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RESUMEN

En las plantaciones de citricos en Panama se observan con frecuencia problemas
de enfermedades, sin embargo en la mayoria de los casos se desconoce su
etiologia. Por tal motivo, durante los afios 2010 a 2013 se prospectaron un total
de 85 parcelas de diversas especies de citricos en las principales zonas
productoras del pais. Se diagnostico la presencia de la mancha grasienta, causada
por Zasmidium citri-griseum, como la enfermedad fingica mas prevalente en los
citricos de Panama. Se identificaron por primera vez en Panamé también otros
patégenos flingicos causantes de enfermedades foliares y de frutos como
Diaporthe citri agente causal de la melanosis, Elsinoé fawcettii agente causal de
la rofia de los citricos, Colletotrichum acutatum agente causal de la caida
prematura de frutos y antracnosis.

Se caracteriz6 una coleccion de 42 aislados de Mycosphaerellaceae procedentes
de diferentes regiones productoras de citricos en Espafia, Marruecos, Ghana y
Panama. Los aislados se identificaron a nivel de especie a partir de sus
caracteristicas morfologicas, culturales, fisioldgicas (temperaturas), moleculares
(region ITS) y patogénicas. Se identifico la especie Amycosphaerella africana
asociada a la mancha grasienta de los citricos en Espafia y Marruecos y Z. citri-
griseum como agente causal de la mancha grasienta en Panama, estando asociada
también a la enfermedad en Ghana.

Los resultados del estudio epidemioldgico de la mancha grasienta en Panama
indicaron que la mayor defoliacion de los arboles de naranja ‘Valencia’ afectados
por la enfermedad se daba en la época seca, entre los meses de diciembre a abril.
En el estudio de la dindmica de la producciéon de inoculo en la hojarasca, la
descomposicion de las hojas se relaciond con las variables climaticas
precipitacion pluvial acumulada por semana (mm), dias con precipitacion pluvial
>] mm por semana (n°) y humedad relativa promedio por semana (%). En
relacion al numero de ascosporas liberadas de la hojarasca, el modelo resultante
lo relacioné con las variables climaticas dias hasta la descomposicion total de las
hojas, dias con precipitacion pluvial >1 mm por semana (n°), precipitacion
pluvial acumulada por semana (mm) y la temperatura promedio (°C). El
experimento de seguimiento del indculo en el aire, mostré que la mayor
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disponibilidad de indculo de Z. citri-griseum se da durante los meses de abril y
mayo, cuando se inicia la estacion de lluvias. De igual manera, la mayor
incidencia de la mancha grasienta en las plantas trampa coincidi6 con los meses
de mayor disponiblidad de inoculo. No obstante, se registraron infecciones
también durante otras épocas del afio.

En los ensayos de control se confirm¢ la eficacia del fungicida fenbuconazol, que
redujo significativamente la severidad de la mancha grasienta en pomelo y
naranja en Panama. Sin embargo, no se detectdo un efecto significativo de los
tratamientos sobre el peso de la cosecha de frutos.



RESUM

En les plantacions de citrics en Panama s'observen ben sovint problemes de
malalties, no obstant aixo en la majoria dels casos es desconeix la seua etiologia.
Per tal motiu, durant els anys 2010 al 2013 es visitaren un total de 85 parcel-les
de diverses especies de citrics en les principals zones productores del pais. Es
diagnostica la taca greixosa, causada per Zasmidium citri-griseum, com la
malaltia més ampliament distribuida en els citrics de Panama. Es van identificar
també per primera vegada en Panama altres patdogens flngics causants de
malalties foliars i de fruits com Diaporthe citri agent causal de la melanosi,
Elsinoé fawcettii agent causal de la ronya dels citrics, Colletotrichum acutatum
agent causal de la caiguda prematura de fruits i antracnosi.

Es va caracteritzar una col-leccio6 de 42 aillats de Mycosphaerellaceae procedents
de diferents regions productores de citrics a Espanya, Marroc, Ghana i Panama.
Els aillats es van identificar a nivell d'espécie a partir de les seues caracteristiques
morfologiques, culturals, fisiologiques (temperatures), moleculars (regié ITS) i
patogeniques. Es va identificar l'especie Amycosphaerella africana associada al
la taca greixosa dels citrics a Espanya 1 Marroc i Z. citri-griseum com a agent
causal de la taca greixosa en Panama, estant associada també a la malaltia a
Ghana.

El estudi epidemiologic de la taca greixosa en Panama, va mostrar que la major
defoliacio dels arbres de taronja ‘Valéncia' afectats per la malaltia va ocorrer en
I'época seca, entre els mesos de desembre a abril. En el estudi de la dindmica de
la produccio d'inocul en la fullaraca, el model resultant per als dies fins a la
descomposicié total del les fulles es relaciona amb les variables climatiques
precipitacié pluvial acumulada per setmana (mm), dies amb precipitacié pluvial
>1 mm per setmana (n°) i humitat relativa mitjana per setmana (%). En relacié a
les ascospores alliberades a partir de la fullaraca, el model resultant relaciona les
variables climatiques dies fins a la descomposicio total de les fulles, dies amb
precipitacié pluvial >1 mm per setmana (n°), precipitacio pluvial acumulada per
setmana (mm) i la temperatura mitjana (°C). D'altra banda, l'experiment de
seguiment de I'inocul en el aire, va mostrar que la major disponibilitat d'inocul de
Z. citri-griseum ocorregué durant els mesos d'abril i maig quan s'inicia 'estacio
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de pluges. De la mateixa manera, la major incidéncia de la taca greixosa en les
plantes trampa va coincidir amb els mesos de major disponibilitat d'inocul. No
obstant aixo, se van registrar infeccions també durant altres époques de l'any.

En els assajos de control es va confirmar I'eficacia del fungicida fenbuconazol,
que va reduir significativament la severitat de la taca greixosa en pomelo i
taronja en Panama. No obstant aixd, no es va detectar un efecte significatiu dels
tractaments sobre el pes de la collita de fruits.



ABSTRACT

Disease problems were frequently observed in citrus orchards in Panama, but in
most cases their aetiology is unknown. Between 2010 and 2013 a total of 85 plots
cultivated with different citrus species of citrus were surveyed in the main
production areas in Panama. Greasy spot, caused by the fungus Zasmidium citri-
griseum, was identified as the most prevalent citrus disease in the country. Other
fungal pathogens causing foliar and fruit diseases were also identified by the first
time in Panama: melanose caused by Diaporthe citri, postbloom fruit drop and
anthracnose caused by Colletotrichum acutatum, and scab caused by Elsinoé
Sfawcettii.

A collection of 42 isolates of Mycosphaerellaceae from different citrus-growing
regions in Spain, Morocco, Ghana and Panama were characterized. Strain were
identified based on morphological characteristics, growth at different
temperatures, ITS sequencing and pathogenicity on citrus plants. The species
Amycosphaerella africana was associated with greasy spot of citrus in Spain and
Morocco and Z. citri-griseum was identified as the causal agent of greasy spot in
Panama, being also associated with the disease in Ghana.

The study of greasy spot epidemiology in Panama showed that the greatest
defoliation in ‘Valencia’ sweet orange trees affected by the disease occurred
during the dry season between December and April. In the study of inoculum
dynamics in the leaf litter, the days until complete decomposition of the leaves
was related in the model with the accumulated rainfall per week (mm), days with
precipitation >1 mm per week (n°) and average relative humidity per week (%).
Ascospores released from the leaf litter were related with days until complete
decomposition of leaves, days with precipitation >1 mm per week (n°), weekly
cumulative rainfall (mm) and average temperature (°C). Furthermore, the
experiment of airborne inoculum showed that the highest levels of Z. citri-
griseum inoculum were recorded during April and May, coinciding with the
onset of the rainy season. Likewise, the highest values of greasy spot incidence in
trap plants were recorded during the months of higher inoculum availability.



Abstract

Disease control experiments confirmed the efficacy of the fungicide
fenbuconazole to reduce the severity of greasy spot in grapefruit and sweet
orange in Panama. However, harvested yield was not significantly affected by the
application of fungicide sprays.
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Capitulo 1
INTRODUCCION

1.1. Importancia de los citricos en Panama

La produccion de citricos en Panama ha adquirido una gran importancia en
los ultimos afios. En 2012 se reportaron 5.500 ha de citricos con una produccion
de 55.000 toneladas (FAO, 2012). Las principales zonas de produccion de
citricos se encuentran en las provincias de Chiriqui, Veraguas, Coclé y Panama
Oeste. Segun el Ministerio de Desarrollo Agropecuario de Panama (MIDA), del
total de las plantaciones existentes, el 77,3% se localiza en las provincias de
Coclé, Chiriqui y Veraguas donde se genera mas del 80% de la produccion
nacional (MIDA, 2015) (Fig. 1.1).

Figura 1.1: Mapa con la localizacion geografica de las principales zonas de produccion
de citricos en Panama.



CAPITULO 1

En Panama la produccion de citricos se desarrolla en suelos con topografia
variada que van desde parcelas relativamente planas a parcelas quebradas. Las
altitudes en que se cultivan citricos oscilan entre los 100 y 1.000 m. En la Fig.
1.2 se presenta la clasificacion taxonoémica de los suelos en Panama. Las
principales zonas de produccion de citricos se sitian dentro de los 6rdenes de
suelo ultisol, entisol, andisol y alfisol (IDIAP, 2015).
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Figura 1.2: Clasificacion taxonomica de los suelos en Panama.

Segun la clasificacion climatica de Koppén-Geiger el clima de Panama es de
tipo tropical, predominando en la gran mayoria de las regiones productoras de
citricos el clima tropical monzénico humedo (Am) (Fig. 1.3). Este clima se
caracteriza por una temperatura media mensual de todo el afio igual o superior a
18 °C, con una estacion seca corta seguida de una hiimeda acompafada por
fuertes lluvias en torno a los 2.500 mm (Peel ef al., 2007). En Panama, la época
de menor pluviometria se inicia a mediados del mes de diciembre y se extiende
hasta el mes de abril con precipitaciones pluviales méaximas de 100 mm
mensuales, mientras que la época lluviosa se inicia en mayo hasta el mes de
noviembre con precipitaciones pluviales promedio superiores a los 200 mm
mensuales. Por otro lado, las temperaturas presentan pocas fluctuaciones durante
todo del afio oscilando entre los 24-27 °C (Fig. 1.4).
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Figura 1.3: Mapa climatico Képpen-Geiger de Panama.

600 27
z
£ 400 2% O
g <
2 g
=9 3
g 5
3 5
=
'g 200 25 =
Ay

0 24

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul. Ago Sep Oct Nov Dic

Figura 1.4: Promedio mensual de las precipitaciones pluviales y temperaturas en Panama
(CCKP, 2015).



CAPITULO 1

En Panama la actividad citricola se desarrolla mediante dos sistemas de
cultivo: el sistema tradicional y el sistema de produccion comercial. El sistema
tradicional es el de pequenos huertos familiares, localizados en las provincias de
Veraguas (distrito de Santa Fé), Coclé (distritos de La Pintada, Penonomé y
Antdn), Herrera (Las Minas) Chiriqui y Panama Oeste. Estos huertos son los que
normalmente han abastecido el mercado nacional (IICA, 2009) y se distinguen
por estar compuestos de arboles propagados a partir de semilla y actualmente son
de edad avanzada en su mayoria (Fig. 1.5 A). En general, a estos arboles no se les
brinda ningiin manejo fitosanitario durante su etapa juvenil, ni tampoco en la
etapa de produccion, por lo que hay una elevada incidencia de enfermedades
aparentemente de origen fungico. El segundo sistema es el de produccion
comercial, que se desarrolla principalmente en las provincias de Chiriqui y Coclé
y recientemente también en Veraguas donde se han establecido nuevas parcelas
comerciales. Este sistema de produccidon se caracteriza por una planificacion
previa del cultivo, con especial énfasis en el manejo agrondmico y fitosanitario
de las plantaciones durante el ciclo juvenil y productivo para mejorar el
rendimiento y calidad de las cosechas (Fig. 1.5 By C).

Las especies de citricos mas importantes en Panama son la naranja (Citrus
sinensis Osbeck) (Fig. 1.5 D), lima Tahiti (C. latifolia Yu. Tanaka) (Fig. 1.5 E) y
los pomelos (C. paradisi Macf.) (Fig. 1.5 F) que se cultivan tanto a nivel de
parcelas comerciales como en huertos familiares. Algunas especies de citricos de
menor importancia en Panama son la mandarina (C. reticulata Blanco), lima
ranpur (C. limonia Osbeck) y limon (C. /limon (L.) Burm f.) que se cultivan
unicamente a nivel de huertos familiares. En conjunto, la especie de citricos con
mayor area de cultivo en Panama es la naranja con un 69% del total de la
superficie en produccion (INEC, 2015).

