Alternaria causantes de la
mancha marrén de las mandarinas y la mancha foliar del limoén rugoso, Simmons
(1999a) concluyd que ninguno de ellos podia asignarse a las especies A. citri 0
A. alternata. Este autor propuso la supresion del sistema de patotipos dentro de
A. alternata, sustituyéndolo por la nomenclatura A. limoniasperae Simmons y
A. citrimacularis Simmons para los aislados patégenos a limdn rugoso, y
A. tangelonis Simmons, A. citriarbusti Simmons, A. tukisafria Simmons,
A. toxicogenica Simmons, A. colombiana Simmons, A. perangusta Simmons,
A. interrupta Simmons y A. dumosa Simmons para los aislados patdgenos a
mandarina. De la misma forma, propuso la desaparicion del resto de patotipos de
A. alternata y su reasignacion a diferentes especies (Simmons, 1999b).

Peever et al. (2004) realizaron un estudio filogenético con una amplia
coleccion de Alternaria de citricos, en la que incluyeron aislados de las cuatro
enfermedades, asi como aislados no patégenos y otros procedentes de diversos
sustratos vegetales. El andlisis filogenético realizado a partir del ADN
mitocondrial (mtLSU) y el gen de la B-tubulina, separ6 éstos aislados en dos
grupos: los de conidios grandes (longitud > 100 um) como A. limicola y los de
conidios pequefios (longitud 30-50 pum).

De entre las ocho zonas genéticas que se estudiaron, solo los analisis del gen
de la endopoligalacturonasa y dos regiones anénimas (OPA1-3 y OPA2-1)
pusieron de manifiesto la variabilidad existente dentro del grupo de aislados de
Alternaria con esporas pequefias. Estos aislados quedaron estructurados dentro
de nueve grupos. Tres de los grupos contenian mas de una morfoespecie, y una
de ellas quedd adscrita simultaneamente a varios grupos. Sélo cinco de los nueve
grupos filogenéticos pudieron relacionarse de forma univoca con un hospedante,
enfermedad o nicho ecoldgico. La ausencia de correlacion entre el andlisis
filogenético y el sistema morfotaxonémico puso en entredicho la validez de las
nuevas especies propuestas por Simmons (1999a), maxime cuando cinco de ellas
se describieron con el analisis de un Gnico aislado. A partir de estos resultados,
Peever et al. (2004) propusieron incluir todos los aislados de Alternaria de
citricos con esporas pequefias dentro de la especie A. alternata.

Estudios filogenéticos realizados con otros patotipos de A. alternata han
mostrado resultados similares a los obtenidos con los aislados de citricos,



Introduccién

apoyando con ello la validez del sistema de patotipos (Kusaba y Tsuge, 1995;
Weir et al.,, 1998). Sin embargo algunos autores siguen abogando por su
supresion, ya que han encontrado una cierta correlacion entre algunas
morfoespecies y determinadas caracteristicas culturales, bioquimicas e incluso
genéticas de los aislados (Roberts et al., 2000; Andersen et al., 2001, 2002;
2005).

Actualmente se sabe que los genes que codifican para la produccion de
toxinas especificas a mandarina, limon rugoso, fresén y manzano, estan
localizados en cromosomas de pequefio tamafio (< 2 Mb). Estos cromosomas se
consideran como condicionalmente prescindibles, ya que son necesarios para la
produccidn de las toxinas especificas al hospedante, pero no para el crecimiento
saprofitico del hongo (Akamatsu et al., 1999; Masunaka et al., 2000; Johnson et
al., 2001; Hatta et al., 2002; 2006). Al parecer, estos cromosomas
condicionalmente prescindibles pueden transmitirse de forma horizontal
mediante contacto de hifas y anastomosis (Masel et al., 1996; Rosewich y
Kistler, 2000; Walton, 2000).

Recientemente en Florida se ha identificado un aislado de A. alternata
patdgeno tanto a mandarina como a limoén rugoso. Su analisis genético demostrd
que poseia el cromosoma necesario para la produccién de la toxina especifica a
mandarina y el cromosoma necesario para la produccién de la toxina especifica a
limén rugoso. Al parecer, estos patotipos coexisten sobre los rebrotes de limon
rugoso que aparecen en los huertos abandonados. Esto permitiria un contacto
directo entre ellos y la eventual transferencia de los cromosomas
condicionalmente prescindibles (Masunaka et al., 2005).

A diferencia de lo que ocurre con otros hongos fitopatdgenos, los grupos de
anastomosis propuestos para A. alternata no estan relacionados con su
patogenicidad ni con su origen geografico. Se han obtenido cruces
vegetativamente compatibles entre aislados de A. alternata patdgenos a
mandarina y aislados saprofitos (Huang et al., 1996). En las lesiones de la
mancha marrén suelen coexistir aislados patdgenos y saprofitos, por lo que es
muy posible que el cromosoma necesario para la produccion de la toxina se
transmita horizontalmente entre ellos. Las diferencias genéticas existentes entre
estos aislados podrian explicar porqué los patotipos de A. alternata no forman
grupos monofiléticos. En un mismo aislado se combinan dos tipos de
cromosomas, los esenciales y los condicionalmente prescindibles, que han
seguido evoluciones genéticas diferentes (Hatta et al., 2002; Thomma, 2003;
Hatta et al., 2006). Esta particularidad deberia tenerse en cuenta a la hora de
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realizar estudios filogenéticos con fines taxondmicos o para establecer relaciones
poblacionales entre aislados de diferentes paises.

Con el sistema propuesto por Simmons (1999a), en el caso de la mancha
marrdn de las mandarinas habria que considerar un grupo de ocho morfoespecies,
que podrian ser o no patégenas en funcion de la presencia del cromosoma
necesario para la produccion de la toxina. Por otra parte, con los criterios
clasificatorios de Simmons, el nimero de especies aumentaria exponencialmente
a medida que se analizaran mas aislados. En el presente trabajo, y bajo la
perspectiva de su utilidad en el campo de la fitopatologia, se ha decidido adoptar
como valido el sistema de patotipos dentro de la especie A. alternata. Las
diferencias morfolégicas, bioquimicas y genéticas descritas entre los aislados de
Alternaria de citricos causantes de la mancha marron, se consideran como
propias de la variabilidad intraespecifica.

1.3.3.- Epidemiologia

Esporulacion

No se conoce el teleomorfo de A. alternata; su reproduccion se da en forma
de esporas asexuales (conidios) sobre las lesiones de hojas, brotes y frutos. La
esporulacion se da principalmente sobre las lesiones foliares viejas, habiéndose
registrado hasta 175 conidios/mm? en hojas de tangelo Minneola. La produccion
de conidios es maxima a partir del 85% de humedad relativa, no siendo necesaria
la presencia de agua liquida sobre la planta. Bajo condiciones adecuadas, la
produccién de conidios o periodo infeccioso se da durante los 10-40 dias después
de la aparicion de los sintomas. La esporulacion en las lesiones es mayor en las
variedades mas susceptibles, como Minneola y Orlando (Timmer et al. 1998a,
Reis et al., 2006).

Por otra parte, se ha demostrado que la esporulacion sobre las hojas caidas al
suelo es practicamente nula a partir de los 8-12 dias después de su abscision
(Reis et al., 2006). Estos estudios se han realizado en Florida, donde los veranos
son muy lluviosos. Bajo estas condiciones, las hojas se descomponen
rapidamente por la accion de los microorganismos del suelo (Mondal y Timmer,
2002). Sin embargo, las hojas tardarian mas tiempo en descomponerse con los
veranos secos tipicos de las zonas mediterraneas, por lo que el periodo de
esporulacién de A. alternata sobre ellos podria ser mayor.
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Diseminacion

Los conidios de A. alternata se liberan por bajadas bruscas de humedad
relativa o por la accion de la lluvia. La liberacion por accion de la lluvia y la
diseminacidn por aire o salpicaduras es habitual en las zonas de clima subtropical
himedo. En cambio, la liberacién por bajadas bruscas de humedad relativa y
diseminacion por aire es mas frecuente en las de clima semi-arido (Timmer et al.,
1998a; 2000). En las especies de Alternaria que se desarrollan en zonas semi-
aridas, la liberacion de conidios sigue un patron circadiano. Por lo general, su
concentracion en el aire es mayor durante las horas centrales del dia. Tras la
salida del sol, la temperatura y la velocidad del viento aumentan, mientras que la
humedad relativa disminuye. Esto provoca la desaparicion del rocio nocturno y la
liberacion de los conidios al ambiente (Rotem, 1994).

Respecto a la evolucion estacional del indculo, en trabajos realizados en
Florida se ha constatado que las maximas concentraciones de conidios en el aire
se producen como consecuencia de las infecciones foliares (Timmer et al., 2000).
No obstante, aunque la concentracion de conidios puede variar a lo largo del afio,
siempre hay suficiente in6culo disponible para iniciar las infecciones cuando las
condiciones ambientales son favorables (Timmer et al., 1998a; 2000; Vicent et
al., 2002b).

Infeccion

Los conidios de A. alternata germinan en presencia de agua liquida sobre la
planta y temperaturas adecuadas. Segln estudios llevados a cabo en lIsrael, los
tubos germinativos forman apresorios y penetran en la hoja de forma directa o a
través de los estomas (Solel y Kimchi, 1998). Sin embargo, otros estudios
apuntan a que la penetracién se produce sin necesidad de la formacion de
apresorios (Bhatia et al., 2002).

La capacidad patogénica de los patotipos de A. alternata que afectan a
citricos depende de la produccion de toxinas especificas al hospedante (Kohmoto
et al., 1979; Gardner et al., 1985; Kono et al., 1985; 1986; Kohmoto et al., 1991).

El patotipo que causa la mancha foliar del limén rugoso produce la toxina
ACR, que afecta directamente a las mitocondrias (Akimitsu et al., 1989). La
susceptibilidad que presentan las células del limén rugoso a esta toxina esta
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controlada por la trascripcion de un gen mitocondrial. Este gen esta presente
tanto en los genotipos resistentes como susceptibles. Sin embargo, en estos
ultimos se trascribe de forma diferente, dando lugar a la sintesis de una proteina
responsable de la formacion de poros en la membrana mitocondrial (Ohtani et al.,
2002).

En el caso del patotipo que afecta a las mandarinas, la toxina se conoce como
ACT, y afecta a la membrana plasmatica de las células de las variedades
susceptibles (Kohmoto et al., 1993). La toxina ACT tiene una estructura quimica
similar a las toxinas AF y AK de los patotipos de A. alternata que afectan a
freson y pera japonesa respectivamente. Estos tres patotipos comparten
secuencias genéticas analogas que se han relacionado con la produccién de
toxinas (Masunaka et al., 2000). Aunque no se ha secuenciado todavia la zona
concreta del genoma que lo controla, se sabe que la resistencia al patotipo de A.
alternata que afecta a las mandarinas est& controlada de forma recesiva por un
tnico alelo (Dalkilic et al., 2005). En Florida, los frutos de la variedad
susceptible Minneola desarrollan una resistencia de tipo ontogénico cuando
alcanzan los 5 cm de didmetro. Las hojas también se vuelven resistentes a medida
que completan su desarrollo (Whiteside, 1976).

Los conidios de A. alternata comienzan a emitir la toxina ACT en el
momento de la germinacidn, y sus dafios sobre las células de los haces vasculares
son visibles tan s6lo una hora después de su liberacion (Kohmoto et al., 1993).
La aparicién de las necrosis en los tejidos es muy répida, con periodos de
incubacion de tan sélo 16-36 horas (Pegg, 1966; Canihos et al., 1999). En los
tejidos foliares jovenes, la toxina se disemina siguiendo las nervaduras foliares
provocando una rapida expansion de las lesiones.

Canihos et al. (1999) modelizaron la infeccién de A. alternata sobre hojas de
tangelo Minneola en funcién de la temperatura y la duracién de la humectacién,
encontrando la maxima severidad de dafios con temperaturas de 23-27°C y de 12
a 36 horas de agua liquida sobre las hojas. No obstante, en campo se han
registrado infecciones con tan sélo 10 horas de humectacion (Timmer et al.,
2000). Estos datos coinciden de forma general con los publicados por Solel y
Kimchi (1998), que fijaron el 6ptimo de infeccidn en 22-25°C a partir de ensayos
realizados en semilleros de tangelo Minneola. En estudios realizados en Florida
sobre Minneola y Dancy, las infecciones de A. alternata se han relacionado
principalmente con las lluvias, aunque méas con su frecuencia que con su
duracion (Timmer et al., 2000; Bhatia et al., 2003).
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Estos resultados serian aplicables a la mayoria de las zonas de clima
subtropical hiumedo, donde la lluvia es la principal fuente de agua liquida sobre
los arboles. Sin embargo, en las zonas de clima semi-arido, la principal fuente de
agua sobre los arboles durante el verano son los rocios. Las lluvias suelen
registrarse principalmente en otofio y primavera, aunque en esas épocas las
temperaturas suelen ser menos favorables para la infeccion. Estudios realizados
con 10 especies de Alternaria han demostrado que pueden infectar aprovechando
los periodos de humectacidn cortos y alternantes que generan los rocios. Los
tubos germinativos de sus conidios son muy resistentes a la desecacion. Esto les
permite detener su crecimiento durante el dia y reanudarlo con el rocio de la
noche (Bashi y Rotem, 1974; Rotem, 1994). No obstante, este mecanismo de
adaptacion no se ha estudiado con el patotipo de A. alternata que afecta a las
mandarinas, y tampoco se conoce la importancia relativa de las lluvias y los
rocios en la epidemiologia de la enfermedad en las zonas de clima semi-arido.

1.3.4.- Control

Control cultural

El método més eficaz para controlar una nueva enfermedad es evitar su
introduccion mediante la exclusion del inéculo (Ebbels, 2003). La Directiva
2000/29 regula este tipo de medidas fitosanitarias en el territorio de la Unién
Europea (UE). En sus anexos se incluyen los listados con los organismos
considerados de cuarentena, pero en ellos no aparece ninguno de los dos
patotipos de A. alternata que afectan a los citricos. S6lo estan considerados como
organismos de cuarentena los patotipos que afectan a manzano y peral. Esta
situacion es cuanto menos sorprendente, ya que existen evidencias de la
introduccion de la mancha marrén de las mandarinas en algunas zonas citricolas
a través de material vegetal infectado (Peever et al., 2002).

El uso de material de plantacidn sano se ha citado como una medida eficaz
de exclusién de A. alternata, incluso en zonas donde la enfermedad ya esta
establecida. En Florida, las plantaciones realizadas con material sano han
permanecido relativamente libres de la enfermedad durante sus primeros afios, a
pesar de estar rodeadas por parcelas afectadas. Para la produccion de material de
plantacidn sano se recomienda obtener los injertos de plantas sanas, y realizar el
proceso de produccidn en invernaderos con riego por goteo. De esta forma se
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impide la formacion de agua liquida sobre las plantas, evitando la posibilidad de
infecciones (Timmer et al., 2003).

Una vez establecida la enfermedad en la parcela, la eliminacion de las hojas
afectadas caidas al suelo podria considerarse a priori como una medida de control
basada en la reduccion del in6culo. Con la eliminacion de las hojas del suelo
mediante triturado o adicion de algunos compuestos como urea y cal, se ha
conseguido reducir la severidad del moteado del manzano causado por Venturia
inaequalis (Cooke) G. Winter (Sutton et al., 2000; Gomez et al., 2007). No
obstante, segun la relacion existente entre la cantidad de in6culo y la severidad,
para obtener un nivel de control significativo las reducciones de inéculo deben
ser del orden del 90% o superiores (van der Plank, 1963). Estas reducciones tan
elevadas s6lo pueden conseguirse en casos como el moteado del manzano, donde
el indculo estd concentrado en un punto sobre el que se puede actuar de una
forma eficaz. A diferencia de los frutales de hoja caduca, los citricos no pierden
su masa foliar, quedando el indculo de A. alternata distribuido entre la copa y el
suelo (Reis et al., 2006). Las hojas del suelo sélo suponen una pequefia parte del
indculo, por lo que su eliminacién no parece ser una medida eficaz para el
control econémico de la enfermedad. No obstante, no hay ningin trabajo
publicado en el que se evale la eficacia de esta practica cultural.

Aungue no existen apenas estudios sobre el efecto de las practicas culturales
en la tasa de progresion de la enfermedad, los conocimientos existentes sobre su
epidemiologia han permitido establecer algunas recomendaciones de tipo
general. El objetivo es crear en las parcelas unas condiciones desfavorables para
la infeccidn, evitando la presencia de agua liquida sobre los arboles y reduciendo
el exceso de tejido vegetal joven, altamente susceptible. La experiencia de otras
zonas indica que estas medidas son muy efectivas como complemento al control
con fungicidas (Timmer et al., 1998a; Canihos et al., 1999; Timmer et al., 2000;
2003). En Florida se desaconseja el uso de sistemas de riego por aspersion sobre
la copa de los arboles, ya que se prolonga la duracién de los periodos de
humectacion. Se recomienda optar por los sistemas de riego localizado de
superficie, como la microaspersion y el goteo. Las parcelas de variedades
susceptibles a la mancha marrén deben establecerse preferentemente en las zonas
maés ventiladas, utilizando marcos de plantacion amplios (Timmer et al., 2003).
En general, para mejorar la ventilacion de las parcelas se recomienda evitar las
disposiciones en curvas de nivel, siendo mejor optar por las plantaciones en filas
orientadas siguiendo los vientos dominantes (Palti, 1981).
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Para evitar el exceso de tejido susceptible es recomendable reducir los riegos
y la fertilizacion nitrogenada durante las épocas de brotacion. Sin embargo, esta
practica no siempre es compatible con los requerimientos de la produccion
comercial de fruta (Timmer et al., 2003).

Control genético

La mandarina Dancy y sus hibridos, junto con Emperor, Ponkan y Murcott,
son las variedades que se ven afectadas por la mancha marrdn a nivel de campo.
Sin embargo, existen diferencias de susceptibilidad entre ellas (Peever et al.,
2000). En las zonas propensas al desarrollo de la enfermedad se recomienda
sustituir las variedades mas susceptibles como Minneola, por otras mas tolerantes
como Nova o Sunburst (Timmer et al., 2003). Sin embargo, este cambio varietal
supone renunciar a determinadas caracteristicas productivas que, en ausencia de
los dafios causados por la enfermedad, podrian suponer un mayor beneficio
econdmico.

En Florida se esté siguiendo un programa de mejora clésica para obtener una
variedad resistente a la mancha marrdén con caracteristicas similares a Minneola
(Timmer et al., 2003). Existen ya variedades de citricos transgénicas que
incorporan genes de resistencia a enfermedades, por lo que no es descartable que
con esta técnica puedan desarrollarse a corto plazo cultivares resistentes a A.
alternata (Fagoaga et al., 2001; Fladung y Ewald, 2006). No obstante, la
limitacion existente en la UE respecto al uso de cultivares mejorados mediante
transgénesis, no permite considerarlos como medidas de control aplicables a
corto plazo.

Control biolégico

Agostini et al. (2003) obtuvieron niveles de control de la mancha marr6n en
hojas superiores al 50% con la aplicacion de un preparado a base de la bacteria
Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn. Al parecer, esta bacteria afecta a la
germinacion de los conidios y protege las hojas de las infecciones. No obstante,
estos trabajos se realizaron en invernadero, por lo que los resultados no son
directamente extrapolables a la situacién de campo, donde la presencia de lluvias
y otros factores atmosféricos podrian reducir su eficacia. Por otra parte, no
existen datos sobre su efecto en el control de la mancha marrén en frutos.
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Control quimico

Aunque las medidas culturales ayudan notablemente a reducir la severidad de
la enfermedad, el control econémico de la mancha marron de las mandarinas estéa
basado en la aplicacion de fungicidas. En funcion de sus caracteristicas y el tipo
de enfermedad, los fungicidas pueden actuar sobre los patdgenos de forma
preventiva, impidiendo la infeccién; de forma curativa, cuando acttan sobre las
infecciones ya iniciadas e impiden la aparicion de sintomas; y de forma
erradicante, cuando impiden el crecimiento y la esporulacién de las lesiones
(Hewitt, 1998).

Al igual que sucede en patosistemas similares (Llorente y Montesinos, 2006),
la aplicacién curativa de fungicidas no es viable en el control de la mancha
marrén de las mandarinas. Debido a la rapida accion de la toxina ACT, el
intervalo de tiempo entre el inicio de la infeccion y la aparicion de sintomas es de
tan s6lo 16-36 horas (Pegg, 1966; Canihos et al., 1999), lo que limita
drasticamente la accion curativa de los fungicidas. Respecto al efecto erradicante,
se ha demostrado que las aplicaciones de hidroxido cuprico y algunos fungicidas
Qol (quinone outside inhibitors) reducen la esporulacion de A. alternata en las
lesiones (Reis et al., 2006). No obstante, queda por estudiar si este efecto
antiesporulante se traduce en un mayor control de la enfermedad en campo.

El control quimico de la mancha marrén es basicamente preventivo. Esto
implica que el fungicida debe estar presente sobre la planta antes de la infeccion,
de forma que impida la germinacién de los conidios y la emisidn de la toxina. De
hecho, los fungicidas que se han mostrado mas eficaces en el control de la
enfermedad en campo se caracterizan por tener una fuerte accion antigerminante
(Mondal et al., 2005).

Las aplicaciones deben programarse para mantener una capa protectiva de
fungicida sobre los 6rganos susceptibles durante los periodos de infeccion. Las
secuencias de aplicaciones descritas son variables segin la zona climética de la
gue se trate. En las areas subtropicales himedas, las condiciones climéticas son
favorables para la infeccion desde la primavera hasta el otofio. Sin embargo, sélo
suelen realizarse aplicaciones durante la primavera, ya que posteriormente los
frutos desarrollan una resistencia de tipo ontogénico. En las zonas citricolas de
Séo Paulo (Brasil) son necesarias unas nueve aplicaciones desde septiembre a
enero para el control de la mancha marrén en Murcott (Peres y Timmer, 2006), y
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en el Noreste de Sudafrica unas 6-11 aplicaciones desde septiembre a febrero
para el control en Minneola (Swart et al., 1998). En Florida se realizan 7-10
tratamientos desde finales de marzo a mediados de julio en las variedades
Murcott, Orlando y Minneola (Bhatia et al., 2003). En la costa Este de Australia,
las aplicaciones para el control de la mancha marrén en Murcott y Nova se
prolongan desde la brotacion de primavera hasta unas semanas antes de la
cosecha. Esto supone la realizacion de hasta 16 aplicaciones anuales. Parece que,
a diferencia de las otras zonas de clima subtropical himedo, en Australia los
frutos de Murcott son susceptibles durante todo su periodo de desarrollo (Miles et
al., 2005).

En las zonas semi-aridas de clima mediterraneo los principales momentos de
infeccidn son la primavera y el otofio. A finales de los afios noventa, en Israel se
recomendaba Unicamente la aplicacion de tratamientos durante la primavera, ya
que las aplicaciones durante el verano y el otofio no parecian mejorar el control
de la enfermedad. En general, en tangelo Minneola eran necesarias 4-5
aplicaciones desde finales de abril hasta finales de junio (Solel et al., 1997). Sin
embargo, trabajos mas recientes sobre Minneola, Nova y Murcott apuntan a un
incremento de los dafios causados por las infecciones otofiales. Esto ha obligado
a realizar unas tres aplicaciones adicionales desde principios de septiembre a
principios de noviembre (Yogev et al., 2006). En las zonas citricolas de clima
mediterraneo del Suroeste de Sudéfrica, las aplicaciones sobre tangelo Minneola
suelen comenzar en octubre con la brotacion de primavera y se prolongan hasta
el otofio. Sin embargo, es a finales de verano y principios de otofio, durante los
meses de marzo y abril, cuando se dan las infecciones méas severas (Schutte y
Beeton, 1994).

Los trabajos realizados por Canihos et al. (1998) sobre tangelo Minneola
permitieron conocer con exactitud las condiciones de temperatura y humedad
necesarias para la infeccion de A. alternata. Tras numerosas observaciones en
campo, se establecieron relaciones estadisticas entre las condiciones ambientales
y los momentos de infeccidn sobre Dancy y Minneola (Timmer et al., 2000). Con
todo esto se elabor6 el modelo Alter-Rater, que permite programar las
aplicaciones en funcién de las condiciones ambientales. Este modelo funciona
con un sistema de puntuaciones, considerando como condiciones favorables para
la infeccion la presencia de lluvias superiores a 2,5 mm, mas de 10 horas de
humectacion y temperaturas de 20-28°C. Se recomienda realizar una aplicacion
fungicida cuando el sumatorio de las puntuaciones diarias supera un determinado
umbral, que se ajusta en funcién de la susceptibilidad de la variedad y las
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caracteristicas microcliméaticas de la zona. Mediante este sistema es posible
reducir el nimero de aplicaciones en unos casos y mejorar los niveles de control
en otros. EI modelo Alter-Rater ha sido validado en variedades muy susceptibles
como Minneola, asi como en otras de susceptibilidad moderada como Murcott y
Orlando (Bhatia et al., 2003; Peres y Timmer, 2006). Aunque estos trabajos se
han desarrollado en regiones de clima subtropical himedo, estudios realizados en
nuestro pais han puesto de manifiesto las posibilidades que ofrecen este tipo de
modelos para el manejo de la enfermedad en condiciones de clima semi-arido
(Badal et al., 2006).

Los compuestos cupricos son la base del control de la mancha marrén en
Florida (Timmer y Zitko, 1997; Bhatia et al., 2003). Estos productos son
relativamente econdémicos, y en esta zona se usan también para el control de la
melanosis causada por Diaporthe citri F. A. Wolf. Sin embargo, no pueden cubrir
todo el ciclo de cultivo, ya que se han descrito problemas de fitotoxicidad si su
aplicacion se realiza en condiciones secas y calurosas (Albrigo et al., 1997;
Schutte et al., 1997). Existen también referencias del uso de los compuestos
cupricos para el control de la mancha marrén en Israel, Sudéfrica y Australia
(Solel et al., 1997; Swart et al., 1998; Miles et al., 2005).

Dentro del grupo de los ditiocarbamatos, mancozeb se ha utilizado con éxito
en el control de la mancha marrén en Cuba y Sudafrica sobre mandarina Dancy y
tangelo Minneola respectivamente (Otero et al., 1994; Schutte y Beeton, 1994;
Swart et al., 1998). Sin embargo, este producto no resulté eficaz en ensayos
realizados sobre Murcott en Brasil (Peres y Timmer, 2006). En estudios
realizados en Israel, metiram fue relativamente eficaz en el control de la
enfermedad sobre tangelo Minneola, pero no asi maneb (Solel et al., 1997).

Captafol fue uno de los primeros productos que se emple6 en el control de la
mancha marrén, pero actualmente ya no se fabrica (Whiteside, 1979). Se han
ensayado también otras ftalimidas, como captan y folpet, pero en general no se
utilizan para el control de mancha marrdn (Solel et al., 1997; Miles et al., 2005).