Dentro de las naranjas, el cultivar ‘Valencia’ es el de mayor aceptacion por
parte de los productores y consumidores. También se cultivan, aunque en menor
medida, otros cultivares de naranja como: ‘Washington Navel’, ‘Pinneaple’ y
‘Hamlin’ (IICA, 2009). Con respecto a los portainjertos los mas utilizados
son citrumelo Swingle (C. paradisi x Poncirus trifoliata L. Raf), C.
volkameriana Ten. & Pasq. y P. trifoliata.
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Figura 1.5: A) Arboles de naranja criollos de huertos familiares; B) y C) parcelas

comerciales de naranja ‘Valencia’; D) frutos de naranja ‘Valencia’; E) frutos de lima
Tahiti; F) frutos de pomelo ‘Star Ruby’.
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La produccion de citricos en Panamé se comercializa principalmente en el
mercado local para consumo en fresco, que se abastece principalmente de la
produccion de huertos familiares y de las parcelas comerciales. Por otro lado,
existe también una cierta demanda para la produccion de zumo y concentrados,
que se procesa en dos plantas ubicadas en las zonas citricolas de Chiriqui y Coclé
para el mercado local.

En relacion a las enfermedades que afectan a los citricos en Panama, es poca
la informacion disponible que describa cuales son los patégenos que estan
presentes. En el caso de las enfermedades virales se han descrito el Citrus tristeza
virus (CTV) y el Citrus leprosis virus (CiLV) como los principales virus que
afectan los citricos en el pais (MIDA, 2013). En relaciéon a las enfermedades
fungicas no hay informacion previa disponible que describa con exactitud cuales
son las que estan presentes en el pais. Se han descrito sintomas asociados a
enfermedades como la mancha grasienta de los citricos, gomosis, antracnosis y la
enfermedad rosa (Jaen, 2010), sin embargo los agentes causales de estos
sintomas no han sido confirmados.

En la actualidad, Panama cuenta con una norma de certificacion sanitaria de
citricos implementada a través del MIDA que define las directrices,
procedimientos y requisitos fitosanitarios para la introducciéon, produccion,
certificacion y distribucion de plantas de citricos en viveros, en todo el territorio
nacional (MIDA, 2013).

1.2. Enfermedades fungicas foliares de los citricos mas importantes a
nivel mundial

Son muchas las enfermedades fingicas que afectan a los frutos, hojas y
brotes de los citricos a nivel mundial. Algunas causan pérdidas considerables en
el rendimiento, mientras que otras afectan principalmente a la calidad externa de
los frutos, limitando su comercializacion para el consumo en fresco. En este
apartado se describen brevemente las enfermedades foliares mas importantes de
los citricos a nivel mundial a modo de preambulo de la prospeccion realizada en
Panama (Cap. 3).
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1.2.1. Caida prematura de los frutos

La caida prematura de los frutos o ‘postbloom fruit drop’ (PFD) esta
causada por el hongo Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds y se caracteriza
por provocar una disminucién sustancial de los rendimientos en las especies de
citricos susceptibles. La enfermedad ha sido reportada en paises de Sudamérica
como Brasil y Argentina; en América Central en Costa Rica y Belice; en algunas
islas del Caribe como Republica Dominicana y también en la peninsula
de Florida (EE.UU.) (Timmer ef al., 1994; Timmer, 2000b; Peres et al., 2005).
El PFD no ha sido citado todavia afectando a citricos fuera del continente
americano (Timmer et al., 2004).

Los primeros sintomas de PFD se observan en los pétalos a modo de
lesiones acuosas de color rosa a pardo, que posteriormente se vuelven de color
naranja. Los pétalos afectados se secan totalmente manteniéndose adheridos a la
inflorescencia (Timmer, 2000b). Los frutos jovenes afectados por PFD caen de
forma prematura, dejando el disco floral, caliz y pedunculo unidos al brote
(Timmer et al., 2004).

La principal fuente de indculo de C. acutatum son las flores infectadas,
donde el hongo se reproduce en forma de conidias que se diseminan mediante
salpicaduras de lluvia durante los periodos de floracion (Timmer, 2000b). Las
infecciones se ven favorecidas por las condiciones Optimas de temperatura de
entre 25-28 °C, con periodos de humectacion de entre 10-12 h (Timmer, 1999).
El periodo desde la infeccion hasta la manifestacion de los sintomas es de tan
solo 5-6 dias (Timmer ef al., 2004).

1.2.2. Mancha marron

La mancha marrén de las mandarinas o ‘Alternaria brown spot’ (ABS) es
una enfermedad causada por un patotipo de Alternaria alternata (Fr.) Keissl
(Bassimba et al., 2014). Los dafios de mancha marrén afectan principalmente a la
calidad externa de la fruta, aunque la caida de los frutos puede reducir también el
rendimiento de los arboles (Timmer et al., 2003b; Vicent et al, 2008). Los
sintomas de ABS se describieron por primera vez en 1903 sobre mandarina
‘Emperor’ en Australia (Pegg, 1966). Actualmente la enfermedad estd
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ampliamente distribuida en las principales areas citricolas del mundo. Su
distribucion geografica abarca zonas de clima subtropical himedo como Florida,
Colombia, Brasil, Argentina y regiones de clima arido y semi-arido como Israel,
Sudafrica, Turquia, Espafia (Timmer ef al., 2004).

Los sintomas de ABS se caracterizan por la presencia de necrosis en hojas,
brotes y la corteza de los frutos. 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 clordtico a su
alrededor y muchas de las hojas afectadas caen prematuramente. En casos de
infecciones muy graves, los brotes pueden incluso llegar a necrosarse por
completo (Vicent et al., 2008). En los frutos afectados aparecen excrecencias
suberosas y necrosis deprimidas de tamafio y forma variable. Aunque las lesiones
afectan unicamente a la parte externa del fruto, sin penetrar el interior de los
l6culos, la presencia de costras y necrosis deprecia por completo la fruta para su
comercializacion en fresco (Vicent et al., 2008).

La principal fuente de inoculo de este hongo son las hojas viejas sobre las
que se reproduce mediante conidias (Reis et al., 2006). La diseminacion de las
conidias se da principalmente mediante corrientes de aire y también por
salpicaduras de lluvia (Timmer et al., 1998). Las temperaturas Optimas para la
infeccion oscilan entre los 23-27 °C acompafiadas de periodos de humectacion
entre 12-36 h de duracion (Vicent et al., 2008). El tiempo de incubacion hasta la
manifestacion de los sintomas es extremadamente corto, de 1-2 dias (Timmer,
1999).

1.2.3. Rofnas o sarnas

Las ronas o sarnas de los citricos son un conjunto de enfermedades causadas
por diferentes especies del género Elsinoé. Se han descrito al menos dos tipos de
rofias que afectan a los citricos: La rofia de los citricos causada por E. fawcettii
Bitancourt & Jenk., que se encuentra ampliamente distribuida en las zonas
citricolas humedas a nivel mundial, y la rofia de la naranja causada por E.
australis Bitancourt & Jenk. que afecta principalmente los frutos de naranja y
mandarinas y se ha citado principalmente en Sudamérica (Timmer, 2002b;
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Chung, 2011). Las rofias de los citricos no afectan al rendimiento de la cosecha
pero reducen notablemente el valor comercial de los frutos en los mercados de
consumo en fresco. Por otra parte, las especies de Elsinoé estan consideradas
como patégenos de cuarentena en los paises de la Union Europea (Vicent et al.,
2004).

Los sintomas causados por las rofias de los citricos se caracterizan por la
formacion de pustulas suberosas en las hojas y frutos. Las lesiones jovenes son
ligeramente protuberantes y varian de un color rosa a marrén claro, que
posteriormente se oscurecen con la edad (Timmer ef al., 2004). La rofa de la
naranja solo causa lesiones sobre frutos y los sintomas son muy similares a los
causados por E. fawcettii, pero con pustulas menos prominentes, redondeadas y
con margenes mas regulares (Timmer, 2002b).

El principal indculo de Elsinoé spp. son las conidias de la forma asexual que
se forman en acérvulos sobre las pustulas suberosas en los frutos y hojas
afectadas. La liberacion y diseminacion de las conidias de Elsinoé spp. se
produce principalmente por salpicaduras de lluvia (Vicent et al., 2004). Las
temperaturas Optimas para la infeccion se sit@ian entre los 23-27 °C junto con
periodos de humectacion de entre 4-24 h (Agostini et al., 2003). El periodo de
incubacion hasta la aparicion de los sintomas puede durar unos 4-6 dias (Timmer,
1999).

1.2.4. Melanosis

La melanosis es una enfermedad causa por Diaporthe citri (H.S. Fawc.) F.A.
Wolf. y se encuentra presente en la mayoria de las regiones citricolas del mundo.
La melanosis solo se considera una enfermedad importante cuando la fruta se
cultiva para el mercado fresco (Whiteside, 2000). La enfermedad reviste mayor
gravedad en regiones hiimedas y subtropicales, menos en los trépicos humedos, y
sin importancia en zonas aridas (Mondal et al., 2007). El sintoma tipico de la
melanosis es la formacion de pustulas suberosas de color marrén sobre las hojas
jovenes, ramas y frutos (Timmer et al., 2004; Vicent, 2006). En el caso de los
frutos, los dafios se limitan a la corteza y no afectan a la pulpa de los frutos
(Vicent, 2006).
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La principal fuente de inoculo de D. citri son las ramitas secas que quedan
en la copa de los arboles afectados y sobre las que se forman abundantes
picnidios de la forma asexual de D. citri. Aunque este patégeno induce sintomas
en hojas y frutos, estos no sirven como fuente de inoculo (Timmer, 1999). Las
conidias se diseminan por salpicaduras de lluvia alcanzando los frutos, hojas y
ramas. Las condiciones optimas de temperatura para que se den las infecciones
oscilan entre 24-28 °C y se necesitan periodos de humectacion entre 10-12 h
(Timmer et al., 2004). El periodo de incubacion hasta la aparicion de los
sintomas puede durar una semana (Whiteside, 2000).

1.2.5. Mancha negra

La mancha negra causada por Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Van der
Aa 'y esta presente en las principales areas citricolas del mundo como Argentina,
Brasil, China, Sudafrica, Australia y recientemente también en Florida (Kotz¢,
2000; Schubert et al., 2014). Al igual que la rofia de los citricos, esta enfermedad
estd considerada como cuarentenaria en la Union Europea (Vicent et al., 2004).
Todas las especies y variedades de citricos cultivadas son susceptibles a la
enfermedad, siendo los limones y las naranjas tardias especialmente sensibles.

Los sintomas de mancha negra consisten en manchas oscuras deprimidas en
la corteza de los frutos, aunque pueden aparecer también otro tipo de lesiones
menos especificas conocidas como ‘freckle spot’, ‘virulent spot’ o ‘false
melanose’ (Vicent et al., 2004). La mancha negra es una enfermedad que afecta
principalmente a la calidad de los frutos, aunque en algunos casos provoca
tambien la caida prematura de los frutos reduciendo la cosecha.

Aunque los sintomas en hojas son poco frecuentes (Kotzé, 2000), P.
citricarpa infecta a las hojas que luego en el suelo como hojarasca se convierten
en la principal fuente de in6culo. Las ascosporas formadas en pseudotecios en la
hojarasca se diseminan por el viento y el rango 6ptimo de temperatura para que
se den las infecciones estd entre 21-32 °C junto con periodos de humectacion de
1-2 dias (Timmer, 1999). En las lesiones de los frutos y brotes P. citricarpa se
reproduce en forma de conidias que se diseminan mediante salpicaduras de
lluvia.
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1.2.6. Mancha grasienta

La mancha grasienta de los citricos estd causada por el hongo Zasmidium
citri-griseum (F.E. Fisher) U. Braun & Crous (Whiteside, 1970; Braun et al.,
2014). Los dafios foliares de la mancha grasienta provocan una reduccion en el
rendimiento de la cosecha debido a la defoliacion prematura de los arboles. En
Florida se han reportado pérdidas de hasta un 45% en pomelo y 25% en naranja
(Timmer y Gottwald, 2000). De igual forma, en pomelos se han observado dafios
directos en frutos con mermas del 5-10% para su comercializaciéon en fresco
(Mondal y Timmer, 2006a).

Los sintomas de mancha grasienta se describieron por primera vez en 1915
en Florida. Inicialmente, la sintomatologia fue atribuida a deficiencias
nutricionales y a dafios causados por el acaro del tostado (Phyllocoptruta
oleivora (Ashmead)) (Mondal y Timmer, 2006a). Posteriormente se identifico a
Z. citri-griseum como su verdadero agente causal (Whiteside, 1970). La
enfermedad se detectd posteriormente en varias zonas citricolas del continente
Americano y en el Caribe (Mondal y Timmer, 2006a).

Las especies de citricos mas susceptibles a la mancha grasienta son los
pomelos, limones y naranjas tempranas, siendo menos sensibles las mandarinas y
naranjas tardias (Timmer y Gottwald, 2000). La mancha grasienta afecta
principalmente a las hojas, observandose una clorosis perceptible en el haz (Fig.
1.6 A). En el envés es muy caracteristica la formacion de pustulas oscuras (Fig.
1.6 B). Los arboles afectados por la enfermedad sufren graves defoliaciones (Fig.
1.6 C). Las lesiones observadas en frutos de pomelo consisten en pequefias
punteaduras necroticas en la corteza rodeadas por areas de color verdoso (Fig. 1.6
D).

La principal fuente de in6culo de la mancha grasienta son las ascosporas
producidas en los pseudotecios presentes en la hojarasca (Timmer y Gottwald,
2000). Las ascosporas se liberan al ambiente cuando la hojarasca se humedece
por accion de la lluvia o los riegos. La disponibilidad de ino6culo depende, entre
otros factores, de la época en la que se produce la caida de las hojas y de la
velocidad con la que se forman los pseudotecios. La germinacion de las
ascosporas necesita de humectacion o humedad relativa cercana al 100%. Una
vez germinadas las ascosporas, el micelio del hongo crece sobre la superficie de
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la hoja sin llegar a penetrarla, lo que se conoce como fase de crecimiento
epifitico. El desarrollo del micelio epifitico se ve favorecido por altas humedades
y temperaturas entre 25 y 30 °C (Timmer, 2002a). La infecciéon se produce a
través de los estomas, que en las hojas de citricos estan situados principalmente
en el envés (Timmer et al., 2004).

Figura 1.6: Sintomas de mancha grasienta de los citricos causada por Zasmidium citri-
griseum A) clorosis en el haz de la hoja de lima Tahiti; B) pustulas oscuras en el envés de
hoja de pomelo (A. Vicent); C) arbol de naranja con defoliacion intensa; D) fruto de
pomelo con lesiones en la corteza (A. Vicent).
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El periodo de incubaciéon de la enfermedad es muy largo y los primeros
sintomas de la mancha grasienta no son visibles hasta los 4-6 meses después de la
infeccion (Timmer et al., 2003a). No obstante, las temperaturas altas habituales
en las zonas tropicales pueden acelerar el desarrollo de los sintomas. En cambio,
en las zonas de climas mas frios la aparicion de los sintomas puede retrasarse
(Timmer, 2002a).

El control de la macha grasienta se realiza principalmente mediante la
aplicacion foliar de fungicidas. El hongo Z. citri-griseum es muy sensible a la
accion de los fungicidas durante su fase de crecimiento miceliar epifitico. Se han
evaluado diferentes fungicidas para el control de la mancha grasienta, siendo los
primeros en demostrar su eficacia los productos a base de cobre, aceites
minerales y benomilo (Whiteside, 1973b). Actualmente, en Florida se
recomienda la utilizacion de fungicidas del grupo de los triazoles como el
fenbuconazol y otros del grupo Qol (estrobilurinas) como piraclostrobin,
azoxistrobin y trifloxistrobin (Dewdney, 2014).

Se han evaluado también otros métodos de control como la aplicacion de
fertilizantes foliares a base de hierro, zinc y manganeso, que proporcionan un
control aceptable aplicados a dosis altas (Timmer y Zitko, 1995). El tratamiento
de la hojarasca con urea y cal se ha ensayado también como método para reducir
el inoculo en las parcelas afectadas (Mondal y Timmer, 2003a).
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OBJETIVOS
La presente tesis doctoral se plantea con los siguientes objetivos:
Capitulo 1. Prospeccion de enfermedades fiingicas en los citricos de Panama

1. Determinar la etiologia e importancia de las principales enfermedades
fingicas presentes en las regiones citricolas de Panama.

Capitulo 2. Especies de Mpycosphaerellaceae asociadas con la mancha
grasienta de los citricos en diferentes regiones climaticas

2. Determinar la etiologia de la mancha grasienta en regiones geograficas
previamente no estudiadas, de clima tropical en Africa Occidental y
América Central y clima semi-arido en la cuenca del Mediterraneo.

Capitulo 3. Epidemiologia y control de la mancha grasienta de los citricos
en Panama

3. Seguir la dindmica estacional del inoculo en el aire y los periodos de
infeccion en Panama y relacionarlos con las variables meteorologicas.

4. Evaluar la eficacia de la aplicacion de fungicidas para el control de la
mancha grasienta en Panama.
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PROSPECCION DE ENFERMEDADES FUNGICAS EN LOS
CITRICOS DE PANAMA

3.1. Antecedentes

Como ya se ha indicado en el apdo. 1.1, el area de produccion de citricos en
Panama se ha incrementado considerablemente en los tltimos afios. En el 2012
se reportaron 5.500 ha de citricos con una produccion de 55.000 toneladas (FAO,
2012). Las principales areas de produccion se encuentran localizadas en la zona
central y oeste del pais. La naranja y la lima Tahiti son las especies mas
importantes que se cultivan y la produccion se comercializa principalmente en el
mercado local para el consumo en fresco o para procesado de zumo.

En las plantaciones de citricos en Panama se observan con frecuencia
problemas de enfermedades, sin embargo en la mayoria de los casos se
desconoce su etiologia. Uno de los principales problemas observados en el pais
es la presencia de pustulas oscuras y clorosis en las hojas que inducen la
defoliacion prematura de los arboles de citricos. Estos sintomas se han asociado
generalmente con hongos de la familia Mycosphaerellaceae en otras zonas del
mundo (Mondal y Timmer, 2006a). La mancha grasienta de los citricos causada
por Z. citri-griseum es la enfermedad fungica foliar de los citricos mas
importante en el Caribe y Centro América (Whiteside, 1970; Hidalgo et al.,
1997; Mondal y Timmer, 2006a), pero hasta la fecha no ha sido descrita en
Panama.

Otro problema observado con frecuencia en Panama es la abscision
prematura de los frutos jovenes con los calices persistentes en algunas parcelas
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después de los periodos de floracién. Los sintomas suelen ser mas severos en
flores de naranja y lima Tahiti y en menor grado en flores de pomelo. La
presencia de pustulas rojizas en hojas y ramas también se viene observando en
arboles viejos de citricos en Panama. Por lo general, los arboles afectados tienen
numerosas ramitas secas y pérdida de hojas. También es frecuente observar sobre
las hojas y frutos de lima rangpur (C. limonia Osbeck) la presencia de
numerosas costras suberosas que restan calidad a la produccion de los frutos que
se comercializan en fresco para el mercado local.

En cualquier caso, el conocimiento actual de las enfermedades de los
citricos en Panama es muy limitado, ya que hasta la fecha no existe ninglin
trabajo de prospeccion sistematica. Por lo tanto, el principal objetivo de nuestro
estudio fue determinar la importancia y la etiologia de las principales
enfermedades fingicas presentes en las regiones de productores de citricos de
Panama.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Parcelas muestreadas

Entre los afios 2010 y 2013 se prospectaron un total de 85 parcelas de
diversas especies de citricos en las principales zonas productoras del pais (Fig.
3.1 A y B). Todas las muestras se recolectaron directamente en las parcelas
afectadas o fueron remitidas por los técnicos de las fincas y/o del MIDA.

En cada una de las parcelas prospectadas, al menos cinco arboles de
citricos se examinaron cuidadosamente. En cada arbol, se procedio al estudio de
los sintomas a fin de caracterizar los diferentes tipos de afeccion como: clorosis y
pustulaciones oscuras en hojas, muerte de ramas, lesiones necroticas en pétalos
florales, pustulaciones y costras suberosas en brotes y frutos. Seguidamente, las
muestras se colectaron en base a los sintomas observados y cada una de las
muestras se colocaron individualmente en bolsas plasticas, acompafiadas con
informacion de campo como: georeferenciacion, fecha de colecta, provincia,
distrito, tipo de produccion (comercial o huerto familiar) especie, variedad. Las
muestras colectadas se conservaron en frio dentro de neveras portatiles durante
su traslado al laboratorio. En el laboratorio, la informacion de campo de cada una
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de las muestras se procesd con una base de datos Microsoft Excel 2010 y las
muestras se almacenaron a 5 °C hasta su procesado.

Figura 3.1: Localizacion geografica de las parcelas de citricos prospectadas en Panama
A) mapa provincial; B) mapa climatico Kdppen-Geiger.
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3.2.2. Aislamiento y conservacion de los aislados

En el laboratorio, el material vegetal colectado se procesé de acuerdo al tipo
de sintoma y organo afectado. Las hojas con sintomas de clorosis y pustulas
oscuras en el envés se lavaron con agua del grifo y se desinfectaron
superficialmente con una solucion de hipoclorito sédico al 1% durante 5 min.
Seguidamente, se lavaron dos veces con agua destilada estéril para eliminar los
restos de hipoclorito. En las hojas con pustulas oscuras se realizaron aislamientos
sembrando pequefios fragmentos de mesofilo que se colocaron en placas Petri
con medio de cultivo Patata Dextrosa Agar (PDA) (Biokar Diagnostic, Solabia,
Francia) con 0,5 g L' de sulfato de estreptomicina (PDAS) (Whiteside, 1970).

Las muestras de pétalos con lesiones necréticas color naranja y las hojas con
lesiones necroticas se desinfectaron mediante inmersion en etanol al 70% durante
30 segundos, seguido de 1 min en hipoclorito sddico al 1% y finalmente
enjuagadas dos veces con agua destilada estéril. Los aislamientos se realizaron
mediante siembra de pequefios fragmentos del material afectado en placas Petri
con PDAS (Agostini ef al., 1992).

Los aislamientos a partir de ramitas secas se realizaron mediante camara
himeda incubandolas durante 24 h a temperatura ambiente para promover la
exudacion de masas de conidias procedentes de picnidios (Timmer et al., 2004).
El exudado conidial resultante se sembrdé en placas Petri con medio PDA
suplementado con 0,1% de acido tartarico (Mondal et al., 2004).

Los frutos con la presencia de costras suberosas sobre la corteza se lavaron
con agua de grifo abundante y jabon, seguidamente se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 2-3 dias. Los frutos ya secos se desinfectaron
superficialmente mediante inmersion en etanol al 70% y con la ayuda de un
bisturi se rasparon fragmentos de las costras que se sembraron en placas Petri con
medio selectivo PDA con 0,4 g L' de dodina y 0,1 g L' de sulfato de
estreptomicina y tetraciclina (Whiteside, 1986).

Se sembraron siete puntos de aislamiento por placa Petri totalizando 10
placas por cada muestra. Todas las placas de aislamiento se incubaron en estufa
entre 24-26 °C en oscuridad durante 10-12 dias. Las colonias fingicas obtenidas
se repicaron en medio de cultivo PDA y se incubaron nuevamente en las mismas
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condiciones descritas anteriormente de acuerdo con el método de aislamiento
para cada tipo de muestra. Las colonias fingicas ya repicadas de cada uno de los
aislados se utilizaron para obtener cultivos monohifales o monosporicos, segun el
caso, mediante la técnica de las diluciones sucesivas. Los aislados se conservaron
por duplicado a -80 °C en crioviales con una solucién de glicerol al 15% y a -20
°C en papel de filtro deshidratado con silica gel (Dhingra y Sinclair, 1995).

3.2.3. Identificacion de especies fungicas

Las colonias fingicas de los aislados se identificaron preliminarmente
mediante el aspecto de la colonia y la observacion de sus estructuras
morfologicas con un microscopio optico a 400X.

Induccion de la esporulacion de los aislados

Para inducir la esporulacion de los aislados asignados preliminarmente a la
familia Mycosphaerellaceae se sembraron en medio de cultivo PDA y en otros
medios de cultivos descritos con mas detalle en el Capitulo 4. Las placas se
incubaron en oscuridad a 25 °C durante 30 dias, aunque no se logré obtener
esporulacion en ninguno de los aislados. Para observar las ascosporas se utiliz6 la
metodologia descrita por Whiteside (1970) con algunas modificaciones. Se
colectaron hojas caidas al sueclo en parcelas fuertemente afectadas por la
enfermedad. Las hojas se revisaron con una lupa binocular a 50X para detectar la
presencia de pseudotecios de color oscuro dentro del tejido. Seguidamente, se
colocaron pequefios fragmentos de hojas con pseudotecios previamente
humedecidos en la tapa de placas Petri, mientras que en la base se colocé un
portaobjeto con gotas de agua destilada estéril para capturar las ascosporas
liberadas de los pseudotecios.