Iprodiona y procimidona, fungicidas ambos pertenecientes al grupo de las
dicarboximidas, se han mostrado altamente eficaces en el control de la mancha
marron (Solel et al., 1997; Swart et al., 1998; Miles et al., 2005). No obstante, el
uso continuado de iprodiona ha generado problemas de resistencias en Australia
(Hutton, 1989), Israel (Solel et al., 1996) y Turquia (Erkilic et al., 1999).

La eficacia de los triazoles y otros fungicidas inhibidores de la biosintesis del
ergosterol ha sido variable. Mientras que difenoconazol se mostr6 eficaz en el
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control de la enfermedad en trabajos realizados en Sudafrica, no lo fue en los
ensayos de Israel. Por su parte, tebuconazol y propiconazol tampoco fueron
eficaces en estudios realizados en Florida (Schutte y Beeton, 1994; Solel et al.,
1997; Timmer y Zitko, 1997; Swart et al., 1998).

Con los fungicidas Qol, como azoxistrobin, trifloxistrobin y piraclostrobin,
se ha conseguido controlar la enfermedad de una forma eficaz en varios paises
(Timmer y Zitko, 1997; Miles et al., 2005). No obstante, estos productos son
propensos a generar resistencias, por lo que no pueden realizarse mas de cuatro
aplicaciones anuales y deben alternarse con fungicidas de otros grupos.

El aceite de neem se ensayd durante algunos afios en Florida. Este producto
mostro una cierta eficacia frente a la mancha marrén, pero las aplicaciones
realizadas durante el cuajado provocaban en algunos casos la caida de los frutos
(Timmer y Zitko, 1997; Timmer y Chung, 2007). Se han ensayado también
algunos compuestos que actian mediante la induccion de resistencia en la planta.
Acibenzolar-s-metil mostré bajos niveles de control en ensayos de invernadero
realizados en Florida, y su eficacia fue practicamente nula en los ensayos de
campo llevados a cabo en Australia (Agostini et al., 2003; Miles et al., 2005).
Los productos a base de acido fosforoso mostraron un cierto control de las
infecciones foliares en los ensayos de invernadero de Agostini et al. (2003). A
nivel de campo, fosetil-Al no fue eficaz en los ensayos de Florida, pero fosfito
potdsico mostrd buenos niveles de control en Israel (Timmer y Zitko, 1997,
Yogev et al., 2006).

Respecto a las técnicas de aplicacién, independientemente del sistema
empleado, es necesario procurar un elevado grado de recubrimiento de los
organos susceptibles. En ensayos realizados en Israel, los voliumenes de
aplicacién de 1.500 I/ha fueron suficientes para controlar la mancha marrén con
intensidades de enfermedad bajas. Sin embargo, con intensidades altas fue
necesario aumentar hasta los 3.000 I/ha (Solel et al., 1997). Los volimenes de
caldo utilizados por otros autores quedan también dentro de este rango (Peres y
Timmer, 2006; Yogev et al., 2006; Salyani, 2007). No obstante, la relacién entre
el volumen de caldo y el recubrimiento depende de numerosos factores, tanto del
equipo de aplicacién como del cultivo. En general, para un mismo recubrimiento,
los sistemas de aplicacion hidroneumaticos requieren menos cantidad de caldo
que los sistemas hidraulicos (Matthews, 2000).
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Capitulo 2.- Objetivos
En el presente trabajo se pretende abordar diferentes objetivos que hacen

referencia a la etiologia, el hospedante y el control de la mancha marrén de los
citricos en Espafa:

Etiologia:

*Determinar la etiologia y distribucion en Espafia de la mancha marrén de los
citricos.

Hospedante:

*Determinar la susceptibilidad a A. alternata de una seleccion representativa de
genotipos de citricos.

Estudiar el desarrollo de resistencia ontogénica a A. alternata en los frutos de
mandarina Fortune.
Control:

Estudiar el efecto de varios compuestos sobre las caracteristicas de la corteza
y la susceptibilidad a A. alternata de los frutos de Fortune y Nova.

eDeterminar la resistencia al lavado por lluvia de diversos fungicidas aplicados
sobre frutos y hojas de Fortune.

eDeterminar la duracion del efecto protectivo en campo de los fungicidas
protectivos y penetrantes aplicados sobre frutos de Fortune.

Estudiar la eficacia de los compuestos cupricos a dosis reducida aplicados
sobre frutos de Fortune.

Estudiar el efecto del crecimiento de las hojas de Fortune sobre la eficacia de
los fungicidas.
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Capitulo 3.- Prospeccidn, sintomatologia e identificacion del agente causal

3.1.- Antecedentes

A mediados de los afios noventa, las autoridades fitosanitarias detectaron la
aparicion de una nueva sintomatologia en una parcela de mandarina Fortune,
situada junto al cauce del rio Jucar en la zona Sur de Alcira (Valencia). Tras
varios intentos infructuosos para identificar su agente causal, la parcela se
arranco (F. Piera, com. personal). A pesar de esto, la enfermedad se extendi6
posteriormente a varias parcelas colindantes de Fortune y tangelo Minneola. A
finales de 1998 se remitieron a nuestro laboratorio varias muestras procedentes
de estas parcelas para su diagnostico a través del convenio establecido con el
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, que nos establece como
Laboratorio Nacional de Referencia para el Diagnostico de Hongos
Fitopatdgenos. A partir de ese momento se iniciaron los trabajos para determinar
la etiologia de esta nueva enfermedad y su distribucion en las diversas zonas
citricolas espafiolas.

3.2.- Material y métodos

La prospeccién se realiz6 durante los afios 1999 a 2005. Todas las muestras
se recolectaron directamente en las parcelas afectadas o fueron remitidas por los
técnicos de las fincas y los Servicios de Sanidad Vegetal de las diferentes
Comunidades Auténomas (Tabla 3.1). En las visitas realizadas a las parcelas
afectadas se procedi6 al estudio de los sintomas a fin de tipificar el sindrome de
la afeccién. Las muestras estaban compuestas por hojas y/o frutos sintomaticos.
Tras su llegada al laboratorio, el material vegetal se lavé con agua del grifo y se
desinfectd superficialmente con una solucién de hipoclorito sédico al 1,5% de
cloro activo durante un minuto. Seguidamente, se lavé dos veces con agua estéril
para eliminar los restos del desinfectante.

Los aislamientos se realizaron mediante siembra de pequefios fragmentos del
material afectado en placas Petri con medio de cultivo Patata Dextrosa Agar
(PDA) con 0,5 g/l de sulfato de estreptomicina (PDAS). Las placas se incubaron
en estufa a 25-27°C durante 3-4 dias con un fotoperiodo de 12/12 horas (Philips
TLD/Sylvania F40-BLB). Las colonias fungicas obtenidas se repicaron
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individualmente a medio de cultivo PDA. Estas placas se incubaron durante 7-10
dias bajo las mismas condiciones descritas anteriormente.

Las colonias fangicas se identificaron mediante la observacion de sus
estructuras morfolégicas con un microscopio Optico a 400x. Los aislados
identificados como pertenecientes al género Alternaria se sometieron a una
prueba de patogenicidad siguiendo el método descrito por Kohmoto et al.,
(1991). Se prepararon suspensiones de conidios de estos aislados en agua
destilada, que se ajustaron a una concentracion de 10° conidios/ml con un
hematocimetro. Se recolectaron hojas inmaduras de mandarino Fortune, que se
sometieron a una desinfeccion superficial con hipoclorito sédico siguiendo el
proceso descrito anteriormente. Se inocularon 5-10 hojas por aislado,
depositando cuatro gotas de 40 ul de la suspension de conidios sobre el envés o
el haz de las hojas. Las hojas inoculadas se incubaron en camara himeda durante
48 horas en oscuridad a 27°C, periodo tras el cual se evalud la presencia de
lesiones necréticas. En cada inoculacion se incluy6 un testigo inoculado con agua
destilada.

A partir de los resultados de las pruebas de patogenicidad, se seleccionaron
16 colonias de Alternaria patdgenas para ser sometidas a un andlisis morfoldgico
mas preciso. Se intentd que las colonias elegidas representaran las diferentes
zonas y variedades sobre las que habia aparecido la enfermedad (Tabla 3.2). Se
prepararon cultivos monosporicos de estas colonias mediante el sistema de
diluciones sucesivas (Dhingra y Sinclair, 1995), comprobandose en cada caso su
patogenicidad mediante la técnica descrita anteriormente.

Para el estudio morfol6gico se siguié el protocolo descrito por Simmons,
(1999a). Cada uno de los aislados monosporicos se repicd a dos placas con medio
de cultivo Patata Zanahoria Agar (PCA), que se incubaron durante 15 dias a 26°C
bajo ciclos alternantes de 12/12 horas (Philips TLD/Sylvania F40-BLB). La
morfologia de las cadenas de conidios se observo directamente sobre la placa de
cultivo con un microscopio 6ptico a 100x. Se cuantifico la longitud de 40
cadenas para cada uno de los aislados (20 cadenas por placa), anotando en cada
caso si las cadenas eran simples o ramificadas. Para la caracterizacion
morfol6gica de los conidios, se realizaron sendos montajes microscopicos con
agua (uno de cada placa del mismo aislado). Se cuantificd la longitud, anchura,
nimero de septos transversales y longitudinales de 100 conidios de cada aislado
(50 por placa), empleando para ello un microscopio a 400x provisto de escala
micrométrica. Los aislados obtenidos en la prospeccion se guardaron primero en
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tubos con medio de cultivo Agar Avena (OA) a 4°C, y posteriormente a -80°C en
crioviales con una solucion de glicerol al 15%.

3.3.- Resultados

Tipificacion de sintomas

Durante la prospeccion se detectaron parcelas afectadas de las variedades
Fortune, Nova y Minneola. En las visitas realizadas durante la primavera se
observo la presencia de areas necréticas de tamafio variable en el limbo de las
hojas jovenes (Fig. 3.1a). En muchos casos, estas lesiones se extendian siguiendo
las nervaduras foliares (Fig. 3.1b). Las lesiones foliares quedaban rodeadas por
un halo clorético (Fig. 3.1c¢), y en algunos casos provocaban un crecimiento
asimétrico de las hojas a modo de curvatura lateral (Fig. 3.1d). Con infecciones
muy severas, se pudo observar también la necrosis completa de los brotes (Fig.
3.1e). En las parcelas se observaron también fuertes defoliaciones de hojas
afectadas (Fig. 3.1f).

En la corteza de los frutos recién cuajados se observé la presencia de
pequefias depresiones necroticas de color marron oscuro a negro y pustulas
suberosas (Figs. 3.2a,b). En algunos casos, las necrosis evolucionaban afectando
al fruto en su totalidad provocando su caida (Fig. 3.2c).

Una vez que los frutos alcanzaban su tamafio definitivo, las zonas donde
estaban presentes las lesiones mostraban un cambio de color prematuro (Fig.
3.2d). A medida que los frutos completaban su maduracion, las depresiones
necroticas formadas en la primavera evolucionaban en tamafio y quedaban
rodeadas por un halo clorético. Algunas de ellas llegaban a alcanzar incluso los
10 mm de didmetro (Figs. 3.2ef). En el centro de estas lesiones era frecuente
observar la pustula suberosa formada en la infeccion de primavera (Fig. 3.3a).
Aungue las pustulaciones suberosas se observaron en frutos de todas las
variedades, éstas fueron mas frecuentes en tangelo Minneola (Fig. 3.3b).

A finales de verano y principios de otofio, se observo la aparicion de nuevas
depresiones necroticas sobre la corteza de los frutos. Estas lesiones eran, por lo
general, de menor tamafio y de forma mas irregular que las que habian
evolucionado a partir de las infecciones de primavera. Se diferenciaban también
por no presentar ninguna pustula suberosa en su interior (Figs. 3.3cd).
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En todos los casos, las lesiones s6lo afectaban al pericarpo del fruto sin llegar
a los l6culos. No obstante, su presencia los depreciaba por completo para su
comercializacion en el mercado en fresco. Todos estos sintomas coinciden con
los descritos para la mancha marrdn de las mandarinas (Timmer et al., 2003).

Agente causal

El hongo que se aislé en mayor proporcion de las muestras analizadas fue
Alternaria. Este género, perteneciente a los Hifomicetos (hongos mitosporicos)
dematiaceos, se caracteriza por la pigmentacién oscura de sus estructuras; los
conidi6foros de aspecto similar a las hifas vegetativas y de tipo acroduxico por su
crecimiento apical; la conidiogénesis enteroblastica por la formacién de los
conidios a partir del crecimiento de la pared interna; las células conidiogénicas de
tipo trético y simpodial por la emision de los conidios a través de un poro y su
disposicion alterna; los conidios multicelulares, con septos longitudinales y
transversales, de forma ovoide u obclavada (Fig. 3.3e) (Ellis, 1971).

En las muestras analizadas se identificaron también otras especies flngicas
habituales en los frutos citricos, como Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. Aungue la proporcion fue variable segun la parcela,
aproximadamente entre el 70% y el 100% de los aislados de Alternaria obtenidos
en cada muestra desarrollaron necrosis en las pruebas de patogenicidad (Fig.
3.3f). En muchos casos, se obtuvieron aislados patdgenos y no patdégenos de una
misma lesion. Las hojas inoculadas con los aislados no patégenos mostraron el
mismo aspecto que los testigos inoculados con agua. Eventualmente se realizaron
reaislamientos de las necrosis foliares, identificAndose la presencia de Alternaria.

Respecto a la caracterizacion morfolégica de los aislados monospéricos, las
cadenas de conidios fueron en su mayoria simples. Sélo los aislados AF19500-3,
AF27102-1, AF27402-1 y AF29202-1 presentaron cadenas algo ramificadas. La
longitud media de las cadenas fue de entre 6,6 y 13,1 conidios. La longitud media
de los conidios oscil6 entre 25,5y 35,2 um y la anchura media entre 7,2 y 10,5
pm, presentando 1-9 septos transversales y 0-4 longitudinales (Tabla 3.2).

Distribucién de la enfermedad
Del total de 84 parcelas muestreadas, el 73% eran de la variedad Fortune, el

21% de Nova y el 6% de tangelo Minneola (Tabla 3.1). Los dafios causados por
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la enfermedad fueron mas severos en Fortune y Minneola; Nova se mostré menos
susceptible.

En general, los sintomas de la enfermedad en las parcelas aparecieron de
forma progresiva. Los primeros dafios eran por lo general de escasa importancia,
y se observaron siempre en las zonas mas humedas y menos ventiladas. A partir
de ahi, la enfermedad se iba extendiendo gradualmente al resto de la parcela.

En la figura 3.4 aparece la evolucion temporal por variedades del nimero de
muestras analizadas durante los siete afios que durd la prospeccion. La mayor
parte de las muestras analizadas corresponden al periodo 1999-2002 (69%), con
una predominancia clara de la variedad Fortune. En 2003, las muestras de Nova
analizadas aumentaron considerablemente. Nuestras observaciones apuntan a que
este aumento coincidié con una mayor severidad de los dafios en las parcelas de
esta variedad, aunque sin llegar a ser equiparables a los observados en Fortune y
Minneola.

En relacion a la distribucion geogréafica de la enfermedad, tras su primera
deteccién a finales de 1998 en Alcira (Valencia), en 1999 se detecté al Sur de
Alicante, en 2000 en Castellén y Huelva, en 2002 en Tarragona y en 2004 en
Murcia (Tabla 3.1).

3.4.- Discusién

Etiologia

Los sintomas observados en campo, junto con los resultados de los
aislamientos y las pruebas de patogenicidad, confirmaron la presencia por
primera vez en Espafia de la mancha marrén o “brown spot” de las mandarinas.
Esta fue ademas la primera referencia a nivel mundial de la enfermedad sobre
mandarina Fortune (Vicent et al., 2000).

Dentro del género Alternaria, el tamafio de los conidios s6lo se considera util
para diferenciar entre el grupo de especies de conidios pequefios (30-50 um) y el
grupo de especies de conidios grandes (>100 um), que suelen presentar ademas
un apéndice apical de gran tamafio (Simmons, 1999a; Peever et al., 2004). Los
aislados incluidos en nuestro estudio morfolégico quedaron dentro del grupo de
conidios pequefios. Todas las especies de Alternaria descritas como agentes
causales de la mancha marron de las mandarinas pertenecen también a este grupo
(Tabla 3.3).
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Tabla 3.1: Parcelas en las que se detectd la enfermedad durante la prospeccién.

Prospeccién, sintomatologia e identificacion

.. . Cultivar ?
Provincia Localidad Fortune Nova Minneola
1999

Alicante Pilar de la Horadada 1
Valencia Alcira 5 1 1
Chiva 4
2000
Valencia Gabarda 2
Godelleta 1
Montesa 4
Picassent 2
Torrent 3
Castellon Alcala de Chivert 1
Torres Torres 1
Huelva Cartaya 1
2001
Valencia Godelleta 1
Montesa 6
Castellon San Jorge 1
Cadiz Campo de Gibraltar 1
Huelva Cartaya 1
2002
Valencia Alcira 1 2
El Puig 1
Llauri 1
Néquera 1
Castellon Artana 1
Tarragona  Santa Barbara 1
Huelva Cartaya 3
Aljaraque 1
Gibraleén 5 1
Huelva 1
San Bartolomé 1
Villanueva
de los Castillejos 1
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Tabla 3.1 (cont.): Parcelas en las que se detectd la enfermedad durante la
prospeccion.

. . Cultivar ?
Provincia Localidad Fortune Nova Minneola
2003

Alicante Ondara 1

Valencia Casinos 1

Chiva 2
Pedralva 1
Real de Montroy 1
Silla 1
Castellon  Almenara 1
Huelva Cartaya 1
Gibraledn 2
2004
Alicante Pedreguer 1
Pego 1
Vall de la Gallinera 2
Valencia Lliria 1
Montserrat 1
Chilches 1
Murcia Torre Pacheco 1
2005
Alicante Vall de la Gallinera 1
Valencia Gandia 1
Simat de la Valldigha 1
Picassent 1
Alzira 1
Villamarxant 1

Castellon Burriana 1

Total: 61 18 5

a ,
Numero de parcelas.
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Capitulo 3

Figura 3.1: Sintomas de la mancha marrén observados durante la prospeccion en
parcelas de Fortune: a) b) c) d) sintomas foliares; e) necrosis de brote; f) fuerte
defoliacion, habitual en parcelas afectadas.
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Figura 3.2: Sintomas de la mancha marrén en frutos observados durante la
prospeccion: a) b) c) d) frutos de Fortune; e) frutos de Nova; f) frutos de
tangelo Minneola.
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| CONTROI

Figura 3.3:. Sintomas de la mancha marron en frutos observados durante la
prospeccion: a) frutos de Fortune; b) fruto de tangelo Minneola; ¢) d) frutos de
Fortune; e) conidios de Alternaria alternata; f) test de patogenicidad con tres
aislados de A. alternata de Fortune (FB58, FB6, FB62), un aislado de
podredumbre negra (Lliria) y un control con agua.
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Figura 3.4: Evolucién del nimero de muestras en las que se detectd la mancha
marron agrupadas segun la variedad.

Segun los criterios morfoldgicos establecidos por Simmons (1992), la
diferenciacion entre especies dentro del grupo de conidios pequefios se basa
principalmente en los patrones de esporulacion. Las especies se dividen en dos
subgrupos, las que forman conidios solitarios y las que forman cadenas. Estas
cadenas pueden ser simples o ramificadas y, segln su longitud, se clasifican
como cadenas cortas (2-5 conidios) o largas (5-10, >10 conidios) (Simmons,
1992; Simmons y Roberts, 1993)

Basandose en estos criterios, Simmons (1999a) definié ocho nuevas especies
de Alternaria patdégenas a mandarina y dos patégenas a limén rugoso. De entre
las que afectan a mandarina, A. tangelonis, A. citriarbusti, A. toxicogenica y A.
colombiana se definieron como de cadenas cortas y simples, A. perangusta y A.
interrupta de cadenas largas y simples, A. turkisafria de cadenas largas y simples
o0 algo ramificadas y A. dumosa de cadenas largas muy ramificadas (Tabla 3.3).

Este autor no encontrd ningln aislado que encajara con su definicion de A.
citri y A. alternata. Segun su sistema de clasificacion, A. citri se caracteriza por
formar conidios solitarios o0 en cadenas cortas y simples, mientras que los
conidios de A. alternata forman cadenas largas y profusamente ramificadas. La
diferencia entre A. alternata y A. dumosa radica en el menor tamafio de conidios
de esta Ultima.
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Ninguno de nuestros aislados present6 el patron de esporulacion ramificado
asociado a A. alternata y A. dumosa. Todos los aislados presentaron cadenas
largas, 12 de ellos con cadenas simples y cuatro con cadenas algo ramificadas.
Los aislados con cadenas simples y largas podrian asemejarse a las descripciones
de A. perangusta y A. interrupta. Sin embargo, difieren de la primera por la
presencia de tabiques longitudinales completos y de la segunda por no presentar
los 2-3 primeros conidios de la cadena de mayor tamafio que el resto. Las
caracteristicas de los aislados de cadenas largas algo ramificadas coinciden
bastante con la descripcién de A. turkisafria. No obstante, las ramificaciones que
presentaban, sin llegar a ser como las descritas para A. alternata y A. dumosa,
eran bastante mas profusas que la de A. turkisafria.

Tabla 3.3: Descripcién morfoldgica de las especies de Alternaria asociadas a la
mancha marron de las mandarinas.

. Referencia Cadenas - Conidios
Especie bibliografica (n° conidios)? Longitud  Anchura N° Septos
(um) (um) Trans. Long.
A. citri (Ellis, 1971) 1-7S/IR 8-60 6-24 1-8 >1
A. citri (Simmons, 1990) ne® 30-40 15-18 1-4 >1
A. alternata (Ellis, 1971) R 20-63 9-18 1-8 >1
A. alternata (Simmons, 1999b) 15-20R 25-30 5-9 4-7 0-1
A. tangelonis (Simmons, 1999a) 4-8S 50-90 8-13 5-7 1-3
A. citriarbusti  (Simmons, 1999a) 2-6S 50-80 10-12 7-9 1-4
A. turkisafria (Simmons, 1999)  8-20 S/R 30-55 6-8 8-10 1-3
A. toxicogenica  (Simmons, 1999a) 2-6S 35-70 15-18 7-9 /€
A. colombiana (Simmons, 1999a) 2-5S 35-75 10-12 7-9 1-2
A. perangusta  (Simmons, 1999a) 10-20 S 15-45 3-6 2-8 /
A. interrupta (Simmons, 1999a) 10-15S 25-30 5-8 3-8 1-2
A. dumosa (Simmons, 1999a) 4-10R 10-20 6-10 1-3 /

a Rango. S, cadenas simples; S/R, simples con alguna ramificacion; R, muy ramificadas

ne, no especificado

[ - .
Tabiques longitudinales s6lo en algunos de los segmentos transversales.
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La escasa correspondencia entre las caracteristicas morfologicas de nuestros
aislados y el sistema taxondémico propuesto por Simmons (1999a), quedd
también patente en los anélisis moleculares. El estudio filogenético realizado con
varios de nuestros aislados a partir de la secuencia del ITS, no permiti6 asociarlos
a ninguna de las morfoespecies (Vicent et al., 2004). No obstante, hay que tener
en cuenta que esta técnica trabaja con una region del genoma muy conservada, y
algunos autores consideran que no es suficientemente resolutiva a nivel
intraespecifico (Roberts et al., 2000; Kang et al., 2002).

Recientemente, la validez del sistema morfotaxonémico de Simmons (1999a)
se ha puesto en entredicho debido a la falta de correlacién con los analisis
filogenéticos. Se ha propuesto la inclusion de todos los aislados de Alternaria de
citricos con esporas pequefias dentro de la especie A. alternata. Las diferencias
existentes entre los patrones de esporulacion y tipologia de los conidios se
consideran como propias de su variabilidad intraespecifica (Peever et al., 2004).
A la vista de todo esto, y asumiendo las premisas establecidas en el apdo. 1.3.2,
los aislados de Alternaria obtenidos en la prospeccion y que han resultado
patdgenos a hojas de Fortune se consideran como pertenecientes al patotipo de A.
alternata que causa la mancha marrén de las mandarinas.

Evolucién estacional

A partir de las observaciones realizadas durante los siete afios que duré la
prospeccion, los dos periodos mas propensos para la infeccion de A. alternata
fueron la primavera y el final del verano-otofio. No obstante, algunos afios se
registraron también infecciones en pleno verano. Las condiciones dptimas para la
infeccion son de 20 a 27 °C, junto con méas de 12 horas seguidas de agua liquida
sobre la planta (Canihos et al., 1999). En la mayoria de las zonas citricolas
espafiolas, las temperaturas son favorables para la infeccion desde finales de abril
hasta octubre, pero generalmente sélo se registran Iluvias en primavera y finales
de verano-otofio. La presencia en algunos afios de rocios prolongados y/o
tormentas durante los meses centrales del verano, proporcionaria también el agua
necesaria para la infeccion.

Las infecciones foliares durante la primavera fueron por lo general muy
severas. En el levante espafiol, los arboles adultos producen el 70-90% de los
brotes durante esa estacién (Garcia-Mari et al., 2002), que coincide
habitualmente con unas condiciones ambientales favorables para la infeccion.
Las infecciones primaverales sobre frutos fueron también importantes, pero
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muchos de los frutitos afectados se desprendian posteriormente durante la caida
fisioldgica de julio. Las infecciones a frutos al final del verano y otofio fueron
muy intensas. En muchos casos, la gravedad final de los dafios en cosecha estaba
determinada directamente por la severidad de estas infecciones. Durante esta
época se observaron también algunas infecciones foliares, aunque de escasa
importancia.

Posible origen de la enfermedad

La aparicion de esta nueva enfermedad en Espafia podria relacionarse con
dos hipotesis: una introduccion a través de material vegetal importado, o una
mutacion en la poblacion saprofita de A. alternata. Nishimura y Kohmoto (1983)
fueron los primeros en plantear la hip6tesis de la generacion espontanea de los
patotipos por mutacion natural. La presion selectiva ejercida por un hospedante
susceptible seria la responsable del aumento de esta poblacion patégena y del
desarrollo posterior de la epifita. No obstante, estos autores no aportaron ningdn
dato experimental que validara este planteamiento. Por otra parte, actualmente se
sabe que la produccion de la toxina ACT depende de la presencia de un
cromosoma condicionalmente prescindible, y no de una mutacion puntual
(Masunaka et al., 2000;2005).

En el caso de Espafia, se sospecha que el material propagativo empleado en
la parcela de Alcira donde se detectd la enfermedad por primera vez procedia de
una importacidn ilegal, pero no existe ninguna confirmacién oficial al respecto.