La induccion de la esporulacion de los aislados asignados preliminarmente
al género Colletotrichum se realizd mediante la incubacidén en medio de cultivo
PDA a 25 °C en oscuridad durante siete dias. En el caso de Phomopsis se indujo
la formacion de picnidios y produccion de conidias mediante la siembra en medio
de cultivo PDA con ramitas de pomelo esterilizadas previamente, en fotoperiodo
de 12 h a 25 °C durante dos meses (Mondal ef al., 2004).
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Por ultimo, en los aislados asignados preliminarmente al género Elsinoé se
indujo la producciéon de conidias siguiendo la metodologia propuesta por
Whiteside (1978). Se prepararon pequefios fragmentos de 1 a 3 mm® de colonias
de dos a tres semanas de edad cultivadas en PDA. Los fragmentos se aplastaron
en el fondo de placas Petri con la ayuda de una espatula y se sumergieron en
medio liquido Frie’s (5 g (NHa)2 CsH4O6, 1 g NH4NO3, 1 g KboHPO4, 0,5 g
MgSO4. 7 H0, 0,1 g CaCly, 0,1 g NaCl y 20 g de sacarosa en un litro de agua
destilada) (Luke y Wheeler, 1955). Las placas se incubaron de uno a dos dias a
27 °C en oscuridad. Seguidamente el medio Frie’s se decant6é cuidadosamente y
las microcolonias adheridas en el fondo de la placa Petri se lavaron tres veces con
agua destilada estéril. Finalmente, las microcolonias presentes en las placas Petri
se embebieron en agua de estanque esterilizada y se incubaron a 25 °C en
oscuridad durante 24 h.

Identificacion morfologica y molecular de los aislados

La caracterizacion morfologica y cultural de los aislados se realizé en PDA,
donde se evaluo el color de la colonia y tipo de margen de crecimiento. En los
casos que fue posible, se midio la longitud y anchura de un total de 100 esporas
con un microscopio optico a 400X y se caracterizaron por su color, presencia de
septos y/o apéndices.

Se seleccionaron dos aislados representativos de cada tipo de morfologia,
procedentes de diferentes areas geograficas y sintomatologia asociada, para su
identificacion molecular (Tabla 3.1). La extraccion del DNA se realizd a partir
del micelio producido por cada aislado crecido en medio PDA, mediante el ‘kit’
de extraccion EZNA (Omega Bio-tek) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para amplificar por PCR el DNA ribosomico de los aislados se utilizaron los
oligonucledtidos ITS1 e ITS4 (White ef al., 1990). Estos cebadores amplifican
una region (5.8S-ITS) del DNA ribosdomico que contiene los espaciadores
internos ITS1 e ITS2 y el gen que codifica el RNA ribosomico 5.8S. Cada
reaccion contenia 1x de tampon, MgCl, 2,5 mM, 200 uM de cada uno de los
dNTPs, 0,4 uM de cada uno de los cebadores, 1U de ADN-polimerasa (Need
S.L., Valencia, Espafa) y 1ul de la solucion del ADN extraido. La mezcla se
ajustd con agua (Chromasolv® Plus, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) a un
volumen final de 25 pl. La PCR se realizoé en un termociclador Peltier Thermal
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Cycler-200 (MJ Research Inc., Waltham, MA, EE.UU.) consistiendo en un
primer paso de 94 °C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1
min a 55 °C y 1,5 min a 72 °C y finalmente, 72 °C durante 10 min para completar
las extensiones.

Tabla 3.1: Aislados fungicos seleccionados para la identificacion molecular y
ensayos de patogenicidad.

Origen geogrifico

Aislado Hospedante Sintoma Afio
Distrito Provincia
INCV4 Citrus sinensis Pustula en hoja San Francisco Veraguas 2010
17NCC5 C. sinensis Pustula en hoja Penonomé Coclé 2010
36NCC3-3 C. sinensis Lesiones necroéticas Penonomé Coclé 2011
en pétalos
39 LCC3-3  C. aurantifolia Lesiones necroticas Penonomé Coclé 2011
en hojas
Ph-25-1 C. sinensis Ramas secas Penonomé Coclé 2012
Ph-18-2 C. sinensis Ramas secas Penonomé Coclé 2012
El-12 C. limonia Costras en frutos San Carlos Panama 2013
El-31 C. limonia Costras en frutos Penonomé Coclé 2013

Los productos de PCR obtenidos se purificaron y se secuenciaron en el
servicio de la UPV-CSIC. Las secuencias fueron primero editadas utilizando los
programas Chromas (Version 2.32 Technelysium Pty Lda, Australia) y se
compararon con las secuencias existentes en la base de datos GenBank mediante
el programa BLAST del NCBI (National Center of Biotecnology Information,
EE.UU.).

3.2.4. Ensayos de patogenicidad

Los mismos aislados seleccionados para la identificacion molecular se
utilizaron también en los ensayos de patogenicidad. En todos los ensayos se
emplearon plantones de citricos de dos afios de edad injertados sobre citrumelo
Swingle. Por cada aislado se inocularon dos plantones en cada uno de los ensayos
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realizados con sus correspondientes testigos inoculados con agua destilada
estéril.

Ensayos de patogenicidad con aislados de Mycosphaerellaceae

En las inoculaciones de los aislados de Mycosphaerellaceae se utilizaron los
aislados 9INCV4 y 17NCCS5 (Tabla 3.1). Se emplearon plantones de naranja
‘Valencia’ previamente podados para obtener una brotacion uniforme. Con los
aislados de Mycosphaerellaceae no se logré obtener esporulacion en medio de
cultivo, por los que se prepard una suspension del micelio triturado siguiendo la
metodologia descrita por Whiteside (1970). A partir de placas con PDA
incubadas en oscuridad a 25 °C durante un mes, se les agreg6 10 mL de agua
destilada estéril y se raspd mecéanicamente la superficie con una espatula. La
suspension micelial resultante se filtrd a través de una malla estéril N°60 (250
um). El filtrado de micelio se utiliz6 para estimar unidades formadoras de
colonias (UFC) por mL. Se realizaron diluciones sucesivas del filtrado de micelio
y sembrando un mililitro de cada una de ellas en placas Petri con medio PDA,
que se incubaron a 25 °C en oscuridad durante 24 h. Pasado este periodo, se
realizo el recuento de las UFC en aquellas placas con un rango cuantificable
entre 50 y 200 colonias. El nimero de UFC resultante se multiplico por el factor
dilucion para estimar las UFC mL™"'. La concentracion final para la inoculacion se
ajusté a 1 x 10* UFC mL™'. Las suspensiones se pulverizaron sobre los plantones
a razon de 75 mL por cada uno.

Ensayos de patogenicidad con aislados de Colletotrichum

En el caso de las inoculaciones con los aislados de Colletotrichum se
utilizaron dos aislados: 36NCC3-3 procedentes de pétalos necroticos de flores de
naranja y el aislado 39 LCC3-3 procedente de lesiones necréticas en hojas de
lima mejicana (Tabla 3.1). Se realizaron dos ensayos de patogenicidad con estos
dos aislados seleccionados. En el primer ensayo, se utilizaron plantones de
naranja ‘Valencia’ con flores con los pétalos cerrados (BBCH 59) (Sanchez-
Valladares, 2005) y en el segundo ensayo se utilizaron plantones de lima
mejicana (C. aurantifolia) previamente podados para la induccidén de brotes
jovenes uniformes. Ambos aislados se hicieron crecer en PDA durante una
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semana en oscuridad a 25 °C. Para preparar el indculo, a cada placa se le agregod
10 mL de agua destilada estéril y se rasp6 mecanicamente la superficie con una
espatula. La suspension de conidias se filtro a través de una gasa y se ajustod a una
concentracion de 10° conidias mL™" con un hematocitometro. En el primer
ensayo, se pulverizaron 50 mL de la suspension de conidias sobre las flores en
cada uno de los plantones. El segundo ensayo se realizoé de la misma forma, pero
con la diferencia de que se pulverizo la suspension de conidias sobre brotes con
hojas jovenes de lima mejicana.

Ensayos de patogenicidad con aislados de Phomopsis

Las inoculaciones con los aislados de Phomopsis Ph-25-1 y Ph-18-2 (Tabla
3.1) se realizaron sobre plantones de naranja ‘Valencia’. Las suspensiones de
conidias se prepararon a partir de la metodologia descrita previamente (apdo.
3.2.3). Para preparar el inoculo, a cada placa se le agregaron 10 mL de agua
destilada estéril y se rasp6 mecanicamente la superficie con una espatula. La
suspension de conidias resultante se filtrd a través de una gasa y se ajustod a una
concentracion de 10° conidias mL™' con un hematocitémetro. Las suspensiones se
pulverizaron sobre los plantones a razén de 100 mL por cada uno.

Ensayos de patogenicidad con aislados de Elsinoé

Por ultimo, se realizaron inoculaciones con aislados de Elsinoé El-12 y El-
31 (Tabla 3.1) sobre plantones de lima rangpur podados previamente para
obtener una brotacion uniforme. Las suspensiones de conidias se prepararon
siguiendo la metodologia descrita previamente (apdo. 3.2.3). La suspension de
conidias se ajustd a una concentraciéon de 10° conidias mL"' con un
hematocitometro. Las suspensiones se pulverizaron sobre los plantones a razon
de 100 mL cada uno.

En todos los ensayos de patogenicidad descritos se pulverizaron dos
plantones con agua destilada estéril como testigos. Una vez inoculados, todos los
plantones se cubrieron con bolsas plasticas negras para mantener una humedad
alta durante 48 h a ~27 °C. Transcurrido este periodo, se retiraron las bolsas
plasticas y los plantones se llevaron a un umbraculo de malla con un rango de
temperatura ambiente de 21 a 35 °C hasta la manifestacion de los sintomas. El
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seguimiento de los plantones para observar el momento de la aparicién de los
sintomas se realizdé semanalmente. Con el objetivo de completar los postulados
de Koch-Pasteur en los ensayos de patogenicidad, se colectaron muestras de los
tejidos afectados y se realizaron reaislamientos de los patégenos en medio de
cultivo PDAS siguiendo la metodologia descrita previamente (apdo. 3.2.2).

3.3. Resultados

3.3.1. Parcelas afectadas y sintomas observados

Durante la prospeccion se detectaron parcelas afectadas con diversas
sintomatologias en las diferentes especies de citricos muestreadas. En un 79% de
las parcelas se detect6 la presencia de pustulas oscuras en el envés de las hojas
(Tabla. 3.2) (Fig. 3.2 A). Los sintomas se observaron con mayor frecuencia en las
provincias de Coclé (69%), Veraguas (13%) y Chiriqui (12%) (Fig. 3.3). Entre
las especies de citricos con mayor afeccion se encontraron la naranja (69%) y la
lima Tahiti (24%) (Fig. 3.4). Los sintomas en hojas de arboles de naranja
‘Valencia’ consistian en numerosas pustulas oscuras en el envés de las hojas
(Fig. 3.5 A y B) acompaiiadas de clorosis en el haz de la hoja (Fig. 3.5 C). Los
sintomas se observaron también en hojas de lima Tahiti (Fig. 3.5 D) y pomelo
(3.5 E). Las parcelas afectadas mostraron un 100% de incidencia de lesiones en
las hojas y se observaron también defoliaciones en los arboles afectados por la
enfermedad (Fig. 3.5 Fy G).

En el 12% de las parcelas de citricos prospectadas se observaron durante la
floracion lesiones necroticas de color naranja a marron en los pétalos florales
(Tabla 3.2) (Fig. 3.2 B) y (Fig. 3.6 A y B). Los frutos recién cuajados se
desprendian prematuramente (Fig. 3.6 C) a causa de las lesiones quedando
unicamente el caliz con los sépalos adheridos al pedunculo (Fig. 3.6 D). Las
especies de citricos con mayor afeccion fueron la naranja y la lima Tahiti.

En el 2% de las parcelas se observo la presencia de lesiones necroticas de
tamafo variable en hojas maduras especificamente en lima mejicana (Tabla 3.2)
(Fig. 3.6 E), que posteriormente se marchitaban y caian prematuramente. En la
punta de los brotes se observd un marchitamiento total que provocaba su
posterior muerte (Fig. 3.6 F).
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En arboles viejos de naranja y pomelo se observo en el 11% de las parcelas
prospectadas la presencia de pustulaciones suberosas en hojas nuevas y viejas
(Tabla 3.2) (Fig. 3.2 C) y (Fig. 3.7 A y B), ramas (Fig. 3.7 C) y frutos (Fig. 3.7 D
y E). En condiciones favorables para la enfermedad se observo la proliferacion
de numerosas ramitas secas en la copa de arboles. En algunos casos, en muestras
de ramitas secas llevadas al laboratorio se pudo observar la presencia de
numerosos cirros que emergian sobre la superficie de las ramitas (Fig. 3.7 F).
Estos cirros consistian en masas filamentosas que envolvian las conidias y que
emergian de los picnidios formados sobre las ramas secas en condiciones de alta
humedad.

Otra de las sintomatologias cominmente observada fue la aparicion de
numerosas costras suberosas sobre brotes (Fig. 3.8 A) y hojas maduras (Fig.
3.8.B) de arboles de lima rangpur. En los frutos también se observo la presencia
de un gran niimero de costras (Fig. 3.8 D). Estos sintomas solo se detectaron en
un 8% de las parcelas prospectadas (Tabla 3.2) (Fig. 3.2 D), sin embargo esto
representd el 100% de los campos de lima rangpur afectadas. En el caso de
mandarina, durante la prospeccion solamente se observaron los sintomas
descritos en una sola parcela afectando tanto a hojas como a frutos (Fig. 3.8 Cy
E).

3.3.2. Identificacion de las especies fungicas

Del total de las parcelas que mostraron sintomas de pustulas oscuras en el
envés de las hojas se aisld en un 68% de los casos un hongo de la familia
Mycosphaerellaceae (Tabla 3.3). Las colonias presentaban el margen ligeramente
lobulado con un color verde oscuro a gris oscuro en medio de cultivo PDA (Fig.
3.9 A y B). A partir de muestras de hojas secas con lesiones caidas al suelo se
pudo observar la presencia de cuerpos fructiferos de color oscuro tipo
pseudotecio (Fig. 3.9 C). Las ascosporas formadas en su interior eran
hialinas con un unico septo central y unas dimensiones de 10,0-15,0 (12,6) um de
largo y 2,5-5,0 (3,6) um de ancho (Fig. 3.9 D).
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Figura 3.3: Distribucion porcentual de provincias afectadas con pustulaciones oscuras en
el envés de las hojas de un total de 85 parcelas prospectadas.

6%

= Lima Tahiti
= Mandarina
= Naranja

= Pomelo

Figura 3.4: Distribucion porcentual de especies de citricos afectadas con pustulaciones
oscuras en el envés de las hojas de un total de 85 parcelas prospectadas.

36



Prospeccion

Figura 3.5: A) y B) Pustulas oscuras observadas en el envés de las hojas de naranja
“Valencia’; C) clorosis en el haz de las hojas de naranja ‘Valencia’; D) y E) hojas de
pomelo y lima Tahiti con pustulaciones oscuras en el envés; F) arbol de pomelo con una
defoliacion muy intensa; G) hojas caidas al suelo en una parcela de pomelo afectada.
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Figura 3.6: A) y B) Lesiones necrdticas de color naranja a marréon en los pétalos de las
flores afectadas de lima Tahiti; C) caida prematura de los frutos de naranja; D) calices
persistentes tras la caida de los frutos de naranja; E) lesiones necréticas en hojas de lima
mejicana; F) marchitamiento y seca de los brotes de lima mejicana afectados.
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Figura 3.7: A) Pustulaciones suberosas en una hoja vieja de naranja B) hojas jovenes de
pomelo; C) brote de naranja; D) fruto de naranja, E) fruto de pomelo; F) cirros sobre
picnidios en la superficie de un brote afectado.
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v

Figura 3.8: Presencia de costras suberosas A) en brotes jovenes de lima rangpur; B) y C)

en el haz y el envés de una hoja de mandarina; D) en un fruto de lima rangpur; E) en un
fruto de mandarina.

La identidad de los aislados de Mycosphaerellaceae se confirmo mediante
la comparacion de las secuencias de ITS obtenidas con las depositadas en la base
de datos en el GenBank mediante el programa BLAST del NCBI. Los dos
aislados seleccionados de este grupo, se identificaron como Z. citri-griseum
mostrando 99% de homologia con el numero de accesion AF181703 (Goodwin y
Zismann, 2001).

A partir de las lesiones necroticas en los pétalos florales y hojas se logro
aislar Colletotrichum en un 100% de las muestras procedentes de las parcelas que
mostraron estos sintomas. Esto representd un 15% del total de las parcelas
muestreadas durante la prospeccion (Tabla 3.3).
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Las colonias presentaron una morfologia de margen de crecimiento entero y
un color entre blanco y anaranjado en medio de cultivo PDA (Fig. 3.10 A). Las
conidias eran fusiformes, unicelulares, hialinas y con unas dimensiones de
6,5-19,8(10,8) um de largo y 2,1-4,3(2,9) um de ancho (Fig. 3.10 B). A
nivel  molecular, las secuencias de ITS de los aislados
representativos  de Colletotrichum mostraron un 99% de homologia con el
nimero de accesion JN543070 (Falconi ef al., 2013) de las secuencias de C.
acutatum depositadas en la base de datos GenBank.

En las parcelas donde se observaron pustulaciones suberosas en hojas,
brotes y frutos se logré aislar Phomopsis a partir de ramitas secas. Del total de
muestras colectadas procedentes de las parcelas con sintomas se logré aislar
Phomopsis en un 88%. Con respecto al total de los campos de citricos
muestreados durante la prospeccion esto representd un 8% (Tabla 3.3). Las
colonias presentaron el margen de crecimiento entero y de color blanco (Fig. 3.11
A y B). La identidad de los aislados de Phomopsis se confirmdé con la
observacion de las conidias alpha (o) y beta (B) a partir de picnidios producidos
en medio de cultivo PDA después de dos meses de incubacion (Fig. 3.11 C). Las
o conidias eran fusiformes, hialinas, aseptadas y presentaron dimensiones de
7,1-9,7(8,4) um de largo y 2,0-3,6(2,8) um de ancho y las [ conidias
presentaron forma filiforme, hialinas con dimensiones de 21,5-33,8(26,5) um de
largo y 1,1-1,9(1,4) pm de ancho (Fig. 3.11 D). Los resultados de la
identificacion molecular de los aislados de Phomopsis mediante la
comparacion de las secuencias ITS mostr6 un 100% de homologia con el
niamero de accesion KC343052 (Gomes et al., 2013) de D. citri depositado en el
GenBank.

En las muestras de frutos de lima rangpur y mandarina con
costras suberosas se logrd aislar Elsinoé en un 88% de las muestras
procedentes de las parcelas que mostraron estos sintomas. Esto representd el
7% del total de las parcelas muestreadas durante la prospeccion (Tabla 3.3). Las
colonias mostraron el margen lobulado y micelio de color anaranjado a rosa
(Fig.3.12 A y B). La identidad de los aislados de FEisinoé se confirmé
molecularmente mediante la comparacion de las secuencias de ITS, que
presentaron un 100% de homologia con el numero de accesion FJ010360
(Hyun et al, 2009) de E. fawcetti depositado en el GenBank.
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20 um
Figura 3.9: A) y B) Colonias de Zasmidium citri-griseum en medio de cultivo Patata
Dextrosa Agar (PDA),; C) pseudotecios observados en hojas secas caidas al suelo; D)

ascosporas de Zasmidium citri-griseum.

20 um

Figura 3.10: A) Colonia de Colletotrichum acutatum en medio de cultivo Patata
Dextrosa Agar (PDA); B) conidias de Colletotrichum acutatum.
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20 pm

Figura 3.11: A) y B) Colonias de Diaporthe citri; C) picnidios de Diaporthe citri en
medio de cultivo Patata Dextrosa Agar (PDA); D) a y B conidias de Diaporthe citri.

3.3.3. Ensayos de patogenicidad

Los ensayos de patogenicidad realizados con los aislados de Z. citri-griseum
(ONCV4 y 17NCCS) resultaron positivos en las plantas inoculadas. Los sintomas
observados consistieron en clorosis en el haz (Fig. 3.13 A) y pustulas oscuras en
el envés de las hojas (Fig. 3.13 B y C) a los 10 meses después de la inoculacion.
En hojas de las plantas testigo no se observo ningun sintoma (Fig. 3.13 D). De las
lesiones se reaisld Z. citri-griseum confirmandose los postulados de Koch-
Pasteur.
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Figura 3.12: A) y B) Colonias de Elsinoé fawcettii en medio de cultivo Patata Dextrosa
Agar (PDA)

En las inoculaciones realizadas con los aislados de C. acutatum (36NCC3-3
y 39LCC3-3) se logrd reproducir sintomas en los dos ensayos realizados,
confirmando la patogenicidad de los aislados. En el primer ensayo realizado
sobre flores de naranja ‘Valencia’ se observd que ambos aislados indujeron la
aparicion de lesiones necroticas en los pétalos y la abscision prematura de las
flores siete dias después de inoculadas (Fig. 3.14 A y B). De las lesiones
necroticas en las flores inoculadas se reaislo el patdgeno confirmando los
postulados de Koch-Pasteur. En las flores de las plantas testigos no se observaron
lesiones aparentes y continuaron su desarrollo normal (Fig. 3.14 C).

En el segundo ensayo, al realizar las inoculaciones de los aislados sobre
brotes jovenes de lima mejicana se observo que solo el aislado 39 LCC3-3 indujo
lesiones necroticas de color marrdn a los siete dias de la inoculacion (Fig. 3.14 D
y E). De las lesiones necroticas observadas en los brotes inoculados con el
aislado 39 LCC3-3 se reaislo el patdogeno, confirmando los postulados de Koch-
Pasteur. El aislado 36NCC3-3 no indujo sintomas en las hojas de lima mejicana.
En los brotes de las plantas testigo tampoco se observaron lesiones aparentes
(Fig. 3.14 F).

Los ensayos de patogenicidad realizados con los aislados de D. citri (Ph-25-
1 y Ph-18-2) resultaron positivos en las plantas inoculadas. Los sintomas se
observaron un mes después de la inoculacion. Inicialmente los sintomas se
manifestaron como pequefios puntos necréticos en el haz de las hojas (Fig. 3.15
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A), que posteriormente formaron pustulas suberosas color rojizo en el envés y
ramas (Fig. 3.15 B y C). En las plantas testigo no se observaron sintomas (Fig.
3.15 D). De las lesiones en las plantas inoculadas se reaislo D. citri,
confirmandose los postulados de Koch-Pasteur.

En los ensayos de patogenicidad con los aislados de E. fawcettii (E1-12 y El-
31) se reprodujeron sintomas a los siete dias después de inoculados. Los sintomas
en los brotes formaron pequefias costras color anaranjado. A partir de estas
lesiones se reaislo el patogeno. No se observaron sintomas en las plantas testigo.

3.4. Discusion

En el presente estudio se ha identificado por primera vez el hongo Z. citri-
griseum (sin. Mycosphaerella citri Whiteside) como el agente causal de la
mancha grasienta de los citricos en Panama. El hongo se aislo6 de hojas con
sintomas procedentes de las diferentes areas citricolas del pais. La mancha
grasienta se describio por primera vez en Florida (Whiteside, 1970) y nuestro
estudio es la primera cita de la enfermedad en Panama. Son muchos los dafios
atribuidos a la mancha grasienta en las areas donde ha sido citada, causando
fuertes defoliaciones y una considerable reduccion en el rendimiento productivo
de los arboles afectados. En algunos casos puede afectar también a la calidad de
los frutos cuando se comercializan para el consumo en fresco (Mondal y
Timmer, 2006a).

Inicialmente, uno de los aspectos considerados para la identificacion de este
hongo fue la morfologia de las colonias en medio de cultivo y las ascosporas, que
resultaron similares a las descritas en la bibliografia para este género. La
confirmacion de la identidad de los aislados se basé también en la comparacion
de sus secuencias de ITS con las secuencias de Z. citri-griseum depositadas en el
GenBank, resultando en un 99% de homologia con el nimero de accesion
AF181703 (Goodwin y Zismann, 2001).

En la caracterizacion morfologica de las ascosporas liberadas por los
pseudotecios presentes en las hojas caidas al suelo se encontraron coincidencias
con las descripciones de Z. citri-griseum en estudios previos. En su estudio,
Whiteside (1970) sefala las ascosporas de Z. citri-griseum como fusiformes,
hialinas con un tnico tabique central y dimensiones de 7,2—-10,5 x 2,3-2,8 um.
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Por su parte, Timmer y Gottwald (2000) describen las ascosporas de igual forma,
hialinas, con un solo tabique y dimensiones de 6—-12 x 2-3 pm. En nuestro
estudio, las caracteristicas morfologicas de las ascosporas coincidieron con las
descritas por estos autores y las dimensiones de las ascosporas se situaron dentro
del rango de las descritas para Z. citri-griseum (Tabla 3.4).

Figura 3.13: A) Clorosis en el haz de hoja de naranja ‘Valencia’ inoculada con
Zasmidium citri-griseum; B) y C) pustulas oscuras en el envés de hojas de naranja
‘Valencia’ inoculada con Zasmidium citri-griseum; D) hoja sin sintomas de planta
naranja testigo ‘Valencia’.
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Figura 3.14: A) y B) Lesiones necrdticas en flores de naranja ‘Valencia’ inoculadas con
Colletotrichum acutatum; C) flor de naranja ‘Valencia’ en planta testigo sin sintomas; D)
y E) lesiones necrdticas en brotes y hojas de lima mejicana inoculadas con
Colletotrichum acutatum; F) hojas de planta testigo de lima mejicana sin sintomas.
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Figura 3.15: A) Pustulas rojizas en el haz; B) envés; C) brote de naranja ‘Valencia’
inoculada con Diaporthe citri; D) hoja de una planta testigo de naranja ‘Valencia’ sin
sintomas.