La hipotesis de la introduccién a partir de material propagativo infectado ha
tomado una especial relevancia durante los Gltimos afios. Peever et al. (2002)
segregaron las poblaciones de A. alternata procedentes de varios continentes en
tres grupos filogenéticos. Un primer grupo, considerado como ancestral, quedo
formado por aislados patdgenos a mandarina procedentes de Colombia y Florida.
En un segundo grupo incluyeron aislados, tanto patégenos como no patdgenos,
de EE.UU., Australia, Sudafrica e Israel. Finalmente, el tercer grupo quedd
formado por aislados patdégenos y no patdgenos de Australia, Sudéafrica, Israel y
Turquia. En Espafa se han encontrado aislados pertenecientes a estos dos Gltimos
grupos filogenéticos (Abad-Campos et al., 2006).

Peever et al. (2002) apuntan que esta agrupacién filogenética corresponderia
con tres introducciones procedentes probablemente del Sudeste asiatico. A partir
de ahi, el trasiego de material vegetal entre los paises seria el responsable de la
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distribucién geogréfica actual. Existen ciertas evidencias de la introduccién en
Colombia de material propagativo infectado procedente de Florida, pero el
movimiento de material vegetal entre el resto de paises no estd claramente
documentado. Por otra parte, el Sudeste asiatico se ha propuesto como origen de
la enfermedad por ser el centro de diversidad de los citricos. Sin embargo, para
asumir como valida esta hipétesis, habria que caracterizar previamente la
estructura poblacional del patégeno en esa region.

La posibilidad de que el cromosoma necesario para la produccion de la
toxina ACT se transmita horizontalmente entre los aislados de A. alternata, ha
abierto un nuevo escenario que obliga a reexaminar las conclusiones de estos
estudios filogeograficos. Los cromosomas esenciales del aislado y los
condicionalmente prescindibles poseen una evolucién genética diferente (Hatta et
al., 2002; 2006), por lo que deberian tratarse por separado.

Progresion de la enfermedad

Respecto a la progresion espacial y temporal de la enfermedad en Espafia, es
importante sefialar que en el muestreo no se siguié ningun tipo de disefio, por lo
que no fue posible realizar inferencia estadistica alguna (Thompson, 2002). No
obstante, si pueden extraerse algunas ideas de tipo general. Aunque los sintomas
se venian observando desde mediados de los afios noventa, la enfermedad no se
diagnosticé oficialmente hasta finales de 1998, cuando ya afectaba a varias
parcelas de Fortune y tangelo Minneola de la localidad de Alcira (Valencia). En
1999 se detectd la enfermedad al Sur de Alicante, y en 2000 aparecié la primera
parcela afectada en la provincia de Huelva, a mas de 650 km de Valencia.

Esta rapidez en la expansion de la enfermedad coincide con los datos
publicados para otros patotipos de A. alternata. Generalmente, las enfermedades
causadas por estos patdgenos aparecen de forma explosiva tras la entrada en
cultivo de un nuevo genotipo altamente susceptible. Este fue el caso de la pera
cv. Nijisseiki, el freson cv. Morioka-16 y el tomate cv. First en Japén. Sin
embargo, el patotipo de A. alternata que afecta a manzano apareci6 también de
forma explosiva en este mismo pais a mediados de los afios cincuenta sobre
variedades que llevaban afios cultivandose (Nishimura y Kohmoto, 1983). Este
parece ser también el caso de la mandarina Fortune en Espafia, ya que los
primeros sintomas de la enfermedad no se observaron hasta pasados mas de diez
afios desde su entrada en cultivo (Bono et al., 1984; Agusti y Almela, 1989).
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La aparicion de la enfermedad en zonas alejadas en un espacio de tiempo tan
corto plantea dos hipétesis: una diseminacion a partir del foco inicial de
Valencia, o una aparicion secuencial de focos independientes en las diferentes
zonas citricolas. La aparicion de focos independientes podria haberse dado a
través de varias importaciones ilegales de material propagativo afectado. No
obstante, el estricto programa de cuarentena y certificacion vegetal existente en
Espafia hace que esto sea poco probable. Estos focos podrian haberse
desarrollado también a partir de mutaciones en las poblaciones residentes de A.
alternata. Como ya se ha comentado, esta teoria no esta demostrada y ademas se
sabe que la produccion de toxina depende de un cromosoma y no de una
mutacion puntual.

La propagacion de la enfermedad desde un foco inicial a otra zona que dista
mas de 650 km en un periodo de tiempo tan corto, sélo es posible si el patdgeno
dispone de mecanismos de diseminaciéon altamente eficaces. Las especies de
Alternaria se dispersan principalmente por el aire. Su transporte aéreo se ve
favorecido por el gran tamafio de sus conidios, asi como por su pigmentacion
melanizada y estructura multicelular, que los protegen de las radiaciones solares
y la desecacién. Su gran habilidad para diseminarse a grandes distancias queda
patente en el hecho que se hayan encontrado conidios de Alternaria en zonas tan
alejadas de sus hospedantes como son las capas altas de la atmdsfera, los
océanos, las zonas articas y los desiertos (Rotem, 1994). La introduccion de
enfermedades flngicas en nuevas zonas a través de las corrientes de aire se ha
citado principalmente con royas y carbones. Estos patdgenos poseen esporas
extraordinariamente resistentes, existiendo incluso varios casos documentados de
diseminacion intercontinental (Pedgley, 1986). Sin embargo, a pesar del elevado
potencial de diseminacién de sus esporas, no se ha descrito ningin caso de la
introduccion de enfermedades causadas por Alternaria a través de las corrientes
de aire.

En Espafia existe un transito muy intenso de material vegetal entre las
diferentes zonas citricolas. Los plantones se producen de forma concentrada en
viveros, la mayoria ubicados en la Comunidad Valenciana, desde donde se
distribuyen a las diferentes provincias. Por otra parte, la fruta producida en la
peninsula se procesa principalmente en las centrales hortofruticolas de la
Comunidad Valenciana. Esto implica un movimiento importante de envases y
restos vegetales entre las distintas zonas productoras.

La enfermedad podria haberse diseminado en Espafia por alguna de estas
vias, pero no existen datos experimentales que permitan confirmarlo. El analisis
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ITS mostr6 una gran homologia genética entre varios de los aislados de A.
alternata obtenidos en la prospeccion (Vicent et al., 2004), lo que vendria a
corroborar la hip6tesis de un unico foco inicial en Valencia. No obstante, esta
técnica se ha mostrado poco resolutiva a nivel intraespecifico. Las filogenias
realizadas con el gen de la endopoligalacturonasa y dos regiones anénimas
(OPALl y OPA2), separaron estos aislados en varios grupos. Sin embargo,
ninguno de ellos pudo asociarse con un origen geografico concreto (Abad-
Campos et al., 2006).

Dafios y repercusion economica

Los dafios de la enfermedad han sido especialmente severos en la mandarina
Fortune. El cultivo de esta variedad estd muy extendido, tanto el levante como en
el Suroeste peninsular. En parcelas muy afectadas se han descrito reducciones de
produccidn superiores al 50% e incidencias de hasta el 95% de frutos afectados
(Vilches-Martinez et al., 2004). El tangelo Minneola se ha visto también muy
afectado por la mancha marron, pero esta variedad apenas se cultiva en Espafia.
Nova es una variedad muy importante en nuestro pais, pero en ella, los dafios
observados han sido menores. Estas tres variedades son hibridos de mandarina
Dancy que, como ya se ha comentado, es muy susceptible a la enfermedad.

Las variedades afectadas se cultivan exclusivamente para el mercado en
fresco, principalmente de exportacion. Esto ha motivado que los dafios de la
enfermedad se hayan traducido en taras muy elevadas, comprometiendo
seriamente la viabilidad econémica de las plantaciones afectadas. Este hecho
gueda patente en la evolucién que ha seguido la produccion de mandarino
Fortune en la Comunidad Valenciana, que ha pasado de las 161.000 toneladas de
la campafia 1998/99 a las 65.000 de la campafia 2005/06. La mayor parte de este
descenso esta directamente relacionado con el cambio varietal de las parcelas
afectadas por la mancha marron.

Fortune fue introducida en Espafia como un hibrido de produccion tardia, con
el fin de ampliar la campafia de mandarinas hasta los meses de febrero-marzo.
Debido a su fecha de produccién y a su excelente calidad, esta mandarina registra
por lo general cotizaciones superiores a la del resto de variedades. Es por ello
que, a parte de los costes directos de la reconversion varietal de las parcelas
afectadas, la aparicién de la mancha marron en Espafia ha supuesto una
reduccion importante en los margenes de beneficio de muchas explotaciones
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citricolas. En el caso de Nova no se han registrado variaciones importantes. La
produccién de esta variedad en la campafia 2005/06 fue de 121.000 toneladas, un
5% superior a la registrada en la campafia 1998/99 (Anénimo, 2006).

El descenso en el nimero de parcelas de Fortune muestreadas a partir de
2002 se debe a que, tras varios afios, los técnicos ya no precisaban del apoyo del
laboratorio para identificar la enfermedad. Por otra parte, en esos momentos la
enfermedad ya estaba distribuida practicamente por toda la peninsula. En 2003 se
produjo un incremento importante del nimero de parcelas de Nova muestreadas.
Aunque en 1998 se detectd un arbol de Nova afectado dentro del primer foco de
la enfermedad en Alcira, no fue hasta 2003 cuando los dafios comenzaron a tener
un grado de severidad apreciable sobre esta variedad.

En Florida se describi6 una situacion similar con el cultivar Sunburst
(Robinson x Osceola). Aunque se habia comportado inicialmente como bastante
resistente, a finales de los afios noventa se detectd6 un aumento importante de
dafios sobre esta variedad. Se planted la hipdtesis de una posible especializacion
de la poblacion de A. alternata sobre este cultivar. Sin embargo, la agresividad y
el perfil genético de la poblacion de A. alternata de Sunburst no era diferente al
de las poblaciones procedentes de otras variedades. La mayor severidad
registrada sobre esta variedad se asocio al aumento de inéculo en las parcelas tras
dos afios de condiciones climéaticas especialmente favorables (Peever et al.,
2000). En Espafia, el aumento de la severidad sobre Nova podria deberse también
a un aumento progresivo en los niveles de inéculo, pero no hay ningin dato
experimental que apoye esta hipétesis. Por otra parte, es importante sefialar que
los dafios sobre Nova no fueron en ningln caso equiparables a los registrados
sobre Fortune y Minneola.

Independientemente de si el patdégeno fue o no introducido, los graves dafios
gue ha causado la mancha marrén en Espafia evidencian el gran poder de
adaptacion que posee A. alternata al clima mediterraneo. Sin embargo, a
diferencia de los patotipos de A. alternata que afectan a pera y manzana, el
patotipo que afecta a las mandarinas no ha estado nunca considerado como
organismo de cuarentena en la UE (Directiva Europea 2000/29).

Con la perspectiva que dan los graves dafios que ha causado en Espafia, es
evidente que los legisladores infravaloraron en su momento el riesgo potencial
gue suponia este patdgeno para la citricultura mediterranea. El caso de la mancha
marrén de los citricos pone de manifiesto la necesidad de una revision continua y
rigurosa de los criterios cientificos empleados por las autoridades fitosanitarias
de la UE.
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Capitulo 4.- Susceptibilidad varietal

4.1.- Antecedentes

Espafia es el principal pais productor de citricos de la UE y el mayor
exportador mundial. Con més de 300.000 ha en cultivo, la produccién citricola
espafiola supera los seis millones de toneladas, con un valor estimado de méas de
1.400 millones de euros. Las variedades de mandarina para consumo en fresco
representan cerca del 40% de este valor econdmico (Anénimo, 2004). La
aparicion de la mancha marrén de las mandarinas en Espafia ha supuesto sin duda
una grave amenaza para nuestra produccion citricola. Sin embargo, la
informacion cientifica disponible no permite estimar de una forma precisa su
impacto potencial sobre la citricultura espafiola.

Junto con las comparaciones climéticas, los estudios de susceptibilidad son la
parte fundamental de los analisis de riesgo que permiten valorar el impacto de la
aparicion de una nueva enfermedad (Kingsolver et al., 1983). A. alternata ha
demostrado un gran poder de adaptacién al clima mediterraneo, pero la
vulnerabilidad de nuestro espectro varietal no esta claramente determinada. La
mancha marron afecta principalmente al mandarino Dancy y sus hibridos, pero se
ha detectado también sobre otras variedades de origen desconocido, como
Murcott, Emperor y Ponkan, asi como en algunos pomelos (Timmer et al., 2003).
Por otra parte, algunas de las variedades mas importantes de nuestro pais no se
cultivan en ninguna de las zonas donde esta presente la enfermedad, por lo que
no existe informacién previa sobre su comportamiento. El presente capitulo tiene
como objetivo obtener dicha informacion, estudiando la susceptibilidad de una
seleccidn representativa de los genotipos disponibles en Espafia.

4.2.- Material y métodos

Se tomaron hojas tiernas de 62 genotipos de citricos durante la brotacién de
primavera, procedentes del Banco de Germoplasma del Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (Moncada, Valencia) y de parcelas establecidas con
material certificado (Tabla 4.1). Para la inoculacién se eligieron tres aislados
monospéricos de A. alternata (AF2999-1 de Alcira-Valencia, AF3499-1 de
Ribarroja-Valencia y AF5199-2 de Pilar de la Horadada-Alicante), obtenidos de
lesiones de frutos de Fortune y de patogenicidad comprobada. Los aislados se
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repicaron a placas Petri con medio de cultivo PDA vy se incubaron durante 8-10
dias a 25°C en oscuridad. Posteriormente se indujo la esporulacién mediante
incubacion bajo luz continua (Philips TLD 18W/33) durante ocho horas a 25°C,
seguidas de 12 horas en oscuridad a 18°C. Se prepararon suspensiones de
conidios en agua destilada, que se ajustaron a 10° conidios/ml con un
hematocimetro. Antes de la inoculacion, se comprobé mediante incubacion sobre
portaobjetos que las suspensiones tuvieran como minimo un 90% de poder
germinativo.

Para la inoculacion se utilizo el método descrito en el apdo. 3.2 (Kohmoto et
al.,, 1991). Se seleccionaron hojas inmaduras de los diferentes genotipos que
presentaban aproximadamente la mitad de su tamafio final. Las hojas se
sometieron a una desinfeccion superficial con hipoclorito sédico (1,5% de cloro
activo), seguida de dos lavados con agua estéril. Se inocularon un minimo de 10
hojas de cada genotipo con cada uno de los tres aislados, depositando en el envés
dos gotas de 40 pl de la suspension de conidios. Las hojas inoculadas se
incubaron en oscuridad durante 48 horas a 27°C, periodo tras el cual se evalud la
presencia de lesiones necréticas empleando la siguiente escala: +, presencia de
necrosis; —, ausencia de necrosis; +/—, reaccion intermedia. En cada inoculacién
se incluy6 un testigo inoculado con agua destilada. La inoculacién se repiti6 al
menos dos veces con cada genotipo.

4.3.- Resultados

En la tabla 4.1 aparecen los resultados obtenidos en el ensayo de
susceptibilidad agrupados por especies. La mayoria de los genotipos de
mandarina ensayados se mostraron claramente resistentes a los tres aislados de A.
alternata. Las Unicas clementinas que desarrollaron necrosis fueron Guillermina
con los tres aislados, y Esbal y Clemenpons con los aislados AF3499-1 y
AF5199-2. La mandarina Emperor desarrollé necrosis con los tres aislados y la
Satsuma Clausellina mostr6 una reaccion intermedia con los aislados AF3499-1y
AF5199-2. Las naranjas pertenecientes al grupo Navel y Blancas mostraron en
general reacciones intermedias. Sanguinelli, la Gnica variedad de naranja del
grupo Sanguinas ensayada, se mostro resistente. Los limones y limas ensayados
fueron claramente resistentes a la infeccidn, a excepcion de la lima mexicana (C.
aurantifolia) que mostro reacciones intermedias. Todas las variedades de pomelo
ensayadas y los hibridos Murcott, Minneola, Orlando, Encore, Fortune, Kara-
Kara, Fairchild, Nova y Page desarrollaron necrosis con los tres aislados. El
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hibrido Palazzelli result6 resistente con el aislado AF3499-1, susceptible con el
AF2999-1 y mostré6 una reaccién intermedia con el AF5199-2. EIl resto de
hibridos ensayados se mostraron resistentes. No se observaron necrosis en
ninguno de los testigos inoculados con agua.

Tabla 4.1: Resultados obtenidos con los genotipos de citricos incluidos en el
estudio de susceptibilidad a Alternaria alternata.

Aislado®
AF2999-1 AF3499-1 AF5199-2

Genotipos?

Mandarinas

Clementinas (C. clementina)
Arrufatina - - _
Beatriz - - _
Clemenpons - + +
Clementard - - _
Clementina Fina - - _
Clemenules - - _
Esbal - + +
Guillermina + + +
Hernandina - - _
Loretina - - _
Marisol - - _
Nour - - _
Orogrande - - _
Oronules — - _

Satsumas (C. unshiu)
Clausellina - +/- +/-
Hashimoto - - -
Okitsu - - -
Satsuma - - -

Otras
Campeona (C. nobilis) - - -
Willowleaf (C. deliciosa) - - -
Emperor (C. reticulata) + + +
Parson’s Special (C. tangerina) - - -
Temple (C. temple) - - -
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Tabla 4.1 (cont.): Resultados obtenidos con los genotipos de citricos incluidos
en el estudio de susceptibilidad a Alternaria alternata.

Aislado®
AF2999-1 AF3499-1 AF5199-2

Genotipos®

Naranjas (C. sinensis)

Navel
Lane Late +/- +/- +/-
Navel Foyos +/— +/- +/-
Navel Powel +/— +/- +/-
Navel Valencia Late +/- +/- +/-
Navelate - +/- +/-
Navelina +/- - +/-
Washington Navel +/— +/- +/-
Sanguinas
Sanguinelli - - -
Blancas
Salustiana +/- +/- +/-
Valencia Late +/- +/- +/-
Valencia Seedless +/— +/- +/-
Limones (C. limon)
Eureka - - -
Fino - - -
Lisbon Frost - - -
Verna - - —

Limén Rugoso (C. jambhiri) - - -

Limas
Bearss (C. latifolia) - - -
Palestina (C. limettioides) - - -
Mejicana (C. aurantifolia) +/- +/- +/-
Rangpur (C. limonia) - - -

Pomelos (C. paradisi)

Duncan + + +
Marsh + + +
Red Blush + + +
Rio Red + + +
Star Ruby + + +
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Tabla 4.1 (cont.): Resultados obtenidos con los genotipos de citricos incluidos
en el estudio de susceptibilidad a Alternaria alternata.

Genotipos? Aislado”
AF2999-1 AF3499-1 AF5199-2
Hibridos
Tangor (C. reticulata x C. sinensis)
Ellendalle - - -
Murcott + + +
Ortanique - - -

Tangelo (C. paradisi x C. reticulata)
Minneola (Duncan x Dancy)

Orlando (Duncan x Dancy) + + +
Mapo (Duncan x Willowleaf) - - -

+
+
+

Otros hibridos de mandarina

Encore (King x Willowleaf) + + +
Fortune (Clementina x Dancy) + + +
Kara-Kara (Owari x King) + + +
Palazzelli (Clementina x King) + - +/-
Simeto (C. unshiu x C. deliciosa) - - -
Otros
Fairchild (Clementina x Orlando) + + +
Nova (Clementina x Orlando) + + +
Page (Minneola x Clementina) + + +

& Citrus aurantifolia (Christm.) Swing., C. clementina Hort. ex Tan., C. deliciosa Ten., C. jambhiri
Lush, C. latifolia Tan., C. limettioides Tan., C. limon (L.) N.L. Burm, C. limonia Osb., C. nobilis
Lour, C. paradisi Macf., C. reticulata Blanco, C. sinensis (L.) Osb., C. tangerina Hort. ex Tan.,
C. temple Hort. ex. Tan., C. unshiu (Mak.) Marc. (Saunt, 1992; Agusti, 2000).

b . . . . . .
+, presencia de necrosis; —, ausencia de necrosis; +/—, reaccion intermedia.

4 .4.- Discusion

La técnica de inoculacion empleada en este trabajo se ha descrito para
numerosas especies de hongos y bacterias fitopatdgenas (Dhingra y Sinclair, 1995),
y es la misma que han utilizado otros autores en estudios de susceptibilidad a A.
alternata en citricos (Kohmoto et al., 1991; Solel y Kimchi, 1997; Elena, 2006).
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Esta técnica se considera como bastante agresiva debido a la elevada
concentracién de indculo, las condiciones de la incubacion y el empleo de hojas
cortadas. Es por ello que los resultados obtenidos deben interpretarse con cautela.
Los genotipos que han resultado resistentes en el estudio de susceptibilidad,
dificilmente se veran afectados en una situacion real de campo, donde las
condiciones de la inoculacion no son tan extremas. Sin embargo, algunas de las
gue han resultado susceptibles, puede que no se vean afectadas en condiciones de
campo. La decision de utilizar esta técnica se baso principalmente en cuestiones
de tipo logistico, ya que era la Unica forma de manejar en laboratorio una gran
cantidad y diversidad de material durante el poco tiempo que dura la
susceptibilidad de las hojas. Por otra parte, se ha demostrado que cuando el
objetivo es obtener una respuesta de tipo cualitativo (resistente/susceptible), los
resultados de las inoculaciones de brotes cortados y semilleros son equiparables
(Dalkilic et al., 2005). Con los resultados obtenidos en este estudio fue posible
descartar un nimero importante de posibles hospedantes. Sin embargo, con la
inoculacion mediante pulverizacion de la suspension de esporas sobre brotes o
semilleros se podria haber realizado una evaluacion cuantitativa de la
susceptibilidad (Peever et al., 1999; 2000).

Aunque existen algunas diferencias, nuestros resultados coinciden en general
con los publicados por otros autores. Este es el primer estudio de susceptibilidad
en el que se estudia una coleccion relativamente amplia de variedades de
Clementina. La Clementina Fina se ha mostrado como resistente en ensayos
realizados con aislados de A. alternata procedentes de Australia, Florida e Israel
(Hutton y Mayers, 1988; Kohmoto et al., 1991; Solel y Kimchi, 1997). Segun los
trabajos de Dalkilic et al. (2005), la resistencia de Clementina a A. alternata esta
controlada de forma recesiva por un Unico gen. Esto explicaria nuestros
resultados con la mayoria de variedades ensayadas. Sin embargo, Clemenpons,
Esbal y Guillermina se mostraron como susceptibles a la enfermedad, aunque
ello no implica que lo sean en condiciones reales de campo.

Aunque Satsuma (C. unshiu) se mostré susceptible en ensayos llevados a
cabo en Israel (Solel y Kimchi, 1997), las variedades de Satsuma incluidas en
nuestro estudio fueron en general resistentes a la enfermedad. Nuestros
resultados de resistencia con C. temple y C. deliciosa coinciden con los
publicados por Hutton y Mayers (1988) y Solel y Kimchi (1997). Los limones y
limas ensayados se mostraron resistentes a la enfermedad, a excepcion de C.
aurantifolia, que mostré una reaccion intermedia. Esta lima es muy susceptible a
la especie A. limicola, que causa un manchado foliar pero no emite ninguna
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toxina especifica al hospedante (Palm y Civerolo, 1994). Estos resultados
confirman la identificacién de nuestros aislados como pertenecientes al patotipo
de A. alternata que afecta a mandarinas, ya que C. jambhiri y C. limonia s6lo son
sensibles al patotipo que afecta al limén rugoso (Timmer et al., 2003).

En nuestro estudio, las variedades de naranja del grupo Blancas y Navel
mostraron en general reacciones intermedias. Solel y Kimchi (1997) obtuvieron
reacciones de susceptibilidad con Washington Navel, Valencia Late y Shamouti,
y de resistencia con Navelina Newhall. En los ensayos de Kohmoto et al. (1991),
Suzuki Navel, Washington Navel, Fukuhara y Trovita se mostraron resistentes, y
Valencia como susceptible. Hutton y Mayers (1988) clasificaron a la naranja
Navel como resistente. En el estudio de Elena (2006), s6lo la naranja Moro
mostré sintomas de la enfermedad con uno de los dos aislados ensayados.
Respecto al grupo Sanguinas, nuestro resultado de resistencia con Sanguinelli
coincide con datos existentes sobre la variedad Ruby (Kohmoto et al., 1991). En
cualquier caso, no existen referencias publicadas de la presencia de la
enfermedad sobre naranjas en condiciones reales de campo.

Al igual que en otros estudios publicados, todos los pomelos ensayados se
mostraron susceptibles a A. alternata (Hutton y Mayers, 1988; Kohmoto et al.,
1991; Solel y Kimchi, 1997; Elena, 2006). La mancha marrén se ha detectado
también sobre esta especie en Florida y Sudéafrica, aunque no parece causar dafios
de importancia (Gardner et al., 1986; Schutte, 1996; Timmer y Peever, 1997).
Gardner et al. (1986) inocularon fragmentos de hojas sin epidermis ni cuticula en
sus bordes con la toxina ACT, obteniendo un nivel de dafios celulares similar en
mandarino Dancy, pomelo y naranja. Estos autores apuntan al mayor grosor y
menor permeabilidad de la cuticula de los pomelos como posible explicacién a su
mayor resistencia a la enfermedad en campo, aunque no aportaron datos
experimentales que permitan validar esta hip6tesis. Se ha demostrado que las
hifas del patotipo de A. alternata que afecta a pera japonesa atraviesan sin
problemas la cuticula de las variedades resistentes, pero no existe ningun estudio
similar en el caso de los citricos (Suzuki et al., 2003).

Todos los hibridos derivados de la mandarina Dancy, Minneola, Orlando,
Fortune, Fairchild, Nova y Page han resultado susceptibles a A. alternata. Esto
coincide con los resultados de otros estudios y con el rango de genotipos
afectados en condiciones de campo, tanto en Espafia como en otras zonas
citricolas. Al parecer, la mandarina Dancy transmite de forma dominante la
susceptibilidad a A. alternata (Kohmoto et al., 1991; Akimitsu et al., 2003;
Dalkilic et al., 2005).
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Junto con el mandarino Dancy y sus hibridos, las variedades Murcott,
Ponkan y Emperor se ven también muy afectadas por la enfermedad en campo
(Timmer et al., 2003). Emperor y Murcott se mostraron como susceptibles en
nuestro ensayo, pero no fue posible incluir la mandarina Ponkan. Debido a la
gran similitud genética obtenida mediante andlisis RAPD, algunos autores
consideran que Ponkan y Emperor son denominaciones locales de un mismo
genotipo (Coletta et al., 1998; 2000). Por otra parte, segun los resultados de los
analisis RAPD y SCAR realizados por Nicolosi et al. (2000), las mandarinas
Ponkan y Dancy son muy similares genéticamente, no siendo descartable que
ambas compartan la secuencia que determina la susceptibilidad a A. alternata.

Swingle (1943) plante6 por primera vez la posibilidad de que el mandarino
King fuera en realidad un hibrido entre C. reticulata y C. sinensis. Algunos afios
mas tarde, Coletta et al. (1998) retomaron de nuevo esta hipotesis en sus estudios
filogenéticos, situando ademas al mandarino King y su hibrido Kara-Kara muy
proximos genéticamente de Murcott. Esta variedad es susceptible a la mancha
marrdn y, aungque no se conoce con exactitud su origen, se sabe que es también
un hibrido entre C. reticulata y C. sinensis. En nuestro estudio, los tres hibridos
de mandarino King ensayados, Kara-Kara, Palazzelli y Encore, mostraron
reacciones de susceptibilidad. Solel y Kimchi (1997) obtuvieron los mismos
resultados con el mandarino King y sus hibridos Wilking e Idith. Sin embargo, en
los ensayos de Kohmoto et al. (1991), King y sus hibridos Encore y Kara-Kara se
mostraron resistentes. Kara-Kara también se mostré resistente en los ensayos de
Hutton y Mayers (1988) en Australia. En cualquier caso, no hay ninguna
referencia publicada sobre la presencia de la enfermedad en campo sobre
mandarino King y sus hibridos.

Peever et al. (2002) ensayaron la patogenicidad sobre hojas de Minneola de
una amplia coleccién de aislados de A. alternata procedentes de Florida,
Colombia, Israel, Sudafrica y Turquia, encontrando diferencias importantes en su
agresividad. Quizas estas diferencias podrian explicar alguna de las divergencias
encontradas entre nuestros resultados y los publicados por otros autores.

El principal objetivo de este estudio era determinar el riesgo que suponia para
la citricultura esparfiola la aparicién de la mancha marrén de las mandarinas.
Desgraciadamente, la expansion de la enfermedad ha sido tan répida, que los
resultados no han hecho mas que confirmar la situacién observada en el campo.
Al haberse convertido en una enfermedad endémica, el cultivo de variedades
derivadas de la mandarina Dancy en nuestro pais queda notablemente limitado, lo
gue supone una importante desventaja productiva para nuestros citricultores.
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Capitulo 5.- Evolucién de la susceptibilidad del fruto

5.1.- Antecedentes

Para disefiar estrategias de control eficientes es necesario determinar los
momentos de disponibilidad de indculo, los periodos de condiciones ambientales
favorables para la enfermedad y el grado de susceptibilidad del hospedante. Si la
susceptibilidad de un érgano vegetal varia con el tiempo, puede darse el caso de
realizar tratamientos fungicidas cuando éste sea resistente, aumentando
notablemente los costes econdmicos y ambientales del control de la enfermedad.
Los érganos vegetales pueden variar en su susceptibilidad a los patdgenos en
funcién de su estado de desarrollo. Este fendmeno se conoce como resistencia
ontogénica y, aunque ya fue descrito en algunos trabajos pioneros en el campo de
la epidemiologia, su estudio ha cobrado durante los Gltimos afios una especial
relevancia (Populer, 1978; Montesinos et al., 1995; Zhang et al., 1999; Ficke et
al., 2002; Hoffman et al., 2002; Kennelly et al., 2005; Xu et al., 2007).

Las hojas de mandarina desarrollan una resistencia ontogénica a A. alternata,
siendo susceptibles a la enfermedad sélo durante sus primeras fases de desarrollo
(Whiteside, 1976). En Florida se ha descrito también una resistencia de tipo
ontogénico en los frutos de tangelo Minneola (Whiteside, 1976), pero en nuestro
pais se detectaron infecciones en mandarina Fortune a finales de verano y otofio
(Apdo. 3.3). Por tal motivo, se planted el presente estudio cuyo objetivo era
determinar la evolucién de la susceptibilidad del fruto de Fortune en condiciones
de cultivo mediterraneas.

5.2.- Material y métodos

A lo largo del afio 2001 se recolectaron frutos de mandarina Fortune, de 1, 2,
3,4,5,6y7cm de diametro. Los frutos se recolectaron secuencialmente en una
parcela de la localidad de Ribarroja (Valencia), que no presentaba sintomas de la
enfermedad y en la que no se realizaban tratamientos fungicidas. La inoculacién
se llevd a cabo con los mismos aislados de A. alternata descritos en el apdo. 4.2
(AF2999-1 de Alcira-Valencia, AF3499-1 de Ribarroja-Valencia y AF5199-2 de
Pilar de la Horadada-Alicante).

Los aislados se repicaron a placas Petri con medio de cultivo PDA y se
incubaron durante 8-10 dias a 25°C en oscuridad. Posteriormente se incubaron
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bajo luz continua (Philips TLD 18W/33) durante ocho horas a 25°C, seguidas de
12 horas en oscuridad a 18°C. A partir de estas colonias se obtuvo una suspension
de conidios en agua estéril, a la que se afiadi6 Tween 20 (0,1%). La
concentracion se ajustd con un hematocimetro a 10* y 10° conidios/ml. Antes de
la inoculacion, se comprobd mediante incubacion sobre portaobjetos que las
suspensiones tuvieran como minimo un 90% de poder germinativo.

Para la inoculacion se utilizé el método descrito por Solel y Kimchi (1997).
Sobre cada fruto se depositaron equidistantemente cuatro cuadrados de papel de
filtro de 5 mm de lado, embebidos previamente en la suspension de conidios
(Fig. 5.1a). Los frutos inoculados se incubaron dentro de camara himeda en
oscuridad durante 48 horas a 27°C, periodo tras el cual se evalué la presencia de
lesiones necroticas empleando la siguiente escala de severidad: 0, ausencia de
necrosis; 1, de 1 a 5 lesiones necroticas; 2, mas de 5 lesiones necroticas,
coalescencia de lesiones (Figs. 5.1bcd).

Figura 5.1: Ensayo de susceptibilidad de frutos de Fortune a Alternaria
alternata: a) frutos de Fortune inoculados; b) indice de severidad 0; ¢)
indice de severidad 1; d) indice de severidad 2.
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En cada inoculacion se incluy6 un testigo inoculado con agua destilada. Se
realizaron cinco repeticiones de dos frutos para cada combinacion de aislado,
dosis de inéculo y didmetro de fruto. El experimento se repitié dos veces. Se
calculé el valor promedio de severidad para cada repeticion, al que se le sumé
una unidad y se le aplicd la transformacién logye. Se realizaron andlisis de
regresion lineal con los valores transformados para cada combinacién de dosis de
indculo y aislado. Paralelamente se realizé también un anélisis de regresion lineal
multiple, considerando como variables cuantitativas el didmetro y el diametro al
cuadrado, y como variables cualitativas o “dummy” la dosis de in6culo y el
aislado. Se utilizd el procedimiento “stepwise” de seleccion de variables,
probando cada uno de los aislados como referencial. Para el factor “dosis de
inculo” se fijé como referencial la concentracion de 10* conidios/ml. En estos
analisis se utilizo el programa Statgraphics Plus 4.0 (Statistical Graphics Corp,
Englewood Cliffs, NJ, USA).

5.3.- Resultados

En la tabla 5.1 aparecen los valores de severidad obtenidos con cada
combinacion de diametro de fruto, dosis de inéculo y aislado. En latabla 5.2 y la
figura 5.2 aparecen las regresiones lineales para cada combinacion de aislado y
dosis de indculo, y en la tabla 5.3 los resultados de la regresion lineal multiple.

Los valores de severidad transformados de las diferentes combinaciones
dosis de in6culo y aislado, ajustaron de forma significativa (P<0,01) a
polinomios de segundo orden. Excepto en el caso del aislado AF5199-2 con la
dosis de 10* conidios/ml, todas las pendientes de primer orden fueron positivas y
las de segundo orden negativas. Los valores de R® fueron mayores con la dosis de
10° conidios/ml. Segun los modelos obtenidos, en la dosis de 10* conidios/ml los
valores de severidad del diametro 7 cm eran entre un 74 y un 83% mas bajos que
los del diametro de 1 cm, porcentaje que descendié al 40% con la dosis de 10°
conidios/ml.
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Tabla 5.1: Valores de severidad obtenidos en frutos de Fortune de diferentes
tamafios inoculados con tres aislados de Alternaria alternata (AF2999-1,
AF3499-1 y AF5199-2) y dos dosis de indculo (10* y 10° conidios/ml).

Diametro 10* conidios/ml

10° conidios/ml

(cm) AF 2999-1

AF 3499-1

AF 5199-2

AF 2999-1

AF 3499-1

AF 5199-2

1,93 +£0,07°
1,43+0,11
1,90+0,10
1,45+ 0,07
1,18+0,11
0,25+0,31
0,53+0,10

~N o OB W DN

1,38 + 0,15
1,53+0,26
1,28 + 0,16
1,25+ 0,09
0,58+0,11
1,23+0,14
0,08+0,11

1,75+ 0,00
1,35+0,14
0,28 +£0,06
0,95+0,21
0,83+0,11
0,25+0,13
0,13 +0,09

2,00+0,00
1,98 + 0,06
2,00+0,00
1,95+ 0,07
1,90 + 0,06
1,30+0,11
0,88+0,09

2,00+0,00
2,00+0,00
2,00+0,00
1,95 + 0,07
1,83 + 0,26
1,85+ 0,27
0,63 +0,00

1,95+0,11
2,00+0,00
1,95+ 0,07
1,93+0,07
1,75+ 0,09
1,15+0,10
0,95+0,21

a - s . . .. . . .
Promedio y desviacion estandar de cinco repeticiones. Severidad (0-2): 0, ausencia de necrosis; 1, de 1 a 5
lesiones necroticas; 2, mas de 5 lesiones necréticas, coalescencia de lesiones.

Tabla 5.2: Ecuaciones de regresion lineal obtenidas entre los valores de
severidad transformados y el didmetro de los frutos de Fortune para cada
combinacion de dosis de indculo y aislado.

Dosis de in6culo

Parédmetros de la regresion ?

2 b

Aislado by b, b, R P-value
10* conidios/ml

AF2999-1 0,44998 0,01215 -0,00848 0,67 0,0000

AF3499-1 0,33113 0,05106 -0,01222 0,57 0,0000

AF5199-2 0,47625 -0,07058 0,00178 0,55 0,0000
10° conidios/ml

AF2999-1 0,41173 0,06183 -0,01161 0,83 0,0000

AF3499-1 0,37939 0,08668 -0,01482 0,68 0,0000

AF5199-2 0,42934 0,04563 -0,00963 0,78 0,0000

a y = bg + by-X + by-x? (y, severidad 0-2; x, diametro del fruto en cm).

b Prueba t de Student para la constante y las pendientes y F de Fisher para el modelo.
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03 1
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AF3499-1

10* conidios/ml

AF3499-1
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Figura 5.2: Efecto del crecimiento del fruto de Fortune en la susceptibilidad a
Alternaria alternata. Inoculaciones realizadas con tres aislados (AF2999-1,
AF3499-1y AF5199-2) y dos dosis de indculo (10* y 10° conidios/ml).
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Tabla 5.3: Estimacion mediante regresion lineal multiple del efecto del didmetro
del fruto de Fortune, el aislado y la dosis de indculo en los valores de
severidad transformados.

Parametros de

| - Coeficiente P-Value ?

a regresion

Factor
Diametro 0,0300 0,0100
Diametro x didmetro -0,0089 0,0000
Aislado AF2999-1 0,0536 0,0000
Aislado AF3499-1 0,0371 0,0022
Dosis de inéculo 0,1417 0,0000

Constante 0,3137

R? del modelo 0,7347

P-Value del modelo®  0,0000

2 Prueba t de Student.
b Prueba F de Fisher.

El analisis de regresion multiple mostré diferencias entre aislados (Tabla
5.3). Con los aislados AF2999-1 y AF3499-1 se obtuvieron valores de severidad
significativamente mayores (P<0,01) que con el aislado AF5199-2. La dosis de
indculo alta (10° conidios/ml) present6 valores de severidad significativamente
mayores (P<0,01) que la dosis baja (10" conidios/ml). La relacién entre el
didmetro y la severidad fue también significativa (P<0,01) en forma de
polinomio de segundo orden. La pendiente de primer orden fue positiva, y la de
segundo orden negativa. El valor de la pendiente absoluta se mantuvo en valores
préximos a cero entre los diametros de 1-3 c¢cm. Con el didmetro de 4 cm
comenzé un descenso en la severidad, que se fue acentuando a partir del diametro
de 5 cm. EI descenso total en los valores de severidad estimados por el modelo
fue de 0,25 unidades en la escala transformada (0-0,5).

5.4.- Discusion
Los frutos de tangelo Minneola en Florida s6lo son susceptibles a la

enfermedad desde el cuajado hasta mitad de julio, cuando alcanzan diametros
superiores a los 5 cm (Whiteside, 1976; Canihos et al., 1999). En Australia, los
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frutos de mandarina Emperor desarrollan una resistencia ontogénica cuando las
glandulas de aceite de la corteza son prominentes (Pegg, 1966). Sin embargo, en
esta misma zona los frutos de Murcott parecen ser susceptibles a la enfermedad
durante todas sus fases de desarrollo (Miles et al., 2005). En ensayos de
laboratorio realizados en Israel, los frutos de tangelo Minneola fueron
susceptibles durante todas sus fases de desarrollo (Solel y Kimchi, 1998). Estos
resultados coinciden con las observaciones de campo, ya que las infecciones mas
importantes suelen darse en otofio (Yogev et al., 2006). En las zonas de clima
mediterraneo del Suroeste de Sudafrica, las infecciones otofiales también parecen
ser las mas importantes (Schutte y Beeton, 1994).

En nuestros ensayos, los frutos de mandarina Fortune se mostraron muy
susceptibles hasta los 4-5 cm de diametro. A partir de ahi, la susceptibilidad fue
disminuyendo progresivamente, alcanzando los valores mas bajos con el
diametro de 7 cm. Aungue la susceptibilidad de los frutos disminuy6 con el
tamafio, no llegd a desarrollarse una resistencia a la enfermedad de tipo
ontogénico. Estos resultados coinciden con las observaciones de campo, donde se
detectaron infecciones en otofio sobre frutos de Fortune de 6-7 cm de didmetro
(Apdo. 3.3).

Junto con el factor genético de la mandarina Dancy, algunos autores
consideran que determinados aspectos anatomicos pueden influir también en la
susceptibilidad. Pegg (1966) consigui6 infectar artificialmente frutos resistentes
de mandarina Emperor erosionando previamente su cuticula con cloroformo y
polvo de carborundo. Aungue este autor no realizé ninguna evaluacién directa al
respecto, concluyé que la resistencia ontogénica de los frutos estaba relacionada
con el aumento en grosor de la cuticula. Gardner et al. (1986) apuntaron también
a diferencias en el grosor y la permeabilidad selectiva de la cuticula como
factores influyentes en la susceptibilidad.

El menor grosor y mayor permeabilidad de la cuticula caracteristicos de la
corteza del fruto de Fortune (Vercher et al., 1994), podrian influir en la
susceptibilidad que presentan los frutos adultos. No obstante, en estudios
realizados con el patotipo de A. alternata que afecta a la pera japonesa, se ha
demostrado que las hifas atraviesan facilmente las cuticulas foliares, tanto en las
variedades susceptibles como resistentes (Suzuki et al., 2003). La diferencia
radica en que en las variedades resistentes, el hongo no consigue degradar la capa
de pectina que queda justo debajo de la cuticula. Los conidios emiten la toxina
AK en el momento de la germinacion y sus dafios sobre la membrana plasmatica
son visibles a las tres horas de la inoculacion. Sin embargo, la degradacion de la
capa de pectina y la invasion de las células epidérmicas tarda al menos 6-9 horas.
Al parecer, los dafios que causa la toxina impiden que la planta sintetice las
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proteinas que inhiben la accién de las pectinasas fungicas. De esta forma, el
hongo puede atravesar la capa de pectina en las variedades susceptibles y
colonizar las células de la epidermis y el mesdfilo. La toxina no provoca dafios
en las células de las variedades resistentes, por lo que la planta si puede sintetizar
estas proteinas, impidiendo el avance de las hifas en la capa de pectina (Suzuki et
al., 2003). No obstante, estos estudios se han realizado sobre hojas de pera
japonesa, que tienen una configuracion anatémica notablemente diferente a la del
pericarpo de los frutos citricos.

El hecho de que a partir del mes de julio los frutos de tangelo Minneola se
vuelvan resistentes en Florida pero no en Israel, hace pensar en un posible factor
de tipo ambiental. El diferente patrén de crecimiento y maduracién que siguen
los frutos en las zonas subtropicales hiumedas y las zonas mediterraneas (Davies
y Albrigo, 1994) podria influir en el desarrollo de esta resistencia ontogénica. Sin
embargo, al no existir datos publicados sobre la enfermedad en Fortune en otros
paises, no es posible establecer comparaciones al respecto.

De todo ello se deduce que en nuestras condiciones es necesario mantener la
estrategia de tratamientos sobre los frutos de Fortune durante todo su periodo de
desarrollo. Independientemente del tamafio del fruto, se tendran que realizar
aplicaciones fungicidas siempre que las condiciones climéticas sean favorables
para la enfermedad.
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Capitulo 6

Capitulo 6.- Induccidn de resistencia en frutos

6.1.- Antecedentes

La induccion de resistencia en las plantas puede darse a través de multiples
mecanismos, como son las respuestas de hipersensibilidad, la resistencia
adquirida o la produccién de fitoalexinas, pero también con cambios de tipo
anatémico y citolégico. Este tipo de respuestas se utilizan como método de
control de enfermedades a través de la mejora vegetal o0 mediante aplicaciones
exogenas de algunos compuestos (Strange, 1993).

Como se demostrd en el capitulo 5, en nuestras condiciones los frutos de
mandarina Fortune son susceptibles a la infeccion de A. alternata durante todas
sus fases de desarrollo. Esto obliga a prolongar la estrategia de tratamientos
fungicidas desde la primavera hasta el otofio. No obstante, durante las numerosas
inoculaciones realizadas en nuestros trabajos, se ha observado que en otofio los
frutos que presentan una corteza méas gruesa y basta, suelen ser menos
susceptibles a la enfermedad. Esta observacion sugirio la posibilidad de aumentar
la resistencia de los frutos mediante aplicaciones que indujeran la formacién de
este tipo de corteza. Esto permitiria reducir el nimero de aplicaciones fungicidas
necesarias para controlar las infecciones a partir de final de verano.

6.2.- Material y métodos

Se realizaron dos experimentos en la localidad de Chiva (Valencia), uno
sobre mandarina Fortune y otro sobre Nova. En ambas parcelas, los arboles
tenian 14 afios de edad y estaban injertados sobre citrange Carrizo. ElI marco de
plantacion era de 4 x 5 m y las filas seguian una orientacion Norte-Sur. Se
dispuso un disefio completamente al azar, con parcelas elementales de dos
arboles y cuatro repeticiones. Se dejé un arbol barrera entre las parcelas
elementales. Los productos se aplicaron mediante un pulverizador manual (Super
Agro 20, Matabi, Goizper, GuiplUzcoa) hasta alcanzar el punto de goteo
(~10 l/arbol). Se realizaron un total de tres aplicaciones separadas entre si 14 dias
(09-08-06, 23-08-06 y 06-09-06). Los tratamientos ensayados aparecen indicados
en la tabla 6.1, a los que se afiadié un testigo sin tratar.
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Tabla 6.1: Productos incluidos en el experimento de induccion de resistencia.

Producto Riqueza (%)  Dosis (g/l)

Fosetil-Al (Aliette WG?) 80% ma” 3,0 (2,4 ma)
Si0,.NaOH (silicato de sodio) 35% Si 3,0 (1,05 Si)
CO (NHy), (urea) 46% N 4,0 (1,84 N)

a .
WG, granulado dispersable en agua.
ma: materia activa.

A los seis dias de la Gltima aplicacion (12-09-06) se recolectaron 20 frutos de
forma arbitraria en cada parcela elemental. La mitad de los frutos se inocularon
para evaluar su susceptibilidad a A. alternata y en la otra mitad se midi6 su
didmetro y el grosor y la dureza de su corteza. El didametro del fruto y el grosor
de la corteza se midieron en la zona ecuatorial del fruto con un pie de rey de 0,05
mm de precision (Vis, Polonia). Para cuantificar la dureza del fruto se empled un
penetrémetro de 0,25 kg de precisién (FT011, IVPA, IT). Se utilizé un punzoén de
2 mm y se tomaron tres medidas equidistantes en la zona ecuatorial de cada fruto.

En la inoculacion se utilizd el aislado monospérico de A. alternata
AF32002-1, obtenido de frutos de Fortune afectados procedentes de Villanueva
de los Castillejos (Huelva). El aislado estaba conservado a -80°C en crioviales
con una solucidn de glicerol al 15%. Los crioviales se descongelaron durante 30
minutos a 34°C. Los fragmentos de agar con micelio se sembraron en placas con
medio de cultivo PDA y se incubaron en oscuridad a 25°C durante siete dias. Con
estos cultivos se prepard una solucion stock de conidios y micelio en agua estéril,
gue se conservo en botes de vidrio estériles a 4°C. Se sembraron alicuotas de 1
ml de esta solucion en placas Petri con medio de cultivo PDA. Las placas se
incubaron durante 3-4 dias a 25°C con un fotoperiodo de 12/12 horas
(PhilipsTLD18W/33). A partir de estas colonias se obtuvo una suspension de
conidios en agua estéril, a la que se afiadié Tween 20 (0,1%). La concentracion
se ajustd con un hematocimetro a 10° conidios/ml. Antes de la inoculacion, se
comprob6 que la suspensién tenia como minimo un 90% de poder germinativo.

Para la inoculacion se utilizé el método descrito por Solel y Kimchi (1997).
Sobre cada fruto se depositaron equidistantemente cuatro cuadrados de papel de
filtro de 5 mm de lado, embebidos previamente en la suspension de conidios. Los
frutos inoculados se incubaron en oscuridad durante 48 horas a 27°C, periodo tras
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el cual se evalud la presencia de lesiones necroticas empleando la siguiente
escala de severidad: O, ausencia de necrosis; 1, de 1 a 5 lesiones necréticas; 2,
mas de 5 lesiones necréticas, coalescencia de lesiones.

Se realiz6 un andlisis estadistico de los datos de severidad aplicando un
modelo lineal generalizado con la opcion “proc genmod” del programa SAS
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Se utilizé la distribucion multinomial y
“cumulative logit” como funcién “link”. El contraste de medias de los
tratamientos se realiz6 mediante el test y°. Este anélisis estd recomendado para
analizar los datos de tipo ordinal (Schabenberger y Pierce, 2001). Los datos de
diametro de fruto, grosor y dureza de la corteza se analizaron con la opcién
ANOVA de programa SAS. El contraste de medias se realizé con test LSD.

6.3.- Resultados

Los resultados de severidad, didmetro de fruto, dureza y grosor de la corteza,
obtenidos con los diferentes tratamientos ensayados en el estudio de induccién de
resistencia, aparecen indicados en la tabla 6.2.

No se obtuvieron diferencias significativas en el diametro de los frutos con
ninguno de los tratamientos. Los valores de didmetro promedio oscilaron entre
40,34 y 41,36 mm para Fortune y 40,74 y 42,19 mm para Nova. Solo se
obtuvieron diferencias significativas de grosor de corteza en la variedad Fortune.
Con el tratamiento de urea se obtuvo un grosor de corteza de 6,42 mm,
significativamente superior al del testigo sin tratar (6,01 mm). Aunque no se
realiz6 ninguna comparacion estadistica entre experimentos, los grosores de
corteza promedio de Fortune fueron aproximadamente el doble que los de Nova.

En Fortune, todas las aplicaciones aumentaron significativamente la dureza
de la corteza respecto al testigo. Por el contrario, en el caso de Nova la dureza de
corteza obtenida con las aplicaciones de urea y fosetil-Al fue significativamente
inferior a la obtenida con silicato de sodio y el testigo sin tratar.

En las dos variedades, los valores de severidad obtenidos con el tratamiento
de fosetil-Al fueron significativamente menores que en el testigo sin tratar. El
tratamiento con fosetil-Al redujo la severidad promedio respecto al testigo en un
86% en Fortune y en un 87% en Nova. El resto de tratamientos no fueron
diferentes al testigo, excepto el tratamiento con silicato de sodio en Nova, que
mostro valores de severidad significativamente mayores.
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Tabla 6.2: Efecto de los productos en la severidad de Alternaria alternata, la
dureza y grosor de la corteza y el didmetro de los frutos de Fortune y Nova.

Severidad ? Dureza® Grosor® Diametro®
0-2)° (kg) (mm) (mm)
Fortune
P-Value < 0,0001 0,0037 0,0883 0,7338
Fosetil-Al 0,09+0,08a 431+011b 6,25+0,17ab 41,36+0,19a
SiO,.NaOH 0,72+0,05b 4,11+0,12b 6,22+0,25ab 40,92+2,10a
CO (NHy), 0,70£0,08b 4,19+0,03b 6,42+0,16b 40,94 +1,09a
Testigo 0,65+0,08b 381+027a 6,01+£023a 40,34 £0,92a
Nova
P-Value < 0,0001 0,0234 0,5650 0,2440
Fosetil-Al 0,06+0,07a 339+009a 3,11+0,14a 42,19+0,88a
Si0, .NaOH 059+0,06¢c 358+0,11b 3,05+0,13a 41,70+0,90a
CO (NH,), 0,47+0,06b 340+0,15a 3,10+0,11a 40,74+1,10a
Testigo 0,47+0,09b 360+£0,04b 3,19+0,20a 41,66+0,95a

 Modelo lineal generalizado (multinomial/cumulative logit). Contraste de medias con x* (P<0,05).
b ANOVA. Contraste de medias con LSD (P<0,05).

C . . , .. . . . ar
Promedio y desviacion estandar de cuatro repeticiones. 0, ausencia de necrosis; 1, de 1 a 5 lesiones necroéticas;
2, més de 5 lesiones necréticas, coalescencia de lesiones.

6.4.- Discusion

La aplicacion de urea y otros compuestos nitrogenados se ha utilizado para
corregir algunas fisiopatias y retrasar la senescencia de la corteza de los frutos
citricos (Agusti, 2000). En nuestro caso, las aplicaciones secuenciales de urea
aumentaron significativamente el grosor y la dureza de la corteza de Fortune
respecto al testigo. Sin embargo, no han tenido un efecto significativo sobre la
severidad de la enfermedad. Estos resultados ponen en entredicho la hipotesis
inicial de que una corteza gruesa y basta supone una mayor resistencia a la
enfermedad. Sin embargo, no se logré reproducir en ningln caso la tipologia de
corteza observada en campo con los frutos resistentes.
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El abonado de fondo con compuestos de silice se ha mostrado eficaz en el
control de algunas enfermedades fungicas de tipo foliar en los cultivos de arroz
de zonas tropicales (Datnoff et al., 1997). En los cultivos hidropénicos, se ha
mejorado también el control de algunas enfermedades foliares y radiculares con
el empleo de silice en la fertilizacion (Belanger et al., 1995). El denominador
comun de estos sistemas de cultivo es la ausencia casi total de silice soluble. Los
cultivos hidropdnicos se desarrollan sobre sustratos inertes, por lo que todos los
nutrientes han de suministrarse a través de la fertilizacion. En el caso del arroz en
las zonas tropicales, la ausencia de silice soluble esta relacionada con la fuerte
lixiviacion que sufren los suelos por la accion de las lluvias. EI modo de accién
del silice soluble sobre las enfermedades fungicas no esta claramente
determinado. Su acumulacion en las células epidérmicas parece actuar como una
barrera fisica a la penetracion de los apresorios, pero se ha descrito también la
induccién de reacciones de defensa a través de la sintesis de determinadas
proteinas y sustancias fenolicas (Liang et al., 2005).