Los resultados de las pruebas de patogenicidad confirmaron que los
sintomas observados en las plantaciones prospectadas estaban causados por Z.
citri-griseum. Estos resultados coinciden con los obtenidos en ensayos previos de
patogenicidad realizados en Florida, donde se lograron reproducir sintomas a
partir de inoculaciones con suspensiones de micelio sobre plantones de liméon
rugoso (C. jambhiri Lush.), naranja y pomelo (Whiteside, 1970; 1973a).

La caracterizacion de los sintomas de la mancha grasienta observada sobre
las diferentes especies citricas muestreadas, indica que las hojas son el principal
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punto de infeccidon para este patdogeno, observandose arboles con una alta
incidencia, de hasta el 100% de hojas afectadas, acompafiadas de defoliacion
intensa en algunos casos. La sintomatologia se observd con mayor frecuencia
sobre hojas de arboles de naranja con un 69% del total de las parcelas de citricos
prospectadas y en menor proporcion en arboles lima Tahiti con un 24% y
pomelos con un 6%. En general, las referencias bibliograficas consultadas
indican una elevada susceptibilidad a la mancha grasienta de los pomelos y
limas, y una susceptibilidad moderada en las variedades tempranas de naranjas e
incluso moderadamente tolerantes en variedades tardias (Timmer, 1999). La alta
prevalencia de la mancha grasienta en plantaciones de naranja en Panama seria
aparentemente contradictoria con esta informacion previa. No obstante, esto
podria estar relacionado con el hecho que las naranjas son la especie de citricos
con mas area de cultivo en el pais. Actualmente existe una gran demanda de
naranjas tanto para el consumo en fresco como para zumo, a diferencia de las
otras especies como lima Tahiti y pomelos que representan una menor area de
produccion.

Timmer (1999) sefiala que las temperaturas entre 23,9 — 26,7 °C,
acompanadas de noches humedas favorecen la infeccion de Z. citri-griseum. Por
su parte, Whiteside (1974) indica que periodos prolongados y repetidos con
humedad relativa cercana al 100%, acompafiados de temperaturas entre 25 y 30
°C favorecen la penetracion de las hifas del patdgeno a través de los estomas. Las
zonas citricolas de Panama presentan condiciones de temperatura y humedad
altamente favorables para el desarrollo parasitario de Z citri-griseum. Las
regiones productoras de citricos se sitiian en su gran mayoria en un clima de tipo
tropical monzénico hiimedo (Am) segun la clasificacion de Koppén-Geiger (Fig.
3.1 B). Este clima se caracteriza por una temperatura media mensual <18°C, con
una estacion seca corta seguida de una himeda con fuertes lluvias en torno a los
2.500 mm (Peel et al, 2007). En nuestro estudio, los sintomas de mancha
grasienta se detectaron en su gran mayoria en parcelas ubicadas en la zona de
clima Am donde se situan las principales zonas citricolas del pais. Sin embargo,
los sintomas también se observaron en algunas parcelas ubicadas en la zona de
clima tropical de sabana (Aw) donde predomina el clima céalido (<18°C), pero
con precipitaciones inferiores a los 2.000 mm (Fig. 3.2 A). De hecho, Z. citri-
griseum se detectd en el 68% de las parcelas muestreadas en el pais, lo que
sugiere que es un patdogeno endémico con una amplia distribucion geografica.
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Por otro lado, una de las posibles vias de diseminacion de la enfermedad en
Panama puede estar relacionada con el uso de plantones de vivero afectados por
la enfermedad para el establecimiento de parcelas en nuevas areas de produccion.
La mancha grasienta se caracteriza por un periodo de incubacion muy largo, lo
que dificulta enormemente la deteccién de sintomas en viveros. De hecho,
Timmer (1999) indica que el periodo de manifestacion de los sintomas puede
variar entre cuatro a seis meses. Whiteside (1970) cita que la manifestacion de
los sintomas puede variar segun la especie de citricos. El limén rugoso es el que
mas rapido manifiesta sintomas, oscilando entre mes y medio a dos meses,
seguido de la naranja entre dos y cuatro meses y en pomelo hasta seis meses. En
Panama la gran mayoria de los viveros de citricos se encuentran ubicados en las
zonas de alta presion de inoculo de la enfermedad y usualmente son a campo
abierto.

Durante la prospeccion se identificd también el hongo C. acutatum, agente
causal de la enfermedad conocida como caida prematura de frutos o ‘postbloom
fruit drop’ (PFD) en citricos. En Panama no existian citas previas de la presencia
de esta enfermedad. El PFD en citricos fue descrito por primera vez en Centro
América, concretamente en Belice (Fagan, 1979). Actualmente, el PFD en
citricos es una enfermedad que se encuentra ampliamente distribuida en todas las
regiones citricolas de clima tropical y subtropical hiimedo en el continente
americano (Timmer, 2000b). Se han citado pérdidas de hasta un 100% cuando las
floraciones coinciden con los periodos lluviosos (Timmer et al., 1994). Bajo estas
condiciones, en Brasil se han citado caidas prematuras de frutos de hasta un 80%
(De Goes et al., 2008).

Por otro lado, en la prospeccion se aislo también C. acutatum de muestras de
hojas de lima mejicana con lesiones necréticas en lima mejicana. Se ha citado
que C. acutatum es capaz de producir otra enfermedad en lima mejicana
conocida con el nombre de antracnosis. Esta enfermedad afecta inicamente a la
lima mejicana y no a otras especies de limas como la lima Tahiti (Timmer,
2000a). La antracnosis es la principal enfermedad de la lima mejicana en las
areas de produccion en Méjico, causando una reduccion significativa en los
rendimientos de fruta (Orozco-Santos, 1995). La antracnosis también ha sido
citada en Florida, Belice, Costa Rica y Brasil (Peres et al., 2008).
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A nivel morfolégico, las colonias de C. acutatum procedentes tanto de
flores de naranja como de hojas de lima mejicana no mostraron diferencias
apreciables. Las conidias presentaron forma fusiforme, hialinas, sin septos con
dimensiones de 6,5-19,8 x 2,1-4,3 um. Estos datos coincidieron con los
descritos por Mordue (1979) para C. acutatum (Tabla 3.4). De igual forma, la
identidad de los aislados se confirmé mediante la comparacion de sus secuencias
ITS con el nimero de accesion IN543070 (Falconi et al., 2013) de C. acutatum
depositado en el GenBank.

Los resultados de los ensayos de patogenicidad contribuyeron a diferenciar
los aislados de C. acutatum de acuerdo a la sintomatologia inducida y a su
patogenicidad diferencial sobre los hospedantes inoculados. Al realizar las
pruebas de patogenicidad cruzada se observo que el aislado de C. acutatum
procedente de lima mejicana indujo sintomas tanto en flores de naranja como en
hojas de lima mejicana. Por su parte, el aislado de C. acutatum procedente de
naranja solo indujo sintomas en flores. Segin indican Agostini et al. (1992) y
Brown et al. (1996) en ensayos de patogenicidad realizados del mismo modo
encontraron resultados similares.

La prevalencia de PFD en la prospeccion fue baja, con un 12% respecto al
total de campos de citricos muestreados. El patdgeno se detectd principalmente
afectando a flores de naranja y de lima Tahiti. En Florida se ha citado afectado
principalmente a los cultivares de naranja ‘Valencia’ y ‘Navel’, mientras que en
Brasil afecta principalmente a los cultivares de naranja ‘Pera’ y ‘Natal’ (Timmer
et al., 2004).

Los trabajos de Agostini ef al. (1992) indican que las temperaturas entre 24 y
27 °C favorecen el desarrollo de sintomas de C. acutatum. Por su parte, Timmer y
Zitko (1993) desarrollaron un modelo para optimizar las aplicaciones de
fungicidas, encontrando que la lluvia acumulada durante cinco dias era el factor
mas importante en el desarrollo de las infecciones. En Panama, las floraciones de
los citricos se dan al inicio de la estacion lluviosa en el mes de mayo, con un
promedio de 319 mm precipitacion y temperaturas de 25,8 °C (CCKP, 2015).
Como ya se ha indicado, las areas de produccion de citricos de Panama se sitfian
en una zona climatica tropical monzoénico hiimedo (Am) (Fig. 3.1 B) con unas
condiciones favorables de temperatura y humedad para el desarrollo de C.
acutatum. La gran mayoria de las parcelas que resultaron afectadas por la
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enfermedad se ubicaron dentro de la zona climatica Am (Fig. 3.2 B), sin
embargo, también se encontraron algunas afectadas en la zona de clima tropical
ecuatorial (Af) que se caracteriza por las altas precipitaciones durante todo el afio
que sobrepasan los 3.000 mm y con temperaturas minimas 18 °C.

En el caso de la antracnosis de la lima mejicana, a pesar de haberse
observado los sintomas, actualmente esta especie de citricos no se cultiva a nivel
comercial en Panama y los arboles se utilizan fundamentalmente como
ornamentales en fincas y zonas residenciales. No obstante, considerando que los
aislados de C. acutatum de lima mejicana afectan también a las flores de naranjo,
esta especie de lima podria constituir una fuente de indéculo para otros citricos
cultivados a escala comercial.

En nuestro estudio se identificd al hongo D. citri como el agente causal de
la melanosis de los citricos en Panama. La especie Phomopsis citri H.S. Fawec.
se describié por primera vez en Florida como un hongo que producia picnidios
sobre ramas muertas y causaba pudriciones del pedinculo en frutos de citricos
(Fawcett, 1912). Sin embargo, esta descripcion fue considerada como un
homoénimo de la realizada para Phomopsis citri (Sacc) Traverso & Spessa, que se
bas6 en una descripcion previa de Phoma citri Sacc aislada de C. limonia en
Italia en 1876 (Traverso y Spessa, 1910). Sobre la base del trabajo publicado
recientemente por Udayanga et al. (2014), se ha propuesto la conservacion del
nombre P. citri H.S. Fawc., y en consecuencia de su sinonimo D. citri, como la
especie causante de la melanosis y la podredumbre peduncular de los frutos
citricos (Rossman et al., 2013).

La caracterizacion morfoldgica de los aislados se bas6 principalmente en el
aspecto cultural de las colonias, forma, color y dimensiones de las o y B conidias
de D. citri. En el trabajo de Whiteside (2000) se describen las colonias como de
micelio aéreo denso, de color blanco, las a conidias hialinas, unicelulares y
biacanaladas, con unas dimensiones de 5-9 x 2,54 pm, mientras que las
conidias las describe como filiformes, hialinas con forma de gancho, de 20-30 x
0,7-1,5 um. Huang ef al. (2013) realizaron una caracterizacion de D. citri
describiendo el color de las colonias de igual manera que Whiteside (2000) y las
dimensiones de las a conidias de 7,2-9,2 x 2,7-3,8 um y las B conidias de 23,1—
37,4 x 1,1-1,7 pm. En nuestro estudio, la caracterizacion morfoldgica de las
colonias y de las a y P conidias de los aislados de D. citri de Panama
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coincidieron con las descritas para esta especie (Tabla 3.4). De igual manera, los
resultados de las comparaciones de las secuencias de los aislados representativos
presentaron un 100% de homologia con la accesion KC343052 (Gomes et al.,
2013) de D. citri depositada en el GenBank. Los resultados de las pruebas de
patogenicidad confirmaron que los sintomas observados en las plantaciones
estaban causados por D. citri.

La melanosis es una enfermedad observada frecuentemente en las zonas
citricolas humedas y estd considerada de importancia econémica unicamente
cuando los frutos se comercializan para el consumo en fresco (Whiteside, 2000).
En nuestro estudio, los sintomas de D. citri se observaron principalmente en la
zona climatica tropical monzoénico himedo (Am) y un menor nimero de parcelas
afectadas se situaron en la zona climatica tropical ecuatorial (Af) (Fig. 3.2 C).
Estos resultados coinciden con lo descrito por Whiteside (2000), que indica que
D. citri es un patogeno adaptado a condiciones de clima tropical himedo como
Panamd, donde predominan las altas precipitaciones. En Panama no existia
informacion previa acerca de los sintomas y dafios ocasionados por esta
enfermedad. La prevalencia de la melanosis en la prospeccion fue del 11% con
respecto al total de las parcelas muestreadas. Se observd una mayor prevalencia
en plantaciones de naranja y pomelo con mas de 10 afios de edad, por lo general
con un mal manejo fitosanitario y de fertilizacion. Whiteside (2000) indica que
todas las especies de citricos son susceptibles a la enfermedad, aunque los
pomelos y los limones tienden a verse mas seriamente afectados. En algunos
casos se observaron sintomas de melanosis junto con los de mancha grasienta en
los mismos arboles. Ambas enfermedades podrian actuar de forma sinérgica
debido a la defoliacion progresiva inducida por la mancha grasienta y a la
proliferacion de ramas y ramitas secas debida a la melanosis. Las ramas secas o
muertas son el tejido sobre el que se forman los picnidios de D. citri, que
comienzan a producir indculo en forma de conidias a los dos y tres meses
(Whiteside, 2000). Los picnidios se forman solamente sobre las ramas secas y no
esporulan ni sobreviven sobre tejido vivo (Timmer, 1999). Las conidias exudan
en forma de cirros que emergen de los picnidios y se diseminan por salpicaduras
de lluvia sobre las hojas y frutos (Mondal ef al., 2007).