En nuestro caso, las pulverizaciones secuenciales de silicato de sodio
aumentaron significativamente la dureza de la corteza de Fortune, pero no
mejoraron el control de la enfermedad en ninguna de las dos variedades. En
Nova, la severidad del tratamiento con silicato de sodio fue incluso mayor que la
del testigo. Estos resultados coinciden con los bajos niveles de control obtenidos
con la aplicacion de silicato de sodio en el control de la mancha foliar causada
por A. limicola en lima mejicana (Orozco, 1992) y la mancha marrén de la pera
causada por Stemphylium vesicarium (Wallr.) E.G. Simmons (Ponti et al., 1993).
No obstante, en nuestro caso queda pendiente completar una nueva repeticion del
estudio asi como ensayar otros compuestos de silice.

Fosetil-Al redujo de forma notable la severidad de los dafios en las dos
variedades ensayadas. Sin embargo, no se detect6 un efecto significativo sobre el
grosor de la corteza y s6lo aument6 su dureza en Fortune. A la vista de estos
resultados, parece que el efecto de control de fosetil-Al no estaria relacionado
con modificaciones evidentes de grosor y dureza de la corteza. Fosetil-Al y otros
productos a base de acido fosforoso acttan principalmente sobre el grupo de los
oomicetos (Hewitt, 1998), aunque también se ha citado un cierto efecto de
control de algunas enfermedades bacterianas (Chase, 1993; Moragrega et al.,
1998). Su modo de accidn parece estar basado en la elicitacion de las plantas y la
induccion de fitoalexinas, pero se ha descrito también una accion directa sobre el
crecimiento de estos patdgenos (Fenn y Coffey, 1984; Afek y Sztejnberg, 1989).
La aplicacion de fosfito potasico no parece afectar a la germinacion in vitro de
los conidios del patotipo de A. alternata que afecta a las mandarinas, pero si a su
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crecimiento miceliar (Yogev et al., 2006). No obstante, los resultados obtenidos a
partir de los ensayos in vitro han de interpretarse con cautela. En el caso de los
cobres, la germinacion de los conidios de A. alternata se inhibe por completo
cuando estos compuestos se ensayan en medio liquido, pero su efecto es nulo
cuando el ensayo se realiza en medio agarizado (Vicent et al., 2002a). En
cualquier caso, el disefio seguido en el presente estudio no permite saber con
certeza si el efecto de control de fosetil-Al se debe a una accion directa sobre el
patdgeno o a una accion indirecta mediante elicitacion.

En ensayos de invernadero realizados en Florida, los productos a base de
acido fosforoso mostraron un cierto nivel de control de las infecciones foliares de
A. alternata en plantones de mandarino Dancy (Agostini et al., 2003). Sin
embargo, fosetil-Al no controlé adecuadamente la enfermedad sobre frutos en los
ensayos de campo (Timmer y Zitko, 1997). En Israel, las aplicaciones de fosfito
potésico consiguieron un buen nivel de control en campo, aunque la presion de la
enfermedad fue menor que en los ensayos de Florida (Yogev et al., 2006).

En nuestro estudio, las aplicaciones de fosetil-Al han proporcionado un
control casi total de la infeccion artificial realizada a mediados de septiembre.
Esto abre la posibilidad de utilizar este producto de forma preventiva en el
control de la enfermedad, especialmente para reducir los dafios de las infecciones
producidas a partir de final de verano. En cualquier caso, estos resultados
precisan de al menos una segunda repeticion, en la que habria que analizar por
separado el efecto de cada una de las tres aplicaciones secuenciales asi como
determinar el modo de accidn del producto. Finalmente, queda pendiente ensayar
también el efecto de otros compuestos, como el nitrato célcico y las auxinas de
sintesis, que han mostrado un efecto notable sobre el grosor y la condicion de la
corteza (Almela et al., 1994; Zaragoza et al., 1996).
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Capitulo 7

Capitulo 7.- Resistencia de los fungicidas al lavado por lluvia

7.1.- Antecedentes

Debido a su corto periodo de incubacion, el control de la mancha marrén de
las mandarinas se basa en la accion preventiva de los fungicidas. Esto implica
mantener una capa de producto sobre los tejidos susceptibles durante los periodos
de condiciones favorables para la enfermedad. Durante estos periodos de
infeccion, la capa de fungicida va perdiendo progresivamente su efecto
protectivo por la accién de diversos factores, lo que obliga a reponerla
periddicamente mediante nuevas aplicaciones.

La lluvia estd considerada como el principal factor atmosférico de
degradacion de los fungicidas, ya que provoca la disgregacion y el posterior
lavado de los depositos presentes sobre la planta. Por otra parte, proporciona el
agua necesaria para la germinacion de los conidios, que encuentran a los érganos
susceptibles desprotegidos frente a la infeccion.

A diferencia de los fungicidas estrictamente protectivos, los fungicidas
penetrantes y sistémicos pueden localizarse en la cuticula y las células
epidérmicas, por lo que quedan menos expuestos a la meteorizacion. Esto hace
que se les atribuya un mejor comportamiento en condiciones de lluvia (Evans,
1977).

Sin embargo, en la mayoria de los trabajos publicados sobre el control de la
mancha marrén, lo que se eval(a habitualmente es el efecto de una secuencia de
aplicaciones sobre la severidad de la enfermedad en el momento de la cosecha
(Schutte y Beeton, 1994; Solel et al., 1997; Swart et al., 1998; Bhatia et al.,
2002; Vilches-Martinez et al., 2004; Miles et al., 2005; Peres y Timmer, 2006).

Este tipo de ensayos no permite conocer con exactitud la resistencia al lavado
de los fungicidas, por lo que en realidad no se sabe a partir de qué pluviometria
es necesario reponer el depdsito de fungicida mediante una nueva aplicacion. Un
conocimiento mas preciso sobre el comportamiento de los fungicidas en
condiciones de lluvia permitiria disefiar estrategias de control mas eficientes.
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7.2.- Material y métodos

Experimentos sobre frutos

Los experimentos se realizaron en una parcela de mandarina Fortune situada
en Ribarroja (Valencia). Los arboles tenian 14 afios de edad y estaban injertados
sobre citrange Carrizo. EI marco de plantacion era de 4 x 5 m y las filas seguian
una orientacion Norte-Sur. Los productos se aplicaron mediante un pulverizador
hidraulico (Méafiez y Lozano, Valencia) a 30 kg/cm? de presion hasta alcanzar el
punto de goteo (~10 I/arbol). Los fungicidas ensayados aparecen indicados en la
tabla 7.1, a los que se afiadi6 también un testigo sin tratar. Se dispuso un disefio
completamente al azar, con parcelas elementales de dos arboles y cuatro
repeticiones para cada combinacion fungicida-pluviometria. Se dejé un é&rbol
barrera entre las parcelas elementales. Se realizaron dos experimentos, en agosto
de 2004 y 2005 respectivamente. Famoxadona y los tratamientos de cobre a la
dosis de 0,5 g ma/l s6lo se ensayaron en el experimento sobre frutos de 2005.

Tabla 7.1: Fungicidas y dosis incluidos en los experimentos de resistencia al
lavado por lluvia realizados en 2004 y 2005.

. . . Riqueza Dosis
Fungicida Materia activa (;)) - Formulado® (g mall)
Caldo Bordelés Vallés cobre (caldo bordelés) 20 WP 05°-1
Curenox cobre (oxicloruro de cobre) 50 WP 1
Curenox Flow cobre (oxicloruro de cobre) 70 SC 05°-1
Cobre Rojo Vallés cobre (6xido cuproso) 50 WP 05°-1
Hidrocobre Vallés cobre (hidroxido clprico) 50 WP 1
Dithane M45 mancozeb 80 WP 1,87
Rovral Aquaflo iprodiona 50 sC 0,75
Score difenoconazol 25 EC 0,8
Famoxate famoxadona 50 WP 01°¢
BAS 500-01-F piraclostrobin 24 EC 0,1

a Riqueza y dosis de los compuestos clpricos expresada como cobre metal.
b EC, concentrado emulsionable; SC, suspension concentrada; WP, polvo mojable.
® Ensayados s6lo en el experimento de 2005.
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En la inoculacion se utilizd el aislado monospérico AF32002-1 de A.
alternata, obtenido de frutos de mandarina Fortune procedentes de Villanueva de
los Castillejos (Huelva). Se prepard una suspension de conidios a una
concentracion de 10° conidios/ml siguiendo el protocolo descrito en el apdo. 6.2.

A las 24 horas de la aplicacion se recolectaron 10 frutos de forma arbitraria
en cada parcela elemental con un diametro aproximado de 30 mm. Los frutos se
colocaron debajo del simulador de lluvia fijados sobre una rejilla de plastico. El
simulador de lluvia se componia de dos boquillas (RA2, Delavan Corp., USA)
situadas a 3 m de altura sobre los frutos. La presion de trabajo se ajust6 a 1,2
kg/cm?, con objeto de proporcionar gotas de un didmetro volumétrico medio
(VMD) de 1 mm (van Bruggen et al., 1986). La intensidad de la lluvia se
cuantifico antes del experimento, ajustandose a 11 + 2 mm/h. Este valor equivale
a una lluvia de intensidad moderada, con un periodo de retorno de dos afios
segun las curvas intensidad-duracidn-frecuencia del observatorio de Valencia.
Este seria el tipo de lluvia més probable para un periodo anual cualquiera en esta
localizacion (Anénimo, 2003). Los frutos se sometieron a pluviometrias de 0, 10,
20 y 40 mm en el experimento de 2004 y 0, 30, 60 y 90 mm en 2005. El agua
utilizada tenia un pH de 6,7 y una conductividad de 986 uS/cm.

Las pluviometrias se repitieron cuatro veces, empleando en cada repeticion
los frutos de una de las cuatro parcelas de cada combinacion fungicida-
pluviometria. La secuencia en la que se ensayaron las pluviometrias se eligid al
azar. Debido a limitaciones de espacio en el simulador, los tratamientos
fungicidas se dividieron en varios grupos, incluyendo en cada uno de ellos un
testigo sin tratar. Los frutos se dejaron secar durante dos horas y a continuacién
se inocularon segln el método descrito por Solel y Kimchi (1997). En cada fruto
se depositaron equidistantemente sobre la zona que habia quedado expuesta a la
lluvia cuatro cuadrados de papel de filtro de 5 mm de lado, embebidos
previamente en la suspension de conidios.

Los frutos inoculados se incubaron dentro de cAmara humeda en oscuridad
durante 48 horas a 27°C, periodo tras el cual se evalud la presencia de lesiones
necroticas empleando la siguiente escala de severidad: 0, ausencia de necrosis; 1,
de 1 a 5 lesiones necroticas; 2, mas de 5 lesiones necrdticas, coalescencia de
lesiones. El promedio de severidad de cada repeticion se rest6 al valor promedio
de severidad obtenido en el testigo, calculando el porcentaje de control
[%6Control=(100/sev.testigo)x(sev.testigo—sev.fungicida)]. Los valores obtenidos
para cada fungicida se analizaron mediante regresion lineal y no lineal con el
programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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Experimentos sobre hojas

Se realizaron dos experimentos de resistencia al lavado sobre hojas durante la
primavera de 2005. Se utilizaron plantones de mandarino Fortune de tres afios de
edad injertados sobre citrange Carrizo. Los plantones se mantuvieron en
invernadero con una mezcla de arena y turba (1:3) dentro de macetas de plastico
de 20 x 25 cm. Todas las plantas se podaron por completo para forzar una
brotacion uniforme.

Los fungicidas se aplicaron cuando los brotes alcanzaron aproximadamente
la mitad de su desarrollo final. Se utiliz6 un pulverizador manual de presion
previa (GDM Professional. Di Martino, IT), con el que se trataron 16 plantas con
cada fungicida hasta el punto de goteo (~0,07 l/planta). Se ensayaron los
fungicidas y dosis indicados en la tabla 7.1, excepto los tratamientos de cobre a la
dosis de 0,5 g ma/l. Se dejaron 16 plantones sin tratar como testigo.

A las 24 horas de la aplicacidn, los plantones se colocaron bajo el simulador
de lluvia y se sometieron a pluviometrias de 0, 30, 60 y 90 mm. Se realizaron
cuatro repeticiones, utilizando en cada una un planton de cada fungicida. Debido
a limitaciones de espacio en el simulador, los tratamientos fungicidas se
dividieron en varios grupos, incluyendo en cada uno de ellos un testigo sin tratar.
Una vez secas, se seleccionaron 10 hojas de cada planta con una longitud
aproximada de 30 mm. Las hojas se colocaron sobre una rejilla de pléstico y se
inocularon pulverizando la suspension de conidios sobre el haz. Las hojas
inoculadas se colocaron inmediatamente en camara hiumeda, de manera que su
peciolo quedd en contacto con el agua, incubandose durante 48 horas en
oscuridad a 27 °C.

Para la evaluacion de la severidad de los dafios, las hojas se fotografiaron con
una camara digital (Nikon Coolpix 4500. Nikon Corporation, Jap6n) a una
resolucion de 300 ppi, cuantificando el porcentaje de area foliar afectada con el
programa Assess (American Phytopathological Society. St. Paul, MN, USA). El
porcentaje de area foliar afectada de cada repeticion se resto al porcentaje de area
foliar afectada del testigo, calculando el porcentaje de control
[%Control=(100/4rea testigo)x(area testigo—area fungicida)]. Los  valores
obtenidos para cada fungicida se analizaron mediante regresion lineal con el
programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

85



Capitulo 7

7.3.- Resultados

Experimentos sobre frutos

Los valores de severidad y porcentaje de control obtenidos en los
experimentos de resistencia al lavado por lluvia sobre frutos aparecen indicados
en las tablas 7.2 y 7.3 para 2004 y en las tablas 7.4 y 7.5 para 2005. Los
resultados obtenidos en los andlisis de regresion aparecen en las figuras 7.1y 7.2.

Los valores de severidad obtenidos en los testigos oscilaron entre 1,28 + 0,14
y 1,54 + 0,11 en 2004 y entre 0,92 £ 0,28 y 1,71 + 0,11 en 2005. Los analisis de
regresion de oxicloruro de cobre SC (Fig. 7.1B), caldo bordelés (Fig. 7.1D) y
mancozeb (Fig. 7.1F) no mostraron una relacion significativa entre el porcentaje
de control y la pluviometria en ninguno de los dos experimentos. El porcentaje de
control estimado por el modelo para mancozeb en ausencia de lluvia fue
relativamente bajo; 75% en 2004 y menos del 85% en 2005. Oxido cuproso (Fig.
7.1C), hidroxido cuprico (Fig. 7.1E) y difenoconazol (Fig. 7.1G) mostraron un
descenso significativo de tipo lineal del porcentaje de control respecto a la
pluviometria en 2004 pero no en 2005. Sin embargo, los valores de las
pendientes absolutas fueron inferiores a 0,5 en los tres casos, por lo que la
reduccién del porcentaje de control estimada por los modelos con la pluviometria
mas alta (40 mm) fue inferior al 20%.

El porcentaje de control estimado por el modelo para difenoconazol (Fig.
7.1G) en ausencia de lluvia fue menor en 2004 (78,7%) que en 2005 (94,4%).
Oxicloruro de cobre WP (Fig. 7.1A) y piraclostrobin (Fig. 7.1J) mostraron un
descenso significativo de tipo lineal del nivel de control respecto a la
pluviometria en ambos experimentos. Famoxadona (Fig. 7.11) sélo se ensay6 en
2005, pero mostr6 un descenso similar. No obstante, estos tres productos
presentaron porcentajes de control superiores al 70% incluso con las
pluviometrias mas altas (40 mm en 2004 y 90 mm en 2005).

Iprodiona (Fig. 7.1H) mostré un descenso exponencial del porcentaje de
control con la pluviometria en ambos experimentos. Los modelos obtenidos
mostraron una fuerte bajada del porcentaje de control con la pluviometria de 10
mm, manteniéndose luego entre el 60-70%. Ninguno de los compuestos clpricos
ensayados a la dosis de 0,5 g ma/l mostraron un descenso significativo del nivel
de control respecto a la pluviometria (Figs. 7.2A, 7.2B y 7.2C).
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Tabla 7.2: Severidad de la enfermedad en frutos de Fortune tratados con
fungicidas y sometidos a lluvia artificial. Experimento de 2004.

Pluviometria (mm)

Fungicida y dosis 0 10 20 20 Testigo

Caldo bordelés (1> 0,06 +0,05° 0,13+0,05 0,05+0,04 0,08+0,05 1,28+0,14
Oxicl. cobre WP (1) 0,12+0,07 0,18+0,10 0,21+0,09 0,36+0,11 1,28+0,14
Oxicl. cobre SC°(1) 0,21+0,09 0,19+0,07 0,16+0,03 0,28+0,08 1,54+0,11
Oxido cuproso (1) 0,03+0,04 015+0,10 0,25+0,16 0,31+0,08 1,28+0,14
Hidréxido caprico (1) 0,05+0,04 0,14+005 0,09+0,01 029+0,18 1,28+0,14
Mancozeb (1,87) 0,28+0,13 0,34+0,10 040+0,08 052+0,19 1,33+0,19
Iprodiona (0,75) 0,13+0,07 062+0,11 059+0,04 0,69+0,04 154+0,11
Difenoconazol (0,8) 0,33+0,10 0,38+0,06 059+0,07 056+0,09 154+0,11
Piraclostrobin (0,1) 0,16+0,05 024%+009 0,23+£0,09 036+0,02 154+0,11

a g de materia activa/l.

Severidad (0-2): 0, ausencia de necrosis; 1, de 1 a 5 lesiones necréticas; 2, mas de 5 lesiones necréticas,

coalescencia de lesiones. Promedio y desviacién estandar de cuatro repeticiones.

¢ WP, polvo mojable; SC, suspensién concentrada.

Tabla 7.3: Porcentaje de control de la enfermedad en frutos de Fortune tratados
con fungicidas y sometidos a lluvia artificial. Experimento de 2004.

Fungicida y dosis

Pluviometria (mm)

0 10 20 40
Caldo bordelés (1) 95,59 +3,71° 90,20 + 3,58 96,08 + 2,77 94,12 + 3,58
Oxicl. cobre WP° (1) 90,69+516 85,62+7,92 83,82 + 6,67 72,06 + 8,82
Oxicl. cobre SC° (1) 86,59+553 87,40+4,28 89,43 £2,10 82,11 £5,47
Oxido cuproso (1) 9755+2,94 88,24+784 80,39+12,71 75,49 + 6,10
Hidréxido cuaprico (1) 96,08+2,77 88,73+3,71 93,14+1,13 76,96 + 13,99
Mancozeb (1,87) 78,87 +9,98 74,18+7.25 69,95+6,32 61,03+14,33
Iprodiona (0,75) 91,46 +4,28 59,76 + 6,95 61,79 £ 2,82 55,01 £ 2,48
Difenoconazol (0,8) 78,46 £6,55 75,07 £ 4,09 61,79 + 4,88 63,82 + 6,14
Piraclostrobin (0,1) 89,84 +3,08 84,55+6,01 85,37+ 5,79 76,42 £1,15

a g de materia activa/l.

c Porcentaje de control. Promedio y desviacién estandar de cuatro repeticiones.
WP, polvo mojable; SC, suspension concentrada.
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Tabla 7.4: Severidad de la enfermedad en frutos de Fortune tratados con
fungicidas y sometidos a lluvia artificial. Experimento de 2005.

Fungicida y dosis 5 P3Igviometria (ggm) % Testigo

Caldo bordelés (1) 0,03+0,04° 006+006 0,14+0,08 008005 1,71+0,11
Caldo bordelés (0,5) 0,13+0,03 0,20+0,07 0,16+0,11 0,25+0,17 1,71+0,11
Oxicl. de cobre WP (1) 0,14 +0,07 0,06+0,04 0,08+0,07 0,35+0,12 1,59+0,19
Oxicl. de cobre SC° (1) 0 003+003 0,13+0,12 0,06+0,03 1,71+0,11
Oxicl. de cobre SC (0,5) 0,08+0,02 0,19+0,10 046+0,21 0,16+0,08 1,71+0,11
Oxido cuproso (1) 007+006 013+009 007+00l 006+003 0,92+ 0,28
Oxido cuproso (0,5) 0,04+0,04 0,08+004 0,04+0,02 011+0,09 0,92+0,28
Hidréxido cuaprico (1) 0,10+0,07 0,09+0,01 0,08+0,09 0,15+0,09 0,92+0,28
Mancozeb (1,87) 0,11+0,08 036+015 043+0,09 0,27+0,11 1,40+0,37
Iprodiona (0,75) 0,03+0,00 0,28+0,06 0,18+0,11 0,38+0,14 0,92+0,28
Difenoconazol (0,8) 0,01+0,03 0,18+0,12 0,05+0,04 0,17+0,08 0,92+0,28
Famoxadona (0,1) 0,26+0,08 0,39+0,17 0,21+0,08 0,60+0,17 159+0,19
Piraclostrobin (0,1) 0,09+0,04 0,25+011 0,09+0,11 049+0,17 159+0,19

a g de materia activa/l.

b Severidad (0-2): 0, ausencia de necrosis; 1, de 1 a 5 lesiones necroticas; 2, mas de 5 lesiones necréticas,
coalescencia de lesiones. Promedio y desviacion estdndar de cuatro repeticiones.

WP, polvo mojable; SC, suspension concentrada.
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con fungicidas y sometidos a lluvia artificial. Experimento de 2005.

Fungicida y dosis

Pluviometria (mm)

0 30 60 90
Caldo bordelés (1)? 98,54 +2,06" 96,35+3,67 91,97 +4,54 9562+2,67
Caldo bordelés (0,5) 92,70+1,69 88,32+3,95 90,51+6,14 85,40+ 10,18
Oxicl. de cobre WP® (1) 90,98 +4,32 96,08 +2,72 9529+4,62 78,04+7,79
Oxicl. de cobre SC° (1) 100 9854+1,69 92,70+7,05 96,35+1,88
Oxicl. de cobre SC (0,5) 95,62+1,19 89,05+5,65 72,99+ 12,18 90,88 + 4,67
Oxido cuproso (1) 92,82+6,87 85,65+10,28 92,26+1,56 93,83+2,83
Oxido cuproso (0,5) 9594 +433 9150+4,42 96,03+1,89 87,72+ 10,03
Hidréxido cuprico (1) 89,61+7,66 90,65+0,57 91,69+9,35 83,29+ 10,19
Mancozeb (1,87) 92,03 +5,43 74,25+10,60 69,31+6,74 80,55+7,52
Iprodiona (0,75) 96,88 +£0,19 69,78 £6,53 80,45+ 11,66 58,36 + 14,99
Difenoconazol (0,8) 98,49 + 3,02 80,74+ 13,59 94,62+447 81,68+9,24
Famoxadona (0,1) 83,53 +4,88 75,69+ 10,37 86,67 +4,88 62,35+ 10,94
Piraclostrobin (0,1) 9451+2,72 8431+7,19 94,12+6,70 69,02 + 10,90

a g de materia activa/l.

c Porcentaje de control. Promedio y desviacion estandar de cuatro repeticiones.
WP, polvo mojable; SC, suspensién concentrada.
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Figura 7.1: Efecto de la pluviometria en el porcentaje de control de la enfermedad en frutos de Fortune
tratados con fungicidas. Linea continua para el experimento de 2004 y linea de puntos para 2005. Valores
promedio y desviacion estandar de cuatro repeticiones. (ns = no significativo; * = P< 0,05; ** = P< 0,01).

90

Pluviometria (mm)



Resistencia al lavado

oy PR . +
80 +
L y =-0,067x + 95,817
60 - R? =0,1308 ns
40 |
20 +
A. 6xido Ccuproso (0,5 g mafl)
0 | | | | | | : : :
100
| % .
80 + I
S %7 y=-o0101x+91679
S il R? =0,1036 ns
o 40
20 +
T B . Oxicl. de cobre SC (0,5 g mafl)
0 I I I I I I : : :
100 +
| T o ____
f R
80 +
60 4 y =-0,0657x + 92,19
i R? =0,1302 ns
40 +
20 +
| C. caldo bordelés (0,5 g man)

0 f f f f f f f f f
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Pluviometria (mm)

Figura 7.2: Efecto de la pluviometria en el porcentaje de control de la enfermedad en
frutos de Fortune tratados con compuestos clpricos a la dosis de 0,5 g ma/l. Valores
promedio y desviacion estdndar de cuatro repeticiones. (ns = no significativo; * = P< 0,05;
** = P< 0,01).
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Experimentos sobre hojas

Los valores de area foliar afectada y porcentaje de control obtenidos en los
experimentos de resistencia al lavado por lluvia sobre hojas aparecen indicados
en las tablas 7.6 y 7.7 para el experimento 1,y 7.8 y 7.9 para el experimento 2.

Los porcentajes de area foliar afectada obtenidos en los testigos oscilaron
entre 33,36 = 26,36 y 75,55 £ 22,75 en el experimento 1 y entre 40,39 + 23,95 y
69,35 £ 24,86 en el experimento 2.

Los datos de los dos experimentos se combinaron al no encontrarse
heterogeneidad entre sus varianzas segun el test F (P<0,05). Los resultados
obtenidos en los analisis de regresion para cada fungicida aparecen en la tabla
7.10. Mancozeb e iprodiona fueron los Unicos fungicidas que mostraron un
descenso significativo (P<0.05) del porcentaje de control respecto a la
pluviometria. No obstante, los valores absolutos de las pendientes fueron
pequefios (0,135 y 0,159 respectivamente), y el porcentaje de control estimado
por el modelo para la pluviometria de 90 mm fue superior al 79% para iprodiona
y 87% para mancozeb.

7.4.- Discusion

Como ya se ha comentado, el lavado por lluvia es uno de los factores que
mas influye en la degradaciéon de los depésitos de fungicida. En general, la
concentracion de los fungicidas sobre la planta suele mostrar una relacién
negativa de tipo exponencial con la pluviometria (Lukens, 1971; Bruhn y Fry,
1982; Smith y Machardy, 1984, Elliott y Spurr, 1993).

Sin embargo, en nuestros estudios sobre frutos y hojas de mandarino Fortune,
la mayoria de los fungicidas mantuvieron niveles de control elevados, incluso
con lluvias artificiales de 40 y 90 mm. En el caso de los cobres, la resistencia al
lavado fue alta incluso con la dosis de 0,5 g ma/l. Iprodiona fue el Unico producto
gue mostrd un descenso exponencial en el nivel de control. Esta diferencia podria
deberse a que en nuestros modelos se empled el control de la enfermedad como
variable respuesta, mientras que en los modelos citados por otros autores se
utilizo la concentracion de fungicida.
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Tabla 7.6: Severidad de la enfermedad en hojas de Fortune tratadas con
fungicidas y sometidas a lluvia artificial. Experimento 1.