La rofia o sarna de los citricos causada por E. fawcettii (sin. Sphaceloma
fawcettii Jenk.) fue otra de las enfermedades identificadas durante la prospeccion.
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La primera cita de este patdgeno a nivel mundial se realizd en Brasil (Bitancourt
y Jenkins, 1936) y estd considerado un problema importante en el cultivo de
frutos para el mercado en fresco. En la actualidad se han identificado tres tipos de
rofa: la rofia de los citricos, la rofia del naranjo y la rofia de Tryon. La rofa de los
citricos es la que se encuentra comunmente distribuida en las areas himedas de
citricos y puede afectar a limoneros, pomelos y mandarinas asi como especies de
patrones como limoén rugoso, naranjo amargo, lima rangpur y Citrange Carrizo
(C. sinensis x P. trifoliata) (Timmer, 2000c).

La identidad de los aislados se confirmé mediante la comparacion de sus
secuencias con las depositadas en el GenBank mostrando un 100% de homologia
con el nimero de accesion FJ010360 (Hyun et al., 2009) de E. fawcettii. En los
ensayos de patogenicidad se logro reproducir los sintomas de la enfermedad en
los plantones inoculados, confirmando los resultados obtenidos en la
identificacién molecular de este patdgeno.

Durante la prospeccion se observaron sintomas de la rofia de los citricos en
el 8% del total de las parcelas muestreadas. La especie de citricos que mostrd
mayor prevalencia de la enfermedad fue la lima rangpur, con 86% del total de las
parcelas afectadas por esta enfermedad, en donde los sintomas se observaron
tanto en hojas como en frutos. Estos resultados coinciden con lo descrito por
Timmer (2000c) que cita a esta especie de lima como uno de los patrones
susceptibles a la enfermedad. El hongo E. fawcettii se aisléo en un 100% de las
muestras de frutos con sintomas de rofia procedentes de las diferentes areas
citricolas del pais. Los sintomas causados por E. fawcettii se observaron en las
zonas climaticas Am y Aw, lo que indica que es un patdégeno adaptado a
condiciones climaticas tropicales como las que presenta Panama.

Como ya se ha indicado, en Panama la lima rangpur no se utiliza como
patréon y se cultiva principalmente como arbol en huertos familiares y por lo
general no recibe ningun tipo de manejo fitosanitario. La fruta con sintomas de
rofia se comercializa normalmente en mercados locales para el consumo en
fresco.

En la prospeccion realizada se ha identificado la mancha grasienta causada
por Z. citri-griseum como la enfermedad més prevalente de los citricos en
Panama, por lo que se hace necesario el desarrollo de estudios posteriores de su
epidemiologia y control. Otro aspecto de gran relevancia en estudio es que, tras
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una amplia prospeccion en las diferentes areas citricolas y zonas climaticas de
Panama, no se detectd la presencia de otras enfermedades fungicas
cuarentenarias como la mancha negra causada por P. citricarpa o la
cercosporiosis causada por Pseudocercospora angolensis (T. Carvalho & O.
Mendes) Crous & U. Braun. Ambas enfermedades afectan gravemente a la
calidad de frutos de citricos, en especial a los de naranja, pomelo y lima. Por otro
lado, durante la prospeccion solo se encontrd la especie E. fawcettii afectando
con mayor frecuencia arboles de lima rangpur y no se detectd la presencia E.
australis. La especie E. australis esta considerada en algunos paises como una
enfermedad cuarentenaria que afecta principalmente a los frutos de naranja. La
ausencia de estas enfermedades cuarentenarias en Panama abre la posibilidad de
comercializar frutos citricos hacia paises libres de estas enfermedades.
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Capitulo 4

ESPECIES DE MYCOSPHAERELLACEAE ASOCIADAS CON LA
MANCHA GRASIENTA DE LOS CITRICOS EN DIFERENTES
REGIONES CLIMATICAS

4.1. Antecedentes

Los hongos de la familia Mycosphaerellaceae tiene un amplio rango de
hospedantes y sustratos como el eucalipto, el banano y los citricos, donde
aparecen como saprofitos, endofitos o patégenos (Crous, 1998; Arzanlou et al.,
2007; Crous et al., 2009a). Esta familia fingica se caracteriza por producir
pseudotecios que pueden estar sumergidos o superficialmente incrustados en el
tejido vegetal. Las ascas son ovoides bitunicadas con ascosporas usualmente
hialinas y con un unico septo transversal (Cannon y Kirk, 2007). La familia
Mycosphaerellaceae incluye numerosos géneros, entre los que se han descrito
Cercospora, Cercosporella, Dothistroma, Lecanosticta, Phaeophleospora,
Polythrincium,  Pseudocercospora, Ramularia, —Ramulispora, Septoria,
Sonderhenia y Zasmidium, aunque estos y otros géneros estan actualmente bajo
reclasificacion taxonémica (Crous et al., 2009b; Crous et al., 2009¢).

Como ya se ha comentado, la mancha grasienta o ‘greasy spot’ de los
citricos es una enfermedad fingica ampliamente distribuida en las regiones
himedas del Caribe y América Central (Hidalgo et al, 1997; Timmer y
Gottwald, 2000; Aguilera-Cogley y Vicent, 2015). En la prospeccion realizada en
Panama (Cap. 3) se detecto la presencia de sintomas de mancha grasienta en un
78% de las parcelas muestreadas, lo que indica que la enfermedad esta
ampliamente distribuida en las zonas citricolas del pais. Las especies de citricos
mas afectadas por la mancha grasienta fueron las naranjas y la lima Tabhiti.
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Los arboles de citricos afectados por la enfermedad se caracterizan por la
aparicion de clorosis amarillenta en el haz de las hojas con pustulas oscuras en el
envés y acompafiadas por lo general de graves defoliaciones en los arboles
afectados (Timmer y Gottwald, 2000; Mondal y Timmer, 2006a). Se han
detectado sintomas muy similares a los de mancha grasienta en diferentes
regiones del mundo como Japén (Yamada, 1956), Argentina (Marco y Whiteside,
1986) y recientemente también en las regiones citricolas semi-aridas del
Mediterraneo como Sicilia en Italia (Grasso et al., 2005), Comunidad Valenciana
en Espana (Vicent et al., 2006) y Egipto (Haggag, 2012).

El hongo Z. citri-griseum se ha identificado de forma consistente como
agente causal de la mancha grasienta en las regiones citricolas del Caribe y
América Central. Sin embargo, en otras regiones del mundo los resultados no han
sido concluyentes. En Argentina, se observaron sintomas de macha grasienta en
naranja y otras especies de citricos, sin embargo no se logré determinar el agente
causal de la enfermedad (Marco y Whiteside, 1986). En Japon, Yamada (1956)
indic6 que los sintomas de mancha grasienta estaban causados por la especie M.
horii Hara, que tenia una Cercospora sp. como forma asexual. Por otro lado, los
aislados obtenidos de muestras sintomaticas en las regiones mediterraneas en
Italia y Espafia solo se han identificado a nivel de género como Mycosphaerella
sp. (Grasso et al., 2005; Vicent et al., 2006). Sin embargo, en Egipto los aislados
obtenidos se identificaron a nivel de especie como Z. citri-griseum (Haggag,
2012), lo que indica que probablemente hayan varias especies de
Mycosphaerellaceae asociadas a la mancha grasienta de los citricos en las
regiones mediterraneas.

En este capitulo se plantea abordar la etiologia de la mancha grasienta en
zonas previamente no estudiadas, y que representan dos tipos de clima muy
diferentes; tropical en Africa Occidental y América Central y semi-arido en la
cuenca mediterranea.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Aislados fungicos

En el presente estudio se utilizo6 una coleccion de 42 aislados de
Mycosphaerellaceae procedentes de diferentes regiones productoras de citricos
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de Espana, Marruecos, Ghana y Panamd, obtenidos entre 2001 y 2013. Los
aislados se seleccionaron en funcion del tipo de hospedante, 6rgano afectado y
origen geografico (Fig. 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4). También se incluyé un aislado de
referencia de Z. citri-griseum (CBS 122445) y tres aislados de la especie
Amycosphaerella africana (Crous & M.J. Wingf.) Quaedvlieg & Crous: CBS
680.95 (anteriormente M. afiicana Crous & M.J. Wingf.), CBS 110500
(anteriormente M. aurantia A. Maxwell) y CBS 110843 (anteriormente M.
ellipsoidea Crous & M.J. Wingf.), que se obtuvieron de la Coleccion Holandesa
de Cultivos Tipo, ‘Centraalbureau voor Schimmelcultures’ (CBS) (Tabla 4.1).

Los aislados se obtuvieron a partir de hojas de diferentes especies de citricos
que exhibian sintomas de mancha grasienta que consistieron en pustulas oscuras
en el envés de la hoja. La metodologia empleada para los aislamientos fue la
misma descrita anteriormente (apdo. 3.2.2). En el caso de los aislados
procedentes de hojas secas con lesiones se siguid la metodologia empleada por
Crous et al. (1991) con algunas modificaciones. Se prepararon segmentos de
hojas secas con presencia de pseudotecios que se observaron con una lupa
binocular a 50X. Seguidamente, los segmentos de hojas con pseudotecios se
humedecieron con agua destilada estéril durante 30 min y se adhirieron con
vaselina estéril a la tapa de placas Petri que contenian en el fondo medio de
cultivo PDA. Los segmentos de hoja se dejaron secar y tras 24 h se examino la
germinacion de las ascosporas en el medio PDA. Se obtuvieron cultivos
monoascosporicos a partir de las ascosporas germinadas segin la metodologia
descrita por Crous (1998). Se seleccionaron ascosporas individuales bajo la lupa
binocular a 50X y luego se transfirieron con una aguja estéril a placas Petri con
Agar Extracto de Malta (MEA) (Oxoid Ltd., Basing-stoke, Hants, England), que
fueron incubadas durante dos semanas a 25 °C en oscuridad. Todos los aislados
obtenidos se conservaron siguiendo la metodologia descrita en apdo. 3.2.2.

4.2.2. Caracterizacion morfologica

Los aislados se sembraron en diferentes medios de cultivo: PDA, Agar
Avena (OA) (60 g avena; 12,5 g agar), Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) (1
g KH,PO4; 1 g KNOs; 0,5 g MgSOs 7H,0; 0,5 g KCI; 0,2 g glucosa; 0,2 g
sacarosa; 20 g agar en 1 L de agua destilada) y MEA. Las colonias se incubaron a
25 °C en oscuridad durante 30 dias. En todos los medios se evaluaron aspectos
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culturales tales como el color del anverso y reverso de la colonia (Rayner, 1970),
tipo de margen de crecimiento y produccion de pigmento.

En la caracterizacion de las ascosporas se determind la forma, color y
presencia de septos; ademas se midieron la longitud y anchura de un total de 100
ascosporas con un microscopio optico a 400X. Debido a que ninguno de los
aislados de estudio produjo ascosporas en los medios de cultivos evaluados, las
ascosporas se extrajeron a partir de hojas secas. Las muestras de hojas secas se
recolectaron tnicamente en dos parcelas, una en Espafia y otro en Panama en los
que previamente se observaron los sintomas de mancha grasienta y se habia
logrado obtener consistentemente aislados de Mycosphaerellaceae. La
metodologia empleada para la extraccion de las ascosporas fue la misma descrita
en el apdo. 3.2.3.

4.2.3. Caracterizacion molecular

Se obtuvo el ADN genomico de los distintos aislados (Tabla 4.1) a partir de
micelio de colonias crecidas en PDA durante tres semanas a 25 °C en oscuridad.
Cada colonia se rasp6 con una espatula y el micelio se tritur6 mecanicamente en
presencia de nitrogeno liquido en un mortero con ayuda de una maza. La
extraccion del DNA se realizd mediante el ‘kit’ de extraccion EZNA Plant
Miniprep (Omega Bio-tek, Norcross, GA, EE.UU.), siguiendo las
recomendaciones sugeridas por el proveedor. E1 ADN extraido se visualizoé en un
gel de agarosa (agarosa D-1 Low EEO, Conda, Madrid, Espafia) al 0,7 %. El
resto de ADN se almaceno a —20 °C.

Se amplificéd la region ITS (Quaedvlieg et al., 2014), que comprende las
secuencias de los espaciadores internos transcriptos ITS1 e ITS2 del ARNTr, con
los cebadores universales ITS1F (Gardes y Bruns, 1993) e ITS4 (White et al.,
1990). Las condiciones de la PCR fueron las mismas descritas en el apdo. 3.2.3.
Los productos de PCR obtenidos con los cebadores ITS1F/ITS4, se purificaron y
se secuenciaron en un secuenciador multicapilar (ABI, Prism 3100 Genetic
Analyzer) en Macrogen (Amsterdam, Holanda).
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Figura 4.1: Mapa con origen geografico y zona climatica Koppen-Geiger de los aislados

de Mycosphaerellaceae de citricos de Espafia.

Figura 4.2: Mapa con origen geografico y zona climatica Koppen-Geiger de los aislados

de Mycosphaerellaceae de citricos de Marruecos.
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Figura 4.3: Mapa con origen geografico y zona climatica Koppen-Geiger de los aislados

de Mycosphaerellaceae de citricos de Panama.
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Figura 4.4: Mapa con origen geografico y zona climatica Koppen-Geiger de los aislados
de Mycosphaerellaceae de citricos de Ghana.
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Las secuencias se editaron usando el programa Sequencher v. 5.0 (Gene
Codes, Ann Arbor, MI, EE.UU) y se alinearon con el programa CLUSTAL W
(Thompson et al., 1994) implementado en MEGA version 5.1 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis, EE.UU.) (Tamura et al., 2011). Posteriormente,
se calcularon las distancias genéticas con el modelo Kimura 2-parameter
(Kimura, 1980). Seguidamente, se efectudé un andlisis de ‘bootstrap’ de 1.000
repeticiones y se construy6 un arbol filogenético utilizando el método Neighbor-
Joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987) mediante el mismo programa. En el
alineamiento se incluyeron secuencias adicionales, previamente constrastadas, de
la region ITS de las especies Z. citri-griseum, A. africana y P. angolensis
‘outgroup’ que se obtuvieron de la base datos GenBank del NCBI (Tabla 4.2).

4.2.4. Efecto de la temperatura en el crecimiento miceliar

Para determinar el efecto de la temperatura en el crecimiento radial de las
colonias, cada uno de los aislados incluidos en estudio (Tabla 4.1) se sembr6 en
placas Petri con medio de cultivo PDA y se incubaron a 25 °C en oscuridad
durante 30 dias. Posteriormente, de cada aislado se obtuvieron discos de PDA
con micelio de 5 mm de diametro que se sembraron en el centro de placas Petri
con medio de cultivo PDA, realizando cuatro repeticiones por cada aislado. Las
placas se hicieron crecer a las temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 °C en
oscuridad durante 21 dias, tras los cuales se midieron dos diametros
perpendiculares por placa. Con estos datos se calculd el ratio de crecimiento
diario de cada aislado expresado en mm dia™.

Con los datos del ratio de crecimiento diario se determiné el efecto de la
temperatura sobre el crecimiento miceliar de los aislados mediante la funcién de
respuesta de la temperatura (f(r)) del modelo genérico de infeccion descrito por
Magarey et al. (2005). La funcion fr) fue desarrollada inicialmente por Yin ef al.
(1995) para describir el efecto de la temperatura sobre la tasa de desarrollo en
cultivos utilizando datos de experimentos realizados en yuca, maiz y arroz.
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El modelo consiste en una funcion no lineal ft):

Tmax —-T T — TmiTL (Topt_Tmin)/(Tmax_Topt)
fa =

Tmax - Topt Topt - Tmin

donde T = temperatura media de crecimiento (°C), Tmin= temperatura minima de
crecimiento, Tmax= temperatura méaxima de crecimiento y 7T,,—= temperatura
optima de crecimiento, siendo Tmin< T'< Tmax y 0 €n caso contrario.

Los parametros del modelo se estimaron mediante inferencia bayesiana. Las
distribuciones previas de los parametros se definieron considerando Ia
informacion existente antes de iniciar el estudio. En concreto, las distribuciones
previas de los tres parametros del modelo siguieron distribuciones uniformes.
Los parametros minimo y maximo de estas distribuciones fueron obtenidos a
partir de los datos publicados para distintas especies de hongos
fitopatogenos (Magarey et al., 2005). Las distribuciones previas que se utilizaron
fueron las siguientes: Tmin ~ Un(4, 10), Tmax ~ Un(32, 38), Topi~ Un(23, 26). En
cuanto a las distribuciones a posteriori se calcularon incorporando las
distribuciones previas y la verosimilitud de los datos obtenidos en el
experimento. Para ello se utilizoel programa WinBUGS (Lunnet al.,
2000) mediante simulacion de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC). Se
realizaron inicialmente 2.000 iteraciones para conseguir cadenas de Markov
estables. Posteriormente se efectuaron 50.000 iteraciones adicionales a partir de
las cuales se obtuvieron las distribuciones a posteriori que permitieron realizar la
inferencia estadistica. De esta forma se pudieron calcular los intervalos de
credibilidad al 95% para cada parametro.

4.2.5. Ensayos de patogenicidad

Los ensayos de patogenicidad se realizaron unicamente con los aislados
procedentes de Espafia y Panama debido a las restricciones fitosanitarias de
bioseguridad. En el caso de los aislados de Espafia, los experimentos se
realizaron en el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) ubicado
en Moncada, provincia de Valencia; mientras que las inoculaciones con los
aislados de Panama se llevaron a cabo en el Instituto de Investigacion
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Agropecuaria de Panamad (IDIAP), en el Centro de Investigaciones
Agropecuarias Central ubicado en Divisa, provincia de Herrera.

Los aislados de Panama y Espafia (Tabla 4.1), conservados con el método
de papel filtro descrito anteriormente (apdo. 3.2.2), se hicieron crecer en medio
PDA durante un mes a 25 °C en oscuridad. Para preparar el inéculo de cada
aislado se sigui6 la metodologia descrita en el apdo. 3.2.4.

Los ensayos de patogenicidad con los aislados de Espaiia se realizaron en
agosto de 2013 sobre plantones de mandarina de dos afios de edad del hibrido
‘Ortanique’ injertado sobre Citrange Carrizo. Esta variedad se elegié por ser la
mas afectada por la enfermedad en Espafia. Las plantas se prepararon en macetas
de pléstico de 25 cm de diametro y 20 cm de profundidad con sustrato mezcla de
75% de turba y 25% de arena en volumen. Los plantones se podaron por
completo para forzar el crecimiento de nuevos brotes. Para cada aislado se
utilizaron dos plantones, que se pulverizaron con 100 mL de la suspension de
micelio y se cubrieron con bolsas plasticas negras para mantener una humedad
alta durante 48 h a ~23 °C. Se incluyeron también dos plantones testigo que se
pulverizaron con 75 mL de agua destilada estéril cubiertos también con bolsas
plasticas. Posteriormente, se retiraron las bolsas plésticas y los plantones se

trasladaron a umbraculo de malla donde se mantuvieron a ~25 °C.

Los ensayos de patogenicidad con los aislados de Panama se realizaron en
marzo de 2014 de la misma forma descrita anteriormente, pero sobre plantones
de naranja ‘Valencia’ injertados sobre citrumelo Swingle y con una temperatura

en el umbraculo de malla de ~27 °C.

Las evaluaciones de incidencia y severidad en los ensayos de patogenicidad,
tanto de Espafa como Panama, se realizaron en el periodo comprendido entre 10
a 18 meses después de las inoculaciones. La incidencia de la enfermedad se
calculd como la proporcion de hojas sintomaticas y la severidad de la enfermedad
se evalud siguiendo una escala de severidad de 0 a 3; donde 0 = no hay presencia
de pustulas oscuras en el envés de la hoja, 1 = 1-10 pustulas oscuras en el envés
de la hoja, 2 = 11-20 pustulas oscuras en el envés de la hoja, y 3 = < 20 pustulas
oscuras en el envés de la hoja (Fig. 4.5). Por ultimo, se tomaron muestras de
hojas de los plantones que desarrollaron sintomas para reaislar el patéogeno en
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medio de cultivo PDAS siguiendo la metodologia descrita previamente (apdo.
3.2.2).

Figura 4.5: Escala de severidad de la mancha grasienta en categorias de 0 a 3. A) 0 = no
hay presencia de pustulas oscuras en el envés de la hoja; B) 1 = 1-10 pustulas oscuras
en el envés de la hoja; C) 2 = 11-20 pustulas oscuras en el envés de la hoja; D) 3
= < 20 pustulas oscuras en el envés de la hoja.
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4.3. Resultados

4.3.1. Caracterizacion morfologica

A partir de las caracteristicas culturales de las colonias y la produccion de
pigmentos en el medio de cultivo PDA los aislados de Mycosphaerellaceae
estudiados se separaron en dos grupos. Un primer grupo formado por los aislados
de Panama y Ghana (24 aislados) (Tabla 4.3). Las colonias en medio PDA
mostraron margen ligeramente lobulado y el color en el anverso varié de
‘olivaceous-grey’ en el margen a ‘mouse-grey’ hacia el centro de la colonia (Fig.
4.6). Las colonias en medio OA mostraron margen ligeramente lobulado y el
color en el anverso varid de ‘grey-olivaceous’ a ‘greenish-glaucous’ (Fig. 4.7).
Las colonias en medio SNA mostraron margen ligeramente lobulado y el color en
el anverso ‘olivaceous’ (Fig. 4.8). Las colonias en medio MEA mostraron
margen ligeramente lobulado y el color en el anverso ‘olivaceous-grey’ (Fig.
4.9). La formacion de pigmento amarillo solo se observé en medio PDA en
cuatro de los aislados (4/24) (Fig. 4.10).

El segundo grupo incluia los aislados procedentes de Espafia y Marruecos
(18 aislados) (Tabla 4.3). Las colonias en medio PDA mostraron margen
ligeramente lobulado a lobulado y el color en el anverso varid de ‘pale
olivaceous-grey’ en el margen a ‘pale mouse-grey’ hacia el centro de la colonia
(Fig. 4.11). Las colonias en medio OA mostraron margen ligeramente lobulado y
el color en el anverso varid de ‘grey-olivaceous’ en el margen a ‘greenish-
glaucous’ hacia el centro de la colonia (Fig. 4.12). Las colonias en medio SNA
mostraron margen ligeramente lobulado a lobulado y el color en el anverso
‘greenish-glaucous’ (Fig. 4.13). Las colonias en medio MEA mostraron margen
ligeramente lobulado a lobulado y el color en el anverso vari6 de ‘mouse-grey’
en el margen a ‘pale purplish-grey’ hacia el centro de la colonia (Fig. 4.14). La
formacion de pigmento rojo solo se observo en medio PDA en algunos de los
aislados (7/18) (Fig. 4.15)
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Figura 4.6: Aspecto del anverso de las colonias del grupo 1: Mycosphaerellaceae
procedentes de Panamé y Ghana crecidas en medio de cultivo Patata Dextrosa Agar
(PDA) tras 30 dias de incubacion a 25 °C. Aislados A) MC76; B) MC69; C) 4NTV1; D)
9NCV4; E) 43NCCh2; F) 38NCC2.
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Figura 4.7: Aspecto del anverso de las colonias del grupo 1: Mycosphaerellaceae
procedentes de Panama y Ghana crecidas en medio de cultivo Agar Avena (OA) tras 30
dias de incubacion a 25 °C. Aislados A) MC76; B) MC69; C) 4NTV1; D) 9NCV4; E)
43NCCh2; F) 38NCC2.
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Figura 4.8: Aspecto del anverso de las colonias del grupo 1: Mycosphaerellaceae
procedentes de Panama y Ghana crecidas en medio de cultivo Spezieller Nahrstoffarmer
Agar (SNA) tras 30 dias de incubacion a 25 °C. Aislados A) MC76; B) MC69; C)
4NTV1; D) 9NCV4; E) 43NCCh2; F) 38NCC2.
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Figura 4.9: Aspecto del anverso de las colonias del grupo 1: Mycosphaerellaceae
procedentes de Panamé y Ghana crecidas en medio de cultivo Agar Extracto de Malta
(MEA) tras 30 dias de incubacion a 25 °C. Aislados A) MC76; B) MC69; C) 4NTV1; D)
9NCV4; E) 43NCCh2; F) 38NCC2.
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Figura 4.10: Mycosphaerellaceae pertenecientes al grupo 1 que produjeron pigmento
amarillo en medio de cultivo patata dextrosa agar (PDA) tras 30 dias de incubacion a 25
°C. Aislados A) 34NCC4; B) Myc-14.

Las caracteristicas de la colonia y la produccion de pigmentos de los
aislados de referencia de Z. citri-griseum (CBS 122455) y A. africana CBS
680.95 (ant. M. africana), CBS 110500 (ant. M. aurantia) y CBS 110843 (ant. M.
ellipsoidea) en los diferentes medios de cultivo evaluados se muestran la Tabla
4.3y Fig. 4.16.

A partir de muestras de hojas secas procedentes de Espafia obtenidas de una
parcela seleccionada con sintomas de la enfermedad, se observaron en el envés
de las hojas pseudotecios de color oscuro inmersos en el tejido y distribuidos
sobre la lIamina foliar en forma agregada. Al realizar disecciones se observaron
numerosas