Fungicida y dosis 5 Plg\é'omet”a (rggn) % Testigo

Caldo bordelés (1)* 2,36 +1,44° 8,89+4,45 213+301 3,05+3,19 43,96 + 27,87
Oxicl. cobre WP® (1) 3,36 +4,70 8,26 +6,36 4,26 +4,44 4,88+3,60 33,36 + 26,36
Oxicl. cobre SC° (1) 6,45+4,62 7,20+529 247+292 3,76+2,64 41,22 +24,75
Oxido cuproso (1) 351+2,72 0,69+0,62 0,70+0,94 2,90+ 3,62 39,00 + 25,48
Hidréxido caprico (1) 3,30 +6,14 2,76 +3,38 3,19+2,02 6,28 +7,87 7555+22,75
Mancozeb (1,87) 0 150+£131 357%264 6,17 +5,43 43,96 + 27,87
Iprodiona (0,75) 419+4,16 4,35+4,88 11,70+9,35.6,91+5,81 66,81 +26,70
Difenoconazol (0,8) 3,45+244 1,28+1,21 3,61+3,83 2,59+2,26 65,52+ 26,43
Famoxadona (0,1) 11,35+4,21 6,24+3,34 7,12+6,30 550+7,72 41,22 +24,75
Piraclostrobin (0,1) 4,91+4,25 1,18+236 1,01+2,01 2,15+3,95 65,52 + 26,43

& g de materia activa/l.

c Porcentaje de area foliar afectada. Promedio y desviacion estandar de cuatro repeticiones.
WP, polvo mojable; SC, suspensién concentrada.

Tabla 7.7: Porcentaje de control de la enfermedad en hojas de Fortune tratadas
con fungicidas y sometidas a lluvia artificial. Experimento 1.

Fungicida y dosis

Pluviometria (mm)

0 30 60 90
Caldo bordelés (1)* 94,62 +327° 79,77 + 10,12 95,15+ 6,84 93,05+ 7,25
Oxicl. cobre WP° (1) 89,92 +14,10 75,25+19,07 87,22+13,30 85,39+10,79
Oxicl. cobre SC° (1) 84,35+11,20 82,53+12,84 94,00 £ 7,08 90,88 * 6,40
Oxido cuproso (1) 90,99 + 6,98 98,22 + 1,59 98,43 + 2,67 92,57 £ 9,27
Hidroxido cuprico (1) 95,64 + 8,13 96,35 + 4,47 95,78+ 2,68 91,69+10,41
Mancozeb (1,87) 100 96,60 + 2,98 91,87+6,01 85,96+ 12,36
Iprodiona (0,75) 93,73 £ 6,23 93,49+7,30 82,49+ 14,00 74,69 £ 8,70
Difenoconazol (0,8) 94,74 £ 3,73 98,04 £1,85 94,50 £+ 5,85 96,04 £ 3,45
Famoxadona (0,1) 72,47 +10,21 84,86 +8,10 82,72+1529 86,66+ 18,73
Piraclostrobin (0,1) 92,51 £ 6,49 98,20 + 3,61 98,46 * 3,07 96,71 £+ 6,02

a g de materia activa/l.

'CJ Porcentaje de control. Promedio y desviacién estandar de cuatro repeticiones.
WP, polvo mojable; SC, suspension concentrada.
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Tabla 7.8: Severidad de la enfermedad en hojas de Fortune tratadas con
fungicidas y sometidas a lluvia artificial. Experimento 2.

Fungicida y dosis 5 l;lgwometria (g(;m) 50 Testigo
Caldo bordelés (1)  6,38+568° 8,73+11,05 204+1,39  2,60+389 60,23 +21,80
Oxicl. cobre WP (1) 991+732 911+9,66 838+746  7,26+4,78 60,40 + 21,92
9xicl- cobre SC°(1)  320+441 840+944 934+556 515+ 1,88 56,87 + 24,97
Oxido cuproso (1) 1,79+2,02 0,72+092 109+110 148+1,03 42,84 + 2643
Hidroxido clprico (1)  211+396 1,24+1,87 1,40+046 550 +4,08 56,61 + 24,49
Mancozeb (1,87) 0 310+241 10,04+890 545+320 67,41+ 2524
Iprodiona (0,75) 851+756 567+7,60 679+179 1446+10,92 69,35+ 24,86
Difenoconazol (0.8)  278+248 076+1,16 194+177 122+116 40,39 + 23,95
Famoxadona (0,1) 11,02+9,01 1439+10,15 9,83+6,43 10,87 13,07 66,04 + 22,98
Piraclostrobin (0,1) 57041032 154+308 0314062 0,17+0,226 53,66 + 26,57
8 g de materia activa/l.

Porcentaje de area foliar afectada. Promedio y desviacion estandar de cuatro repeticiones.
€ wp, polvo mojable; SC, suspension concentrada.
Tabla 7.9: Porcentaje de control de la enfermedad en hojas de Fortune tratadas

con fungicidas y sometidas a lluvia artificial. Experimento 2.

Fungicida y dosis 0 3Iz’)luwometr|a (még) 90
Caldo bordelés (1) 89,41+943° 8550+ 18,35 96,61 + 2,31 95,68 + 6,46
Oxicl. cobre WP* (1) 8350+12,11 8491+1599  86,12+1234  8798+792
Oxicl. cobre SC* (1) 9421+776 8522+1660  8358+9,78  90,94+331
Oxido cuproso (1) 9581+472  9833+215  9744+257  9654+241
Hidroxido cprico (1) 96 27+6,99  97,82+330 97524082  90,28+7,21
Mancozeb (1,87) 100  9541+357  8510+13,20 91,91 + 4,75
Iprodiona (0,75) 87,73+10,90 91,83 +10,96 90,21+258 79,15+ 1574
Difenoconazol (0,8) 93,12+6,13  98,11+2,88 95,20 + 4,38 96,99 + 2,87
Famoxadona (0,1) 83,31+1365 78,20+ 15,36 8511+9,73 83,54 +19,79
Piraclostrobin (0,1) 8751+1922  97,13+573  9942+1,16 99,68+ 0,49

8 g de materia activa/l.

Porcentaje de control. Promedio y desviacion estandar de cuatro repeticiones.

¢ WP, polvo mojable; SC, suspension concentrada.
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Tabla 7.10: Ecuaciones de regresiéon lineal obtenidas entre los valores de
porcentaje de control de la enfermedad en hojas de Fortune y la
pluviometria para cada uno de los fungicidas ensayados.

Parametros de la regresion
g R? P-Value ©

Fungicida y dosis

bo b;
Caldo bordelés (1) 86,114 0,097 0,103 0,263
Oxicl. cobre WP® (1) 84,090 0,021 0,004 0,810
Oxicl. cobre SC° (1) 86,745 0,032 0,017 0,633
Oxido cuproso (1) 95,575 0,01 0,007 0,750
Hidroxido cuprico (1) 97,468 -0,051 0,093 0,252
Mancozeb (1,87) 99,462 -0,135 0,523 0,001
Iprodiona (0,75) 93,825 -0,159 0,392 0,009
Difenoconazol (0,8) 95,163 0,015 0,019 0,608
Famoxadona (0,1) 78,502 0,080 0,056 0,376
Piraclostrobin (0,1) 92,817 0,079 0,180 0,115

a Regresiones realizadas con los resultados de los dos experimentos.

y = bp + by (y, porcentaje de control; x, pluviometria en mm).

Prueba t de Student para la constante y la pendiente. Prueba F de Fisher para el modelo.
d g materia activa/l.
€wp, polvo mojable; SC, suspensién concentrada.

Muchos de los trabajos publicados sobre la resistencia al lavado con lluvia
artificial se basan Unicamente en el andlisis de los residuos de los fungicidas
(Lukens, 1971; Bruhn y Fry, 1982; Smith y Machardy, 1984; Troiano y
Butterfield, 1984; Elliott y Spurr, 1993; Reynolds et al., 1994; Fife y Nokes,
2002). Sin embargo, la disminucién del nivel de residuos y la reduccion de la
eficacia no son siempre proporcionales (van Bruggen et al., 1986; 1988). En el
caso de los compuestos clpricos, parte del cobre soluble presente sobre la planta
puede quelatarse, reduciendo notablemente su accion sobre los patdgenos. Esto
puede sesgar los resultados de los analisis basados en el cobre total y el cobre
soluble (Menkissoglu y Lindow, 1991; Park et al., 2000), por lo que es preferible
optar por técnicas que evallen directamente el efecto de estos compuestos sobre
el patogeno.

95



Capitulo 7

La técnica empleada en nuestro estudio se basa en el uso de hojas y frutos
separados de la planta, lo que implica asumir un cierto grado de senescencia de
los tejidos. No obstante, la evaluacion se realiz6 a las 48 horas de la inoculacion,
por lo que no es probable que este factor influyera de forma significativa en los
resultados. En cualquier caso, el desarrollo de esta senescencia beneficiaria a la
accion del patogeno respecto a una infeccion natural. Tanto el nivel de inéculo
empleado como las condiciones de incubacion fueron también mas favorables
que las habituales en una situacion real de campo. De esto podria deducirse que
la eficacia de los fungicidas ante una infeccion natural seria todavia mayor que
las obtenidas en nuestro estudio de lluvia artificial. Sin embargo, la lluvia real
podria tener un mayor efecto erosivo, debido a que su accidn suele ir unida a la
de otros factores de meteorizacion como el viento.

Por otra parte, la lluvia artificial se aplico transcurridas tan sélo 24 horas.
Durante este corto intervalo de tiempo, el crecimiento de hojas y frutos fue casi
imperceptible, por lo que apenas pudo influir en los resultados. Serian necesarios
nuevos estudios donde se evaluara el lavado de los fungicidas en condiciones de
campo, asi como el efecto del crecimiento de las hojas y frutos sobre su eficacia.
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Capitulo 8

Capitulo 8.- Persistencia de los fungicidas en frutos

8.1.- Antecedentes

Como ya se ha comentado anteriormente, el control de la mancha marrén de
las mandarinas se basa en la aplicacién preventiva de fungicidas durante los
periodos de infeccion. Cuando la enfermedad se ha establecido en la parcela, la
cantidad de in6culo no se considera un factor limitante (Timmer et al., 1998a;
2000; Vicent et al., 2002b), por lo que estos periodos quedan definidos por la
presencia de material vegetal susceptible y de condiciones ambientales
favorables para la infeccion. En el caso de Fortune, estdn determinados
fundamentalmente por las variables climaticas, ya que los frutos son susceptibles
a A. alternata durante todas sus fases de desarrollo. Las condiciones de
temperatura y humectacion necesarias para la infeccion han sido determinadas
con exactitud, por lo que los periodos de infeccion pueden pronosticarse con
cierta antelacion mediante el seguimiento de la temperatura, la lluvia y el agua
libre en las parcelas (Canihos et al., 1999; Timmer et al., 1998; 2000). Esto
permite optimizar considerablemente el control de la enfermedad, ya que las
aplicaciones fungicidas pueden programarse para cubrir exclusivamente estos
periodos (Bhatia et al., 2003; Peres y Timmer, 2006).

No obstante, la cubierta protectiva de fungicida sobre la planta se ve afectada
por el crecimiento de los 6rganos vegetales, asi como por la meteorizacién en
forma de vaporizacion, fotolisis e hidroélisis (Lukens, 1971). Todos estos factores
determinan la duracién del efecto protectivo o persistencia del fungicida. La
persistencia es el factor clave a la hora de ajustar la frecuencia de aplicaciones
durante los periodos de infeccion. Si se eligen intervalos de aplicacion inferiores
a la persistencia del producto, se realizaran aplicaciones innecesarias. En cambio,
si el intervalo es superior a la persistencia, los frutos quedaran expuestos a las
infecciones. Esta informacidn es necesaria para conseguir una mayor eficiencia
en el control de la enfermedad, de manera que se obtenga una buena eficacia
minimizando los costes econdmicos y ambientales. En este capitulo se pretende
determinar la persistencia de los principales fungicidas protectivos y penetrantes
empleados a nivel mundial en el control de la mancha marrdén de las mandarinas.

Segun las autorizaciones vigentes, el control de la mancha marrdén en Espafia
debe basarse exclusivamente en el uso de cobres y mancozeb (Lifidn, 2007). Los
etilenbisditiocarbamatos, grupo quimico al que pertenece mancozeb, producen en
su descomposicion un compuesto denominado etilentiourea, que se ha mostrado
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cancerigeno en animales (Lentza-Rizos, 1990). Debido a su perfil toxicoldgico y
a otras cuestiones de tipo comercial, es probable que este grupo de fungicidas sea
retirado del mercado en un plazo de tiempo relativamente corto.

Una dependencia de los compuestos clpricos para el control de la mancha
marrén supondria un aumento notable de la cantidad de cobre aplicada por
hectarea. El cobre acaba acumulandose en el suelo, y su exceso provoca
problemas de fitotoxicidad en los cultivos y dafios a los microorganismos
teldricos. En general, los suelos con pH alcalino y altos contenidos de caliza,
caracteristicos del levante peninsular, son menos propensos a este tipo de
problemas (Alva et al., 1993). No obstante, independientemente de esta
particularidad, el Reglamento 473/2002 de la Comision Europea limita a 6 kg por
ha y afio la cantidad de cobre aplicable en agricultura ecolégica en todo el
territorio de la UE. Una reduccion en las dosis de cobre ayudaria a cumplir con
esta normativa y minoraria el impacto ambiental de estas aplicaciones. Por ello,
en este capitulo se pretende también estudiar el efecto protectivo frente A.
alternata de los compuestos cupricos aplicados sobre frutos a dosis baja.

8.2.- Material y métodos

Experimentos con fungicidas protectivos y penetrantes

Los experimentos se realizaron en una parcela de mandarina Fortune situada
en Ribarroja (Valencia). Los arboles tenian 14 afios de edad y estaban injertados
sobre citrange Carrizo. EI marco de plantacion era de 4 x 5 my las filas seguian
una orientacion Norte-Sur. Los productos se aplicaron mediante un pulverizador
hidraulico (Mafiez y Lozano, Valencia) a 30 kg/cm? de presion hasta alcanzar el
punto de goteo (~10 l/arbol). Los fungicidas ensayados aparecen indicados en la
tabla 8.1, a los que se afiadié también un testigo sin tratar. Se dispuso un disefio
completamente al azar, con parcelas elementales de dos arboles y cuatro
repeticiones para cada combinacion fungicida-fecha de recoleccion. Se dejé un
arbol barrera entre las parcelas elementales. Se realizaron dos experimentos en
agosto de 2004 y 2005, aplicando los fungicidas el 10-08-04 y el 08-08-05
respectivamente.
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Tabla 8.1: Fungicidas y dosis incluidos en los experimentos de persistencia con
fungicidas protectivos y penetrantes.

. . a
Fungicida Materia activa Rl((g/:)eaza Formulacion® (I;?Z':/I)
Caldo Bordelés Vallés  cobre (caldo bordelés) 20 WP 1
Curenox cobre (oxicloruro de cobre) 50 WP 1
Curenox Flow cobre (oxicloruro de cobre) 70 SC 1
Cobre Rojo Vallés cobre (6xido cuproso) 50 WP 1
Hidrocobre Vallés cobre (hidroxido clprico) 50 WP 1
Dithane M45 mancozeb 80 WP 1,87
Rovral Aquaflo iprodiona 50 SC 0,75
Score difenoconazol 25 EC 0,8
Famoxate famoxadona 50 WP 0,1
BAS 500-01-F piraclostrobin 24 EC 0,1

a . . ,
Riqueza y dosis de los compuestos clpricos expresada como cobre metal.
b . L, .
EC, concentrado emulsionable; SC, suspension concentrada; WP, polvo mojable.

Alos 7, 14, 21 y 28 dias de la aplicacion se recolectaron de forma arbitraria
10 frutos en cada parcela elemental con un didmetro aproximado de 30 mm. Los
frutos se inocularon inmediatamente después de la recoleccion segun el método
descrito por Solel y Kimchi (1997). En la inoculacion se utilizé el aislado
monosporico AF32002-1 de A. alternata, obtenido de frutos de mandarina
Fortune procedentes de Villanueva de los Castillejos (Huelva). Se prepard una
suspension de conidios a una concentracion de 10° conidios/ml siguiendo el
protocolo descrito en el apdo. 6.2. Sobre cada fruto se depositaron de forma
equidistante cuatro cuadrados de papel de filtro de 5 mm de lado, embebidos
previamente en la suspension de conidios. Los frutos inoculados se incubaron en
camara humeda en oscuridad durante 48 horas a 27°C, periodo tras el cual se
evalud la presencia de lesiones necréticas empleando la siguiente escala de
severidad: 0, ausencia de necrosis; 1, de 1 a 5 lesiones necr6ticas; 2, mas de 5
lesiones necroticas, coalescencia de lesiones. El valor promedio de severidad de
cada repeticion se resto al valor promedio de severidad del testigo, calculando el
porcentaje de control [%Control=(100/sev.testigo)x(sev.testigo—sev.fungicida)]. Los
valores obtenidos para cada fungicida se analizaron mediante regresién lineal y
no lineal con el programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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El crecimiento del fruto se cuantifico durante las tres Ultimas semanas del
experimento de 2004 y las cuatro semanas del experimento de 2005. Para ello, se
midi6 semanalmente el didametro de 50 frutos elegidos de forma arbitraria dentro
de la parcela experimental. La tasa de crecimiento del fruto se obtuvo mediante
regresion lineal de los didmetros obtenidos respecto a los dias transcurridos desde
la aplicacion. Durante los experimentos se tomaron medidas cada 15 minutos de
temperatura, humedad relativa, lluvia y agua libre, con una estacion
meteoroldgica (Watch Dog Plant Disease Station. Spectrum Technologies, USA),
situada en el centro de la parcela experimental.

Experimentos de reduccién de dosis de cobre

Los experimentos se realizaron en una parcela de mandarina Fortune situada
en Chiva (Valencia). Los arboles tenian 14 afios de edad y estaban injertados
sobre citrange Carrizo. EI marco de plantacién era de 4 x 5 m y las filas seguian
una orientacion Norte-Sur. Los productos se aplicaron mediante un pulverizador
hidraulico (Mafiez y Lozano, Valencia) a 30 kg/cm? de presion hasta alcanzar el
punto de goteo (~10 l/arbol). Los fungicidas ensayados aparecen indicados en la
tabla 8.2, a los que se afiadié también un testigo sin tratar. Se dispuso un disefio
completamente al azar, con parcelas elementales de dos &rboles y tres
repeticiones para cada fungicida, dejando un arbol barrera entre las parcelas. Se
realizaron dos experimentos en agosto de 2005 y 2006, aplicando los fungicidas
el 08-08-05 y el 02-08-06 respectivamente.

Alos 7, 14, 21 y 28 dias de la aplicacion se recolectaron de forma arbitraria
10 frutos de cada parcela elemental con un didmetro aproximado de 30 mm. Los
frutos se inocularon e incubaron inmediatamente después de la recoleccion
siguiendo la metodologia descrita en el epigrafe anterior. Se evalud la presencia
de lesiones necroticas utilizando la misma escala de severidad: 0, ausencia de
necrosis; 1, de 1 a 5 lesiones necréticas; 2, mas de 5 lesiones necréticas,
coalescencia de lesiones. Se realizd un analisis estadistico de los datos de
severidad para cada una de las fechas de recoleccién. Primero se aplicé un test de
separacion de medias x* para determinar si existian diferencias entre los
tratamientos fungicidas y el testigo sin tratar. Seguidamente, los datos de los
tratamientos fungicidas se consideraron como un disefio factorial, al que se aplic
un modelo lineal generalizado con la opcidn “proc genmod” del programa SAS
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), empleando la distribucién multinomial y
“cumulative logit” como funcién “link”.
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Capitulo 8

Tabla 8.2: Fungicidas y dosis incluidos en los experimentos de reduccion de
dosis de cobre.

H e d

Fungicida Materia activa Rl(qo/t:;za Formulacién® (Dgors;:;”)
2005

Curenox Flow cobre (oxicloruro de cobre) 70 SC 05-1

Caldo Bordelés Vallés  cobre (caldo bordelés) 20 WP 05-1

Cobre Rojo Vallés cobre (6xido cuproso) 50 WP 05-1
2006

Curenox Flow cobre (oxicloruro de cobre) 70 SC 05-1

Curenox Micro cobre (oxicloruro de cobre) 50 WG 05-1

Caldo Bordelés Vallés  cobre (caldo bordelés) 20 WP 05-1

Bordo Micro cobre (caldo bordelés) 20 WG 05-1

a . - L,
Riqueza y dosis de los compuestos cupricos expresada como cobre metal.

b SC, suspension concentrada; WP, polvo mojable; WG, granulado dispersable en agua.

Se estudio el efecto de los factores “producto” y “dosis”, asi como su
interaccion. El contraste de medias de los tratamientos se realizd mediante el test
x> (Schabenberger y Pierce, 2001). El experimento de 2005 estaba situado
relativamente cerca al de fungicidas protectivos y penetrantes, por lo que se
utilizaron los mismos datos de crecimiento del fruto. Con el fin de valorar el
posible efecto del crecimiento del fruto sobre la persistencia de los productos mas
alla del periodo de cuatro semanas que duraban los experimentos, en 2006 se
midio el diametro de los frutos de Fortune desde el 02-06-06 hasta el 13-12-06.
Se tomaron también datos de una parcela de Nova colindante como comparacion.
Las condiciones ambientales se registraron con el mismo equipo descrito en el
epigrafe anterior.

8.3.- Resultados

Experimentos con fungicidas protectivos y penetrantes
La temperatura media diaria durante el transcurso de los experimentos fue de

24,6 £ 2°C en 2004 y 23,9 + 1,3 °C en 2005. Se registraron 71 mm de lluvia entre
los 22 y 28 dias después de la aplicacion de los fungicidas en 2004. No se
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registré ninguna lluvia en 2005 (Fig. 8.1). La humedad relativa media diaria fue
de 71,1% + 18,9 en 2004 y 71,9% * 11,2 en 2005 (Fig 8.2). Se registraron un
total de 188 horas de agua libre en 2004 y 258 horas en 2005 (Fig. 8.3). Los
frutos presentaron una tasa de crecimiento de 0,25 mm/dia en 2004 y 0,31
mm/dia en 2005 (Fig. 8.4). La severidad obtenida en los frutos sin tratar oscil6
entre 0,93 + 0,20 y 1,44 + 0,22 en 2004, y 1,26 + 0,36 y 1,83 + 0,13 en 2005
(Tablas 8.3y 8.4).

Se obtuvo un descenso lineal significativo para 6xido cuproso (Fig. 8.5C) en
el experimento de 2004, aunque el porcentaje de control estimado por el modelo
28 dias después de la aplicacion fue superior al 80%. No se detectd un efecto
significativo del tiempo sobre el porcentaje de control en 2005.

Oxicloruro de cobre SC (Fig. 8.5B) mostré un descenso lineal significativo
del porcentaje de control en ambos experimentos. La pérdida de eficacia fue méas
acentuada en 2004 que 2005, obteniendo un porcentaje de control estimado a los
28 dias de 68,4% en 2004 y 85,3% en 2005. Oxicloruro de cobre WP (Fig. 8.5A),
caldo bordelés (Fig. 8.5D) e hidréxido cuprico (Fig. 8.5E) mostraron un descenso
de tipo exponencial del porcentaje de control respecto a los dias transcurridos
desde la aplicacion. La eficacia comenzo a descender a partir de los 14 dias de la
aplicacion, reduciéndose drésticamente a partir de los 21 dias. En 2005 el
porcentaje de control se mantuvo constante durante los 28 dias que durd el
experimento.

En el experimento de 2005, mancozeb (Fig. 8.5F) y difenoconazol (Fig.
8.5G) mantuvieron un porcentaje de control constante hasta los 21 dias del
tratamiento, momento a partir del cual comenz6 a bajar suavemente. Sin
embargo, en el experimento de 2004, difenoconazol mostré un descenso muy
acentuado a partir de los 14 dias y mancozeb a partir de los 21 dias.

Iprodiona (Fig. 8.5H) mostr6 un descenso significativo de tipo lineal en
2004. EIl valor absoluto de la pendiente fue de 3,7 y el porcentaje de control
estimado a los 28 dias del tratamiento fue inferior al 20%. En 2005, el nivel de
control se mantuvo constante hasta los 21 dias del tratamiento, mostrando a partir
de ahi un descenso muy acentuado.

Famoxadona (Fig. 8.51) y piraclostrobin (Fig. 8.5J) mostraron un
comportamiento similar. En 2004, la eficacia bajo drasticamente a partir de los
14 dias, obteniendo un porcentaje de control estimado a los 28 dias de 4,3% para
famoxadona y 0,37% para piraclostrobin. En 2005, ambos fungicidas mostraron
un descenso significativo de tipo linear, con un porcentaje de control estimado a
los 28 dias del 50-60%.
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Figura 8.1: Valores de temperatura media diaria y lluvia registrados durante los
experimentos de 2004, 2005 y 2006.
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Figura 8.2: Valores de humedad relativa media diaria registrados durante los
experimentos de 2004, 2005 y 2006.
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Figura 8.3: Horas de agua libre semanales registradas durante los experimentos
de 2004, 2005 y 2006.
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Figura 8.4: Evolucion del didmetro del fruto durante los experimentos de 2004 y
20065.
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Tabla 8.3: Evolucion de los valores de severidad y porcentaje de control en frutos de Fortune tratados con fungicidas
protectivos y penetrantes. Experimento de 2004.

fas 14 dias 21 dias 28 dias
Tratamiento Severidad Control Severidad Control Severidad Control Severidad Control
(0-2)* (%) (0-2) (%) (0-2) (%) (0-2) (%)

Caldo bordelés Ec 0,03 +0,03 97,79 + 2,23 0,07 +0,04 94,27 +3,12 0,16 +0,13 88,70 + 9,26 0,51+0,12 45,05+ 2,77
Oxicl. cobre WP® (1) 0114013  9248+941 003+002 97,92+170 028+012 8043+856 063+013 31,76+367
Oxicl. cobre SC* (1) 008+004  9469+289 011+004 9115+313 029+014 7957+998 031+010  6622+114
Oxido cuproso (1) 005+005  9646+354 011+007 9115548 031+023 7870£590 0,16+0,06 8243 +643
Hidroxido cprico (1) 006+0,06  9602+392 005+004 9583+295 014+009 9000+609 055+015 40,54 + 6,22
Mancozeb (1,87) 016+008  8894+567 019+019 9167+625 045+017 6870+1,62 094+023  946+11,14
Iprodiona (0,75) 003+003  9779+223 048+029 5990+4,14 046+017  7,83+184  089+016  878+7,44
Difenoconazol (0,8) 016+009  8850+654 023+005 8125+417 083+015 4261+072 086+007  7,21+7,80
Famoxadona (0,1) 017+011  8805+79  019+003 8438+269 081+005 4391+359 092+009  405+4,68
Piraclostrobin (0,1) 008+005 9425+335 018+006 8490+462 096+018 3348+225 098+007  0,68+1.35
Testigo 1,41 +0,11 1,20 0,18 1,44 +0,22 0,93 +0,20

a
b

c g de materia activa/l.

WP, polvo mojable; SC, suspension concentrada.

Promedio y desviacion estandar de cuatro repeticiones. 0, ausencia de necrosis; 1, de 1 a 5 lesiones necréticas; 2, mas de 5 lesiones necréticas, coalescencia de lesiones.
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Figura 8.5: Evolucion del porcentaje de control de la enfermedad en frutos de Fortune tratados con
fungicidas protectivos y penetrantes. Linea continua para el experimento de 2004 y linea de puntos para
2005. Valores promedio y desviacion estandar de cuatro repeticiones. (ns = no significativo; * = P< 0,05;

** = P< 0,01).
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Experimentos de reduccién de dosis de cobre

La temperatura media diaria durante el transcurso de los experimentos fue de
23,9 £ 1,3°C en 2005 y 24,06 + 1,55°C en 2006. En 2005 no se registré ninguna
lluvia y en 2006 se registraron 2,4 mm de lluvia durante los siete primeros dias
del experimento (Fig. 8.1). La humedad media diaria fue de 71,9% + 11,2 en
2005y 62,4% + 13,1 en 2006 (Fig 8.2). Se registraron un total de 258 horas de
agua libre en 2005 y 235 horas en 2006 (Fig. 8.3). El crecimiento de los frutos
desde junio hasta diciembre de 2006 ajust6 a un polinomio de segundo orden. La
pendiente de primer grado fue de 0,47 mm/dia para Fortune y 0,41 mm/dia para
Nova. El factor cuadratico fue negativo, con un valor absoluto de 0,0008 en
ambos casos (Fig. 8.6).

La severidad obtenida en los frutos sin tratar oscilo entre 1,22 + 0,292 1,79 +
0,11 en 2005, y 0,90 £ 0,09 a 1,56 £ 0,15 en 2006 (Tablas 8.5 y 8.6). Todos los
tratamientos mostraron valores de severidad significativamente menores que el
testigo en las cuatro evaluaciones segun el test y* (P<0,05).

Los porcentajes de control obtenidos en el experimento de 2005 fueron
superiores al 80% en todos los casos, excepto en la ultima evaluacion con 6xido
cuproso a la dosis de 0,5 g ma/l, que fue del 73,7%. En el experimento de 2006,
los porcentajes de control oscilaron entre 84 y 97,7% en la primera evaluacion,
71,7 y 90,1% en la segunda evaluacion, 59,3 y 85,4% en la tercera evaluacion y
52,3y 79,8% en la cuarta evaluacion.

En el experimento de 2005 (Tabla 8.7), la dosis sélo tuvo un efecto
significativo (P<0,01) en la evaluacion realizada a los 28 dias de la aplicacion. La
dosis de 0,5 g ma/l resultd en valores de severidad mayores que la dosis de 1 g
ma/l. En la evaluacion de los siete dias, Oxido cuproso mostré valores de
severidad significativamente mayores que oxicloruro de cobre SC. En la
evaluacion de los 14 dias no se detectaron diferencias. Caldo bordelés mostrd los
valores de severidad méas bajos en las evaluaciones realizadas a los 21 y 28 dias.
La interaccion solo fue significativa (P<0,01) en las evaluaciones de los 7 y 28
dias. En la primera evaluacion, caldo bordelés mostro valores de severidad méas
altos con la dosis de 0,5 g ma/l, mientras que los otros dos compuestos ensayados
presentaron valores similares con ambas dosificaciones. En la Gltima evaluacion
se dio el mismo caso con 6xido cuproso (Tabla 8.5).
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Figura 8.6: Evolucién del didmetro del fruto desde el 2 de junio al 13 de
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anterior).

112

Z1-6T +



‘31qeflow oAjod = AN ‘epesIuadu0d ugisuadsns = JS
"SAUOISa| 9P BIOUSISA[L0I ‘SII10I03U SBUOIS3| G 9P SBW ‘Z ‘SeI110I09U SAUOISS] G B T 9p ‘T SIS0408U ap BIouUasne ‘( ‘sauoionadal sal) ap Jepuelse UgIoeIASap A o1pawiold e

q

TT'0F6LT YZ'0FSLT 62'0F22'T 600 F £7'T obnsa |
1's6 10'0 ¥80'0 8'8 ¥0'0 F£2°0 G's6 10'0 900 106 GO'0 F¥T'0 1 M 0soidno
L'l GZ'0F V'O 1's8 90'0 ¥ 52'0 G'86 20'0 ¥ 20'0 106 GO'0 F¥T'0 G0 opIXQ
L'v6 80'0 ¥ 0T'0 6'L6 Z0'0 ¥ ¥0'0 G'G6 G0'0 ¥ 90°0 8'86 T0'0 ¥ 200 1 M S31opIog
€16 IT'0F9T'0 8'96 L0'0F90'0 7'c6 £0'0 ¥ 80'0 €'v8 2207 €2'0 G0 op[ed
€08 60'0 F €0 6 €0'0F9T'0 z'c6 0T'0 ¥ 800 876 ¥0'0 ¥ 80'0 1 05 21000 3p
78 60'0 ¥ 82°0 8'S6 ¥0'0 ¥ L0°0 16 €0°'0 ¥ ¥0'0 L'16 T0'0 ¥ £0'0 G0 0INJOJIIXO

(%) (z-0) (%) (z-0) (%) (z-0) (%) (2-0)

jonuo)d pepIianas [e¥318[s}g) pepLianas 1043U0D peplianas jonuo)d peplianas (1yew B) 6
51500 epioIbuny
se|p 8z seip 1¢ selp ¥T seip L

$0)sandwod U0D SOpeRI] 3UNLI0- ap SOINJ) U [041u0d ap alejusdiod A peplianas ap SaIOeA SO| ap UQIdON|OAT :G'§ Bjqel

'GO0Z ap owuawiiadx3 'j/ew b6 T A g'0 ap sIsop se| e sodLidno

113



Tabla 8.6: Evolucion de los valores de severidad y porcentaje de control en frutos de Fortune tratados con compuestos
cUpricos a las dosis de 0,5y 1 g ma/l. Experimento de 2006.

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
. Dosis
Fungicida . . . .
(g ma/l) Severidad Control Severidad Control Severidad Control Severidad Control
(0-2)° (%) (0-2) (%) (0-2) (%) (0-2) (%)
Oxicloruro 05 0,25 + 0,25 84 0,18 + 0,09 79,7 0,45 + 0,18 69,1 0,30 + 0,07 71,6
b
de cobre SC 1 0,15+ 0,02 90,1 0,15+ 0,14 82,9 0,60 + 0,26 59,3 0,36+ 0,14 653
Oxicloruro 05 0,23+0,10 853 0,25+ 0,03 724 0,30 +0,18 797 0,50+ 0,16 523
b
de cobre WG 1 0,15 +0,15 90,3 0,14 + 0,04 84,2 0,36 + 0,22 75,7 0,25 + 0,09 76,3
Caldo 05 0,05+ 0,04 96,5 0,21+0,08 76,5 0,36 0,32 752 0,26 +0,18 751
. b
Bordelés WP 1 0,14 + 0,07 908 0,26 + 0,17 717 0,21 + 0,09 85,4 0,26 + 0,14 75.1
Caldo 05 0,04 +0,05 97,3 0,15 +0,13 83,2 0,24 + 0,14 83,7 0,21 + 0,00 79.8
Bordelés W
ordeles WG 0,04 + 0,04 97,7 0,09 + 0,06 90,1 0,32+ 0,20 78,4 0,26+ 0,23 75,1
Testigo 1,56 + 0,15 0,90 + 0,09 1,46 + 0,22 1,05 + 0,09

& Promedio y desviacion estandar de tres repeticiones. 0, ausencia de necrosis; 1, de 1 a 5 lesiones necréticas; 2, mas de 5 lesiones necroticas, coalescencia de lesiones.
b L . .
SC = suspension concentrada; WG = granulado dispersable en agua; WP = polvo mojable.
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Tabla 8.7: Efecto de los compuestos clpricos y la dosis en la severidad de la
enfermedad en frutos de Fortune para cada fecha de evaluacion. Exp. 2005.

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

P-Value @

Producto 0,0515 0,2495 < 0,0001 0,0002

Dosis 0,1176 0,2076 0,6672 0,0002

Producto x dosis < 0,0001 0,1730 0,2112 < 0,0001
Severidad (0-2) °

Dosis 0,5 g ma/l 0,13 a 0,05a 0,13 a 0,30 b

Dosis 1 g ma/l 0,08 a 0,06 a 0,14 a 0,17 a

Oxicloruro de cobre SC° 0,05 a 0,06 a 0,12b 0,32b

C}aldo Bordelés WP*® 0,12 ab 0,07 a 0,05a 0,13 a

Oxido cuproso WP 0,14 b 0,04 a 0,24 c 0,27 a

& Modelo lineal generalizado (multinomial/cumulative logit).

Promedio de tres repeticiones. 0, ausencia de necrosis; 1, de 1 a 5 lesiones necréticas; 2, mas de 5
lesiones necréticas, coalescencia de lesiones. Contraste de medias con * (P<0,05).

“sc= suspension concentrada; WP = polvo mojable.

Tabla 8.8: Efecto de los compuestos cupricos y la dosis en la severidad de la
enfermedad en frutos de Fortune para cada fecha de evaluacion. Exp. 2006.

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

P-value ?
Producto 0,0005 0,0791 < 0,0001 0,0859
Dosis 0,9455 0,1159 0,2581 0,3906
Producto x dosis 0,0692 0,1892 0,1785 0,0796
Severidad (0-2) °
Dosis 0,5 g ma/l 0,14 a 0,20 a 0,34 a 0,32 a
Dosis 1 g ma/l 0,12 a 0,16 a 0,37a 0,28a
Oxicloruro de cobre SC° 0,20c 0,17 ab 0,52b 0,33 ab
Oxicloruro de cobre WG® 0,19 bc 0,20 ab 0,33 a 0,37b
Caldo Bordelés WP*® 0,10 ab 0,23 Db 0,29 a 0,26 ab
Caldo Bordelés WG 0,04 a 0,12 a 0,28 a 0,24 a

 Modelo lineal generalizado (multinomial/cumulative logit).

Promedio de tres repeticiones. 0, ausencia de necrosis; 1, de 1 a 5 lesiones necrdticas; 2, mas de 5
lesiones necréticas, coalescencia de lesiones. Contraste de medias con y* (P<0,05).

“sc= suspension concentrada; WG = granulado dispersable en agua; WP = polvo mojable.
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En el experimento de 2006 (Tabla 8.8), la dosis no tuvo un efecto
significativo en ninguna de las cuatro evaluaciones. En la primera, caldo bordelés
en sus dos formulaciones mostr los valores de severidad méas bajos. En la
segunda evaluacion, la formulacion de granulos dispersables (WG) mostro
valores de severidad inferiores a la de polvo mojable (WP). En la evaluacién de
los 21 dias, oxicloruro de cobre mostré6 unos valores de severidad
significativamente mayores que el resto de compuestos ensayados. En la
evaluacion realizada a los 28 dias, caldo bordelés WG mostr6 valores de
severidad significativamente menores que oxicloruro de cobre WG. La
interaccion no fue significativa en ninguna de las cuatro evaluaciones.

8.4.- Discusion

En el experimento con fungicidas protectivos y penetrantes de 2004, la
mayoria de los productos presentaron una pérdida de eficacia acentuada entre los
21 y 28 dias tras su aplicaciéon. Durante esa semana se registraron 71 mm de
lluvia, lo cual podria explicar ese descenso. No obstante, esto contrasta con los
resultados obtenidos en los experimentos de lluvia artificial, donde los fungicidas
mostraron una gran resistencia al lavado.

En el experimento con el simulador, la lluvia se aplicé tan sélo un dia
después que los fungicidas. Sin embargo, en el experimento de campo la primera
lluvia se registr6 a los 22 dias del tratamiento. Durante este periodo, el depdsito
de fungicida podria haberse degradado por otros factores, por lo que en el
momento de las lluvias su resistencia al lavado seria menor.

Por otra parte, aunque la lluvia artificial se ajustd a las caracteristicas de las
precipitaciones habituales en el levante peninsular (Anénimo, 2003), las
tormentas de verano en esta zona suelen ir acompafiadas de vientos de fuerza
considerable. No se tomaron datos de la velocidad del viento en la parcela
experimental, pero el observatorio meteoroldgico del aeropuerto de Manises
(Valencia) situado a 11 km, registr6 un promedio de velocidades maximas del
viento durante los dias de lluvia de 50,8 + 14,9 km/h. Para una misma
pluviometria, el efecto combinado del viento y la lluvia en campo podria haber
causado un mayor efecto erosivo sobre los depdésitos de fungicida que la lluvia
aplicada en el simulador.
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La composicion quimica de la lluvia se ha sefialado también como un factor
potencialmente influyente en el lavado de los fungicidas. En este sentido, las
diferencias de pH entre la lluvia natural y artificial podrian haber afectado
también a los resultados (van Bruggen et al., 1986; 1988).

Los datos de crecimiento del fruto obtenidos desde junio a diciembre de 2006
ajustaron a un polinomio de segundo grado, en el que la tasa de crecimiento se va
reduciendo progresivamente por el efecto del factor cuadratico. Este modelo
difiere de la curva sigmoidal que define las tres fases del desarrollo de los frutos
citricos (Bain, 1958). No obstante, nuestro estudio no abarco6 todo el periodo de
permanencia del fruto en el arbol, por lo que el ajuste s6lo hace referencia al
intervalo de datos analizado. Por otra parte, la frecuencia con la que se realizo el
muestreo pudo influir también en el ajuste del modelo.

Los frutos incrementaron su didmetro en un 16% durante las tres ultimas
semanas del experimento de 2004. Durante las cuatro semanas de los
experimentos de 2005 y 2006, los incrementos fueron de un 28% y 21%
respectivamente. En general, estos valores no son muy elevados, por lo que no se
cree que afectaran de forma determinante a la eficacia de los fungicidas. No
obstante, el incremento relativo de tamafio es considerablemente mayor en el
caso de los frutos pequefios, por lo que la dilucion de los depoésitos de fungicida
podria ser mayor durante sus primeros meses de desarrollo.

En estudios llevados a cabo en Florida sobre la melanosis causada por D.
citri, el crecimiento de los frutos de pomelo se mostré como el factor mas
influyente en la pérdida de eficacia de los compuestos cupricos (Albrigo et al.,
1997; Timmer et al., 1998b; Albrigo et al., 2005). No obstante, el pomelo
alcanza tamarfios mayores que las mandarinas, por lo que su tasa de crecimiento
es mas alta. Por otra parte, la mayor acumulacién de calor anual en Florida
induce también un crecimiento mas rapido de los frutos (Davies y Albrigo,
1994).

Oxido cuproso y oxicloruro de cobre SC presentaron un efecto residual muy
prolongado en ambos experimentos. Sin embargo, el resto de compuestos
clpricos ensayados mostraron un descenso muy acentuado del porcentaje de
control después de las lluvias registradas en 2004. En estos experimentos, todos
los cobres se aplicaron a la misma dosis (1 g ma/l), por lo que las diferencias sélo
son atribuibles al tipo de compuesto y a su formulacion.

La formulacidn liquida de oxicloruro de cobre (SC) presenté un mayor efecto
residual que la formulacion en forma de polvo mojable (WP). EI mejor
comportamiento de las formulaciones liquidas se ha citado también en otros

117



Capitulo 8

fungicidas protectivos (van Bruggen et al., 1986; Kudsk et al., 1991). Al parecer,
esto se debe a su menor tamafio de particula y algunos componentes especificos
de su formulacién. Sin embargo, en estudios realizados en Florida, los
formulados liquidos de cobre se mostraron menos eficaces que los formulados
solidos en el control de la melanosis en pomelo (Timmer y Zitko, 1996). Por otra
parte, Oxido cuproso formulado como polvo mojable presenté en nuestros
experimentos una accion residual excelente. Aunque en otros paises se han citado
problemas de fitotoxicidad con el uso de los cobres (Albrigo et al., 1997; Schutte
et al., 1997), no hemos detectado este tipo de problemas en ninguno de nuestros
estudios.

La duracion del efecto protectivo de mancozeb no fue superior a la de los
compuestos cupricos en ninguno de los dos experimentos. Durante la semana de
lluvias de 2004, el porcentaje de control se redujo un 60%. Esto coincide con los
resultados obtenidos por Suheri y Latin (1991), que demostraron la escasa
tenacidad de este producto en hojas de meldn bajo condiciones de humectacion.
Mancozeb es uno de los productos recomendados para el control de la
enfermedad en Sudafrica. Se utiliza principalmente durante las épocas calurosas,
que es cuando los cobres pueden causar problemas de fitotoxicidad (Schutte y
Beeton, 1994; Swart et al., 1998). Sin embargo, este producto no fue muy
efectivo en el control de la enfermedad en Brasil (Peres y Timmer, 2006). En
ensayos de campo realizados en nuestro pais, se consiguié reducir el porcentaje
de frutos afectados respecto al testigo en un 76% con la realizacion de ocho
aplicaciones anuales de mancozeb. Este nivel de control fue significativamente
menor que el 91-99% obtenido con la mezcla de piraclostrobin y boscalid
(Vilches-Martinez et al., 2004).

Difenoconazol, iprodiona, famoxadona y piraclostrobin mostraron en ambos
experimentos una menor accién residual que los compuestos cupricos y
mancozeb. Este resultado es cuanto menos sorprendente, ya que las
dicarboximidas, los Qol vy los triazoles son fungicidas a los que se le atribuye
accion translaminar. Una vez aplicados, penetran en la cuticula y la epidermis,
por lo que estan menos expuestos a la meteorizacién (Evans, 1977; Dahmen y
Staub, 1992; Adaskaveg y Ogawa, 1994; Andrieu et al., 2000). Sin embargo, la
rapida accién de la toxina que producen los conidios de A. alternata durante su
germinacion, hace que el control de la mancha marrén esté basado
principalmente en el efecto antigerminante de los depdsitos externos de
fungicida. Quizés los fungicidas translaminares quedan localizados en zonas
demasiado internas, o puede también que sus depdsitos externos sean menos
resistentes a la meteorizacién que los de los fungicidas estrictamente protectivos.
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A diferencia de los fungicidas protectivos, la lluvia no parece explicar el
descenso de eficacia registrado con los fungicidas penetrantes. En 2004, el
porcentaje de control obtenido con estos productos comenz6 a descender a partir
de los 14 dias tras su aplicacion, justo una semana antes que se registraran las
[luvias. Durante la segunda semana del experimento de 2004 sélo se registraron
20 horas de agua libre y una humedad relativa media del 58%, respecto a las 68
horas y 70% que se registraron en 2005. El tiempo més seco y soleado durante
esa semana en 2004, podria haber incrementado la volatilizacién y la
fotodegradacion de los fungicidas. En cualquier caso, para confirmar esta
hipotesis seria necesario realizar nuevos estudios donde se cuantificara la
dindmica que sigue la concentracion de los fungicidas sobre los frutos. Por otra
parte, el escaso grosor y elevada permeabilidad de la cuticula caracteristicos del
fruto de Fortune (Vercher et al., 1994), podria haber influido también en el
menor efecto residual obtenido con los fungicidas penetrantes.

La préctica habitual en nuestras zonas citricolas para el control de la mancha
marrdn es aplicar cobres 0 mancozeb cada 10-15 dias durante los periodos de
condiciones favorables para la infeccién. Sobre la base de nuestros resultados,
proponemos sustituir ese intervalo por otro de 21-28 dias, aplicando
principalmente compuestos cupricos como oxicloruro de cobre SC y 6xido
cuproso. Si fuera necesario tratar durante el mes de junio, el intervalo entre
aplicaciones deberia ser algo menor para contrarrestar el efecto del crecimiento
del fruto. Los tratamientos realizados con anterioridad a esta fecha entrarian
dentro del programa de control de las infecciones foliares en primavera. Sélo se
consideraria lavado del fungicida cuando se dieran lluvias muy intensas o
acompafiadas de vientos fuertes. Con esta estrategia, podrian ahorrase casi la
mitad de las aplicaciones que se realizan actualmente para la proteccion de
frutos.

Para el control de la mancha marrén en Sudéfrica, Israel y Florida se han
utilizado dosis de cobre de 0,9-1,36 g ma/l (Schutte y Beeton, 1994; Solel et al.,
1997; Swart et al., 1998; Bhatia et al., 2003). Estas dosis estan dentro del rango
utilizado para el control de otros patégenos fangicos de los citricos, como D. citri
y Guignardia citricarpa Kiely, donde se aplican 0,8-1,04 g ma/l (Schutte et al.,
1997; Timmer et al., 1998b; Reis et al., 2003). Sin embargo, en Brasil se han
obtenido buenos niveles de control de la mancha marrén con dosis de cobre mas
bajas, llegando incluso a los 0,35 g ma/l (Peres y Timmer, 2006).
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En estudios realizados en Florida sobre melanosis, se ha determinado
experimentalmente la relacion entre la dosis de cobre y su eficacia. Se considera
que la germinacién de las esporas de la mayoria de los hongos y bacterias
fitopatdgenas queda inhibida en presencia de concentraciones de cobre de 1-2
mg/l (Menkissoglu y Lindow, 1991). Por otra parte, se ha comprobado que 0,5
Hg/cm? de cobre en la superficie de los frutos proporcionan una concentracion de
6 mg/l. El modelo CuSSRS (Copper Spray Scheduling Recommendation System)
tiene en cuenta el efecto del crecimiento del fruto y la lluvia sobre los depdsitos
de cobre, programando las aplicaciones para mantener una concentracion de
0,25-0,35 pg/cm? durante los periodos de infeccion. Las dosis de aplicacion se
sitian entre 1,26 y 1,91 g ma/l, con intervalos de aplicacion de unos 21 dias. No
obstante, estas dosis pueden reducirse hasta 0,48 g ma/l cuando las aplicaciones
son mas frecuentes y no se registran lluvias importantes (Timmer et al., 1998;
Albrigo et al., 2005).

En Espafia, los compuestos clpricos tienen registrado un intervalo de dosis
para su uso en citricos de 0,4-1 g ma/l (Lifian, 2007). Por analogia a los datos de
otros paises, generalmente se recomienda aplicar a una dosis de 1 g ma/l (~2,5kg
ma/ha). Con una media de 6-7 tratamientos por campafa, esto supone unos 15-
17,5 kg ma/ha anuales. Estos valores quedan muy lejos del objetivo de reducir
hasta los 6 kg ma/ha anuales en agricultura ecoldgica. Por otra parte, los registros
en agricultura convencional se van acercando cada vez mas a estas cantidades.

En nuestros experimentos, la reduccion de 1 g ma/l a 0,5 g ma/l no afect6 de
forma importante a la eficacia protectiva de los compuestos ensayados. Sélo se
detectd un efecto significativo de la dosis en el experimento de 2005 a los 28 dias
de la aplicacién, debido al mayor valor de severidad registrado con éxido
cuproso a la dosis de 0,5 g ma/l. Aunque el anélisis estadistico no mostré un
efecto significativo de la dosis en 2006, oxicloruro de cobre WG a 0,5 g ma/l
presentd también un valor de severidad sensiblemente mayor a los 28 dias.

En el experimento de 2005 no se registraron lluvias y en el de 2006 sélo
llovieron 2,4 mm durante la primera semana. Bajo estas condiciones, los valores
de porcentaje de control obtenidos en ambos experimentos fueron en general
elevados. So6lo oxicloruro de cobre SC a los 21 y 28 dias y oxicloruro de cobre
WG a los 28 dias presentaron porcentajes de control inferiores al 70%. Estos
resultados confirman la excelente accién residual obtenida con los compuestos
cUpricos en ausencia de lluvia. En el estudio de lluvia artificial (apdo 7.3), caldo
bordelés WG, O6xido cuproso WG y oxicloruro de cobre SC mostraron una
elevada resistencia al lavado, independientemente de la dosis aplicada (0,5 g ma/I
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y 1 g ma/l). Sin embargo, debido al mayor efecto erosivo de la lluvia natural,
serian necesarios nuevos experimentos de campo para determinar la resistencia al
lavado de la dosis de 0,5 g ma/I.

El uso de la dosis de 0,5 g ma/l permitiria reducir a la mitad la cantidad de
cobre aplicada en campo. No obstante, otro factor que influye notablemente en la
cantidad de cobre es el volumen de caldo de pulverizacion. Nuestros resultados
indican que con una buena cobertura, la dosis de 0,5 g ma/l seria suficiente para
proteger los frutos durante 28 dias en ausencia de lluvias. No obstante, las
coberturas que se consiguen con los equipos de aplicacion convencionales suelen
ser menores (Juste et al., 1990). La relacion entre el volumen de caldo y la
distribucion de los fungicidas en el arbol depende de varios factores relativos al
equipo de pulverizacion y la plantacion. Estos factores deben de estudiarse
particularmente en cada enfermedad para ajustar adecuadamente los pardmetros
de la aplicaciéon (Matthews, 2000).

Estudios realizados en Florida indican que la mé&xima cantidad de caldo que
puede sostener una plantacién de pomelos adultos es 2.338 I/ha. Todo lo que
sobrepase ese volumen, se escurre y va a parar al suelo. Habitualmente se aplican
1.169 I/ha, ya que se ha comprobado que la concentracion de cobre sobre los
frutos se estabiliza en 8-10 pg/cm? a partir de los 935 I/ha (Albrigo et al., 2005).
En estudios realizados en Israel sobre la mancha marron, las aplicaciones de
3.000 I/ha fueron en general eficaces. Sin embargo, las de 1.500 I/ha no
controlaron adecuadamente la enfermedad en algunos casos (Solel et al., 1997).
En Espafia suelen emplearse volimenes de 1.500 a 2.500 I/ha con pulverizacion
hidroneumaética, y de mas de 3.000 I/ha en pulverizacion hidraulica. No obstante,
estos valores se basan en trabajos realizados para la aplicacion de insecticidas
(Juste et al., 1990), no existiendo ningun estudio especifico sobre el control de la
mancha marron de las mandarinas.
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Capitulo 9

Capitulo 9.- Efecto del crecimiento foliar en la eficacia de los fungicidas

9.1.- Antecedentes

En el capitulo anterior se ha propuesto una estrategia para el control de la
mancha marrén en frutos de Fortune. Sin embargo, sus principios no tienen por
que ser aplicables para el control de las infecciones foliares en primavera. Las
hojas crecen muy réapido durante sus primeras fases de desarrollo, que es
precisamente cuando son mas susceptibles a la enfermedad. Independientemente
de su tenacidad, los depositos de fungicida pueden verse notablemente diluidos
por la accion del crecimiento foliar. Junto con la presencia de condiciones
ambientales favorables para la infeccidn, el efecto del crecimiento foliar sobre la
eficacia determinard en gran parte el disefio de los programas de aplicaciones
durante la primavera.

9.2.- Material y métodos

Se utilizaron plantones de mandarino Fortune de tres afios de edad injertados
sobre citrange Carrizo, que se mantuvieron en invernadero con una mezcla de
arena y turba (1:3) dentro de macetas de pléastico de 20 x 25 cm. Todas las
plantas se podaron por completo para forzar una brotacion uniforme. Se
seleccionaron tres brotes de cada planta que se marcaron en sus extremos con un
hilo acrilico, de forma que entre las dos marcas de cada brote quedaban 4-6
hojas.

Se trataron cuatro plantas con cada uno de los fungicidas indicados en la
tabla 9.1 a los 6, 4, 2 y 0 dias antes de la inoculacién. En el caso de caldo
bordelés WP y WG y oxicloruro de cobre WG, los fungicidas se aplicaron a los
7,4, 1y 0 dias antes de la inoculacion. La primera aplicacion se realiz6 cuando
las hojas tenian aproxidamente 2 cm de longitud. En cada uno de los momentos
de aplicacion se dejaron cuatro plantas sin tratar como testigo. Para la aplicacion
se utilizd un pulverizador manual de presién previa (GDM Professional. Di
Martino, IT) hasta alcanzar el punto de goteo (~0,07 I/planta).
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Tabla 9.1: Fungicidas y dosis incluidos en el experimento sobre el efecto del
crecimiento foliar en la eficacia.

. . a
Fungicida Materia activa R('g/:)efa Formulado® (5?;::'/')
Caldo Bordelés Vallés cobre (caldo bordelés) 20 WP 1
Bordo Micro cobre (caldo bordelés) 20 WG 1
Curenox cobre (oxicloruro de cobre) 50 WP 1
Curenox Micro cobre (oxicloruro de cobre) 50 WG 1
Curenox Flow cobre (oxicloruro de cobre) 70 SC 1
Hidrocobre Vallés cobre (hidroxido clprico) 50 WP 1,4
Dithane M45 mancozeb 80 WP 1,87
Famoxate famoxadona 50 WP 0,1
BAS 500-01-F piraclostrobin 24 EC 0,25

a . R L, .
Riqueza y dosis de los compuestos clpricos expresada como cobre metal.

EC, concentrado emulsionable; SC, suspensién concentrada; WP, polvo mojable; WG, granulado dispersable
en agua.

Se cuantificd el incremento de area foliar de las hojas que quedaban entre las
dos marcas de hilo, entre la aplicacion de los fungicidas y la inoculacion. El area
foliar se calculd asumiendo que las hojas tenian una forma eliptica mediante la
formula (Area = x x anchura/2 x longitud/2). La diferencia entre el area total de
los tres brotes medida antes de la inoculacién y el area total medida antes de la
aplicacion de los fungicidas se expresé como porcentaje de incremento respecto
al area del momento de aplicacion.

En la inoculacion se utiliz6 el aislado monospérico AF5199-2 de A.
alternata, obtenido de frutos de mandarina Fortune procedentes de Pilar de la
Horadada (Alicante). Se prepar6 una suspension de conidios a una concentracién
de 10° conidios/ml siguiendo el protocolo descrito en el apdo. 6.2. En el
momento de la inoculacién, las hojas presentaban una longitud de 3-5 cm. Los
brotes marcados se colocaron sobre una rejilla de plastico y se inocularon
pulverizando la suspensién de conidios.

Los brotes inoculados se colocaron inmediatamente en cdmara humeda, de
manera que la base del tallo quedd en contacto con el agua. Se incubaron durante
48 horas en oscuridad a 27°C, periodo tras el cual se evalud la severidad de los
dafios. Para ello se realizaron fotografias de las hojas que quedaban entre las dos
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marcas de hilo de cada brote con una cdmara digital (Nikon Coolpix 4500. Nikon
Corporation, Japén) a una resolucion de 300 ppi. El porcentaje de area foliar
afectada se obtuvo con el programa Assess (American Phytopathological Society.
St. Paul, MN, USA). El porcentaje de area foliar afectada de cada repeticion se
restd al porcentaje de area foliar afectada del testigo, calculando el porcentaje de
control [%Control=(100/area testigo)x(area testigo-area fungicida)].Los valores
obtenidos para cada fungicida se analizaron mediante regresion lineal con el
programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

9.3.- Resultados

En la tabla 9.2 aparecen los resultados de incremento de area foliar,
severidad y porcentaje de control obtenidos en el experimento. Los maximos
valores de incremento de &rea foliar oscilaron entre el 141,7% + 35,6 de
oxicloruro de cobre SC y 510,9% + 202,6 de mancozeb, presentando un
promedio del 312,4%. Los porcentajes de area foliar afectada obtenidos en los
tratamientos fungicidas fueron de 0-21,8%, con un promedio del 4,4%. Estos
valores fueron notablemente inferiores a los obtenidos en los testigos sin tratar,
que presentaron un promedio de area foliar afectada del 66,7%.

Los porcentajes de control promedio fueron en general superiores al 80%,
excepto en el caso de oxicloruro de cobre WP con las aplicaciones realizadas 4 y
6 dias antes de la inoculacién, que presentaron un 66,2% y 79,9% de control
respectivamente. Sélo hidréxido cuprico, caldo bordelés WG y oxicloruro de
cobre SC mostraron un descenso significativo del porcentaje de control respecto
al incremento de area foliar (Tabla 9.3). Sin embargo, el valor absoluto de las
pendientes fue muy pequefio, por lo que la reduccién del porcentaje de control
estimada por los modelos para un incremento de area foliar del 300% fue inferior
al 10% en los tres casos.
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Tabla 9.2: Valores de incremento de area foliar, severidad y porcentaje de
control obtenidos con los diferentes fungicidas y momentos de aplicacion.

. Incremento Area foliar
Fungicida . . afectada (%)° Control
y dosis Dias® _dearea ' i (%)
foliar (%)° Tratamientos Testigo 0Jb
Caldo bordelés 0 0 67,7+6,3 100
WP (1) 1 152+7,9 52+10,4 68,754 930%14,1
4 100,4 +£12,1 47+94 698+88 91,9+16,2
7 308,8+74,4 31+6,2 598+15 950+10,1
Caldo bordelés 0 0 74547 100
WG (1) 1 124+21 0 676+54 100
4 63,8+5,1 0 631+40 100
7 3725+ 3,6 26+3,7 665+56 96,4+5,1
Oxicl. cobre 0 0 68,8+11,3 100
WP (1) 2 104+7,1 105+46 658+8,7 84,3+5,6
4 63,1+ 33,1 21,8+123 658+9,0 66,2+20,6
6 327,1+138,0 134+133 668+71 799%211
Oxicl. cobre 0 0 69,4+10,2 100
WG (1) 1 88+25 0 695+35 100
4 189,5+101,1 5,7+6,6 640+106 90,3+11/4
7 366,1+ 74,2 35+7,0 638+59 947+105
Oxicl. cobre 0 0 72,7+6,8 100
SC® (1) 2 19,8+244 55+6,4 71,3+6,8 92,7+85
4 39,6 +6,5 98+6,4 654+33 85,3+8,8
6 141,7 + 35,6 11,1+50 69,1+33 839+7,2
Hidroxido 0 0 643+8,1 100
cuaprico (1,4) 2 21,9+42 0 69,1+8,.2 100
4 281,2 +£59,1 39+51 65465 943+78
6 241,7 +106,5 6,5+4,7 68,1+8,.2 90,5+6,5
Mancozeb 0 0 66,3+35 100
(1,87) 2 63,1 +15,4 3,1+35 696+90 95,745,0
4 210,4 + 66,5 0 636+96 100
6 510,9 + 202,6 0 641+43 100
Famoxadona 0 95+2,7 61,1+£93 84,2+5.2
0,1) 2 37,2+243 12,1+£131 652+80 821+176
4 83,8+ 34,0 58+48 605+5,1 90,4 +8,3
6 315,1 + 56,6 9,6+6,0 705%4,1 86,1+9,2
Piraclostrobin 0 0 676+93 100
(0,25) 2 38,6 +15,1 33%+6,7 62,1+48 942+11,6
4 112,8+22,5 48+35 70,6%6,7 93,1+5,0
6 228,2+61,3 2309 640+95 96,4+1,5

a
b

Dias transcurridos entre la aplicacién de los fungicidas y la inoculacion.
Promedio y desviacion estandar de cuatro repeticiones.

WP, polvo mojable; WG, granulado dispersable en agua; SC, suspension concentrada

g de materia activa/l.
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Tabla 9.3: Ecuaciones de regresion lineal obtenidas entre los valores de
porcentaje de control de la enfermedad en hojas de Fortune y el
incremento de area foliar para cada uno de los fungicidas ensayados.

Parametros de la regresion ?
g R? P-Value

Fungicida y dosis

bo by
Caldo bordelés WP® (1) 95,59 -0,0061 0,005 0,7900
Caldo bordelés WG® (1) 100,19 -0,0098 0,322 0,0218
Oxicloruro de cobre WP (1) 90,60 -0,0467 0,200 0,1080
Oxicloruro de cobre WG (1) 98,86 -0,0184 0,141 0,1518
Oxicloruro de cobre SC° (1) 96,39 -0,1053 0,448 0,0063
Hidroxido cuprico (1,4) 99,38 -0,0235 0,289 0,0314
Mancozeb (1,87) 98,35 0,0028 0,048 0,4110
Famoxadona (0,1) 85,38 0,0031 0,001 0,8866
Piraclostrobin (0,25) 96,65 -0,0076 0,013 0,6738

a y =bg + by-x (y, porcentaje de control; x, incremento de area foliar en tanto por cien)

Prueba t de Student para la constante y la pendiente. Prueba F de Fisher para el modelo.
¢ WP, polvo mojable; WG, granulado dispersable en agua; SC, suspensién concentrada.
d g de materia activa/l.

9.4.- Discusion

Mondal et al. (2007) han estudiado el efecto del crecimiento de las hojas de
mandarino Dancy en la eficacia de los fungicidas piraclostrobin, famoxadona e
hidroxido clprico. En un primer experimento, en el que el maximo crecimiento
foliar fue del 200%, todos los fungicidas ensayados mantuvieron un buen nivel
de control. Sin embargo, en un segundo experimento con crecimientos foliares de
hasta un 400%, hidréxido clprico y famoxadona redujeron notablemente su
eficacia ya con incrementos del 240-250%. Piraclostrobin se mantuvo estable con
incrementos foliares del 250%, pero su eficacia se redujo notablemente con
incrementos del 400%.

En nuestro experimento, el crecimento foliar apenas influyé sobre el efecto
protectivo de los fungicidas, a pesar de que se registraron incrementos superiores
al 300% en promedio. Mondal et al. (2007) utilizaron en sus experimentos
plantones de mandarina Dancy, que esta considerada como la variedad que
transmite la susceptibilidad a A. alternata. Una posible explicacion a las
diferencias entre ambos estudios seria la menor susceptibilidad de Fortune

128



Efecto del crecimiento foliar

respecto a la mandarina Dancy. No obstante, no existe ningin estudio
comparativo entre ambas variedades que permita confirmar este planteamiento.

Las técnicas de inoculacion utilizadas en los dos estudios también fueron
diferentes. En los experimentos de Mondal et al. (2007), los brotes se inocularon
directamente sobre los plantones, y la incubacion se realizé en invernadero. Sin
embargo, en nuestros experimentos los brotes se cortaron antes de su
inoculacion, incubandose posteriormente en camara himeda. Aunque el periodo
trascurrido entre la inoculacion y la evaluacion de los sintomas fue de tan sélo 48
horas, nuestra técnica implica asumir un cierto grado de senescencia en los
tejidos. Esto favoreceria la accion del patdégeno y reduciria la eficacia de los
fungicidas. Sin embargo, los niveles de control obtenidos para un mismo
incremento de &rea foliar fueron superiores en nuestro experimento.

Los fungicidas penetrantes tienen la capacidad de redistribuirse en la cuticula
y la epidermis después de su aplicacion mediante difusion lateral. Esta propiedad
hace que su eficacia dependa menos de la cobertura y sea menos sensible al
efecto del crecimiento de la hoja. En cambio, los fungicidas estrictamente
protectivos quedan localizados externamente sobre la superficie foliar, por lo que
su eficacia depende integramente de la cobertura (Evans, 1977). En nuestro
estudio no se detectaron diferencias de eficacia entre los fungicidas protectivos y
penetrantes. No obstante, el menor recubrimiento de las pulverizaciones de
campo respecto a las realizadas en condiciones experimentales, podria afectar al
comportamiento de los fungicidas protectivos frente al crecimiento foliar de las
hojas en condiciones reales de cultivo.

Respecto a las aplicaciones practicas de estos resultados, es importante
sefialar que nuestro estudio estd formado por un Unico experimento, siendo
necesaria al menos una nueva repeticion para que los datos sean concluyentes.
No obtante, nuestros resultados parecen indicar que un Unico tratamiento
fungicida podria ser suficiente para cubrir todo el periodo de susceptibilidad de la
hoja. En nuestras condiciones, la aparicion de nuevas hojas en arboles adultos es
casi continua desde desde febrero hasta mediados de abril (Garcia-Mari et al.,
2002). Al no haber recibido producto, todas las hojas jovenes surgidas después de
un tratamiento quedan expuestas a las infecciones. Esto obligaria a realizar
nuevas aplicaciones fungicidas a medida que aparezcan nuevos brotes, o que los
ya existentes emitan mas hojas. La aparicion de nuevas hojas podria ser un
criterio adicional a la hora de decidir cuando realizar las aplicaciones. Durante
los periodos de condiciones climaticas favorables, se podria cuantificar la
aparicion de nuevas hojas mediante marcado y conteo de brotes. De esta forma,
se realizarian nuevas aplicaciones cuando se detectara una cantidad significativa
de nuevas hojas sin tratar.
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Capitulo 10

Capitulo 10.- Discusién general

Se ha identificado por primera vez la presencia de la mancha marrén de las
mandarinas en Espafia (Vicent et al., 2000). Tras su primera deteccion en la
provincia de Valencia, la enfermedad se ha extendido en un periodo de tan solo
cuatro afios a la mayoria de las zonas citricolas peninsulares. Durante los siete
afios que durd la prospeccion, la enfermedad se ha detectado causando dafios de
gravedad sobre Fortune, Nova y Minneola, variedades todas ellas derivadas de la
mandarina Dancy.

Los sintomas caracteristicos de la enfermedad consistian en necrosis foliares,
acomparfiadas frecuentemente de defoliacion. En los frutos, se observaron
depresiones necroéticas y pustulaciones suberosas en el pericarpo. Aunque estas
lesiones no alcanzaban a los léculos, depreciaban completamente los frutos para
el mercado en fresco.

Los dos periodos méas propensos para la infeccion fueron la primavera y el
final del verano-otofio. No obstante, algunos afios se registraron también
infecciones en pleno verano. Las condiciones dptimas para la infeccion son de 20
a 27 °C, junto con més de 12 horas seguidas de agua liquida sobre la planta
(Canihos et al., 1999). En la mayoria de las zonas citricolas espafiolas, las
temperaturas son favorables para la infeccion desde finales de abril hasta octubre,
pero generalmente sélo se registran lluvias en primavera y finales de verano-
otofio. La presencia en algunos afios de rocios prolongados y/o tormentas durante
los meses centrales del verano, proporcionaria también el agua necesaria para la
infeccion.

Aungue se han descrito diversas morfoespecies como causantes de la mancha
marron de las mandarinas (Simmons, 1999a), sobre la base de nuestros resultados
y las referencias de otros autores (Peever et al.,, 2004), se ha optado por
considerar al agente causal de esta enfermedad como el patotipo de la especie A.
alternata que afecta a las mandarinas. Este patotipo se diferencia del resto de
cepas de A. alternata descritas en citricos por la produccion de una toxina ACT
especifica al hospedante (Timmer et al., 2003).

La aparicion de esta nueva enfermedad en Espafia podria deberse a una
introduccion a través de material vegetal importado o una mutaciéon en la
poblacién saprofita de A. alternata. Nishimura y Kohmoto (1983) fueron los
primeros en plantear la hipétesis de la generacion espontanea de los patotipos por
mutacion natural. Sin embargo, actualmente se sabe que la produccion de toxina
depende de un cromosoma condicionalmente prescindible y no de una mutacion
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puntual (Masunaka et al., 2000; 2005). Peever et al. (2002) relacionaron la
distribucién geogréafica de la enfermedad a nivel mundial con posibles
introducciones de material vegetal afectado. En el caso de Espafia, se sospecha
que el material vegetal empleado en la parcela donde se detectd la enfermedad
por primera vez procedia de una importacion ilegal, pero no existe ninguna
confirmacién oficial al respecto.

La répida expansion de la enfermedad en nuestro territorio seria el resultado
de una diseminacién por material vegetal desde el foco original de Valencia, o
una aparicion sucesiva de focos independientes en las diversas provincias
afectadas. No obstante, con los datos disponibles hasta la fecha no es posible
validar ninguna de estas hipotesis.

Debido a la gran importancia econdmica de los citricos en Espafia, se realiz6
un estudio de susceptibilidad varietal con objeto de valorar el impacto potencial
que podria tener esta nueva enfermedad sobre nuestra citricultura. Las variedades
de Clementina, Satsuma y limén se mostraron en general resistentes a la
inoculacion con Alternaria alternata. Las naranjas mostraron reacciones
intermedias. Los hibridos derivados de la mandarina Dancy, los pomelos y los
cultivares Murcott, Emperor, Encore y Kara-Kara fueron susceptibles. Estos
resultados coinciden con los publicados en otros paises (Kohmoto et al., 1991;
Solel y Kimchi, 1997; Elena, 2006). El tipo de metodologia empleada permite
considerar como resistentes a las variedades que no desarrollaron sintomas en la
inoculacion. Sin embargo, no es posible asegurar con rotundidad que las
variedades que se comportaron como susceptibles vayan a serlo también en
condiciones de campo.

Una vez que la enfermedad se establece en la parcela, la cantidad de in6culo
no se considera un factor limitante (Timmer et al., 1998a; 2000; Vicent et al.,
2002b), por lo que los periodos de infeccién quedan definidos por la presencia de
material vegetal susceptible y de condiciones ambientales favorables.

Respecto al material vegetal, las hojas s6lo son susceptibles a la mancha
marron durante sus primeras fases de desarrollo. La mayor parte de las
infecciones foliares se dan en primavera, ya que la produccién de brotes en
arboles adultos se concentra principalmente en esa época (Garcia-Mari et al.,
2002) y las condiciones climaticas suelen ser por lo general favorables para la
enfermedad.

Existen referencias que indican la aparicién de una resistencia ontogénica en
los frutos cuando alcanzan los 3-5 cm de didmetro (Whiteside, 1976). Sin
embargo, nuestros estudios demostraron que los frutos de Fortune permanecen
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susceptibles a la enfermedad durante todas sus fases de desarrollo. De hecho, a
finales de verano y otofio se detectaron infecciones graves en campo sobre frutos
de 6-7 cm.

Se intent6 aumentar la resistencia de los frutos mediante pulverizaciones de
fosetil-Al, urea y silicato de sodio. S6lo las aplicaciones secuenciales de fosetil-
Al mostraron una reduccidn significativa de la severidad de la enfermedad. No
obstante, no pudo determinarse si su efecto se debia a una induccién de la
resistencia o a un efecto directo sobre el patégeno. Serian necesarios también
mas estudios para valorar su potencial como medida de control de la enfermedad.

Aunque las medidas culturales que permiten mejorar la ventilacion y reducir
la humedad en las parcelas ayudan notablemente a reducir la severidad de la
enfermedad, el control econdmico de la mancha marrén de las mandarinas esta
basado en la aplicacion de fungicidas. Al igual que sucede en patosistemas
similares (Llorente y Montesinos, 2006), la aplicacion curativa de fungicidas no
es viable en el control de la mancha marrén de las mandarinas. Debido a la répida
accion de la toxina ACT, la aparicion de las necrosis en los tejidos es muy rapida,
y el periodo de incubacion es de tan sélo 16-36 horas (Pegg, 1966; Canihos et al.,
1999), lo que limita drasticamente la eficacia de las aplicaciones curativas. Por lo
tanto, el control de la mancha marrén con fungicidas ha de ser necesariamente
preventivo. Esto implica mantener una capa protectiva de fungicida sobre los
tejidos susceptibles durante los periodos de infeccion.

Debido a la prolongada susceptibilidad que presentan los frutos de Fortune
en nuestras condiciones, los periodos de infeccién estan determinados
fundamentalmente por las variables climéticas. Los periodos de condiciones
climéaticas favorables pueden pronosticarse con cierta antelacion mediante el
seguimiento de la temperatura, la lluvia y agua libre en las parcelas (Timmer et
al., 2000). Esto permite programar las aplicaciones fungicidas de forma que
cubran exclusivamente estos periodos, lo que supone un ahorro importante de
tratamientos en unos casos, y una mayor eficacia en otros (Bhatia et al., 2003;
Peres y Timmer, 2006). No obstante, durante los periodos de infeccidn la capa de
fungicida va perdiendo progresivamente su efecto protectivo debido a la accién
del crecimiento de los tejidos y a la meteorizacion por diversos factores
ambientales (Lukens, 1971). Esto obliga a reponerla periédicamente mediante
nuevas aplicaciones. Intervalos de aplicacion inferiores a la persistencia del
producto supondrian la realizacion de aplicaciones innecesarias. En cambio, si el
intervalo fuera superior a la persistencia, los érganos susceptibles quedarian
expuestos a las infecciones.
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La lluvia estd considerada como el principal factor atmosférico de
degradacion de los fungicidas, ya que provoca la disgregacién y el posterior
lavado de los depositos presentes sobre la planta. Sin embargo, en nuestros
ensayos de lluvia artificial los fungicidas presentaron en general una gran
resistencia al lavado. En los ensayos de campo, esta resistencia fue menor,
debido quizés a la accion conjunta de otros factores como el viento y al mayor
tiempo transcurrido desde la aplicacion.

La mayor duracion del efecto protectivo en campo se obtuvo con los
compuestos cupricos, especialmente 6xido cuproso y oxicloruro de cobre SC.
Estos productos mantuvieron buenos niveles de control en frutos de Fortune
incluso a los 28 dias de la aplicacion tras haberse registrado 71 mm de Iluvia. Los
fungicidas de tipo penetrante presentaron en general un menor efecto residual
que los de tipo protectivo.

A partir de estos resultados, se ha propuesto como estrategia para el control
de la enfermedad en frutos de Fortune la aplicacion durante los periodos de
infeccion de compuestos cupricos cada 21-28 dias. Sélo se consideraria lavado
del fungicida con lluvias muy intensas o acompafiadas de vientos fuertes. Si fuera
necesario tratar durante el mes de junio, seria recomendable adoptar intervalos
algo menores debido al mayor crecimiento relativo de los frutos.

Respecto al control de las infecciones foliares, aunque nuestros datos son
todavia preliminares, parece que el crecimiento de las hojas no afecta de forma
significativa a la eficacia de los fungicidas. La aparicion de nuevas hojas podria
ser un criterio Gtil para programar las aplicaciones durante los periodos de
infeccién en primavera.

Actualmente, el control de la mancha marrdn en Espafia estd basado
exclusivamente en el uso de cobres y mancozeb (Lifian, 2007). Debido a su perfil
toxicoldgico y a otras cuestiones de tipo comercial, es probable que mancozeb
sea retirado del mercado en un plazo de tiempo relativamente corto (Lentza-
Rizos, 1990). La previsible dependencia de los compuestos clpricos para el
control de la mancha marrén en Espafia, supondria un aumento notable de la
cantidad de cobre aplicada por hectarea. Esto podria crear problemas de tipo
ambiental (Alva et al., 1993), asi como también dificultaria el cumplimiento del
Reglamento 473/2002 de la Comisién Europea en materia de produccion
ecoldgica. En nuestro caso, la reduccion de 1 g ma/l a 0,5 g ma/l no tuvo en
general un efecto significativo sobre la eficacia de los compuestos clpricos en
frutos de Fortune. El uso de esta dosis reducida, junto con una optimizacién de
las técnicas de aplicacion, permitiria hacer uso mas racional de estos compuestos.
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Capitulo 11.- Conclusiones

Prospeccidn, sintomatologia e identificacion del agente causal

eLos sintomas observados en campo, junto con los resultados de los aislamientos
y las pruebas de patogenicidad, confirmaron la presencia en Espafia de la
mancha marron de las mandarinas causada por Alternaria alternata.

La enfermedad se ha detectado sobre las variedades Fortune, Nova y Minneola.
Su progresién en la peninsula ha sido muy rapida. Tras su aparicion en 1998 en
la provincia de Valencia, en 2002 se detectd en toda la Comunidad Valenciana,
Tarragona, Cadiz y Huelva, y en 2004 en Murcia.

Susceptibilidad varietal

eLas variedades de Clementina, Satsuma y limon se mostraron en general
resistentes a la inoculacion con Alternaria alternata. Las naranjas mostraron
reacciones intermedias. Los hibridos derivados de la mandarina Dancy, los
pomelos y los cultivares Murcott, Emperor, Encore y Kara-Kara fueron
susceptibles.

Evolucion de la susceptibilidad del fruto

*Aungue se obtuvo una relacion negativa entre la susceptibilidad a Alternaria
alternata y el diametro de los frutos de mandarina Fortune, no se detecté el
desarrollo de una resistencia completa de tipo ontogénico.

Induccidn de resistencia en frutos

eLas aplicaciones preventivas de fosetil-Al en frutos de Nova y Fortune
mostraron un nivel de control de la mancha marrén superior al 85%. Los
tratamientos con urea y silicato de sodio fueron ineficaces. Aunque en algunos
casos se detectaron incrementos en la dureza y el grosor de la corteza, no
pudieron relacionarse con una mayor resistencia a la enfermedad.
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Resistencia de los fungicidas al lavado por lluvia

«Los fungicidas aplicados sobre frutos y hojas de mandarino Fortune presentaron
en general una elevada resistencia al lavado por lluvia artificial. S6lo iprodiona
aplicada sobre frutos mostrd una relacién negativa de tipo exponencial entre la
eficacia y la pluviometria.

Persistencia de los fungicidas en frutos

eLos compuestos cupricos aplicados sobre frutos de Fortune mostraron una
persistencia mayor que el resto de fungicidas ensayados.

eLos fungicidas mostraron una menor resistencia al lavado por lluvia en
condiciones de campo. No obstante, éxido cuproso y oxicloruro de cobre SC
mantuvieron niveles de control elevados a los 28 dias de la aplicacion tras
registrarse una pluviometria de 71 mm.

eLa reduccion de 1 g ma/l a 0,5 g ma/l no tuvo en general un efecto significativo
sobre el efecto protectivo de los compuestos clpricos en frutos de Fortune.

Efecto del crecimiento foliar en la eficacia de los fungicidas

*Un crecimiento de las hojas de Fortune superior al 300% en promedio no afectd
negativamente a la eficacia de los fungicidas.
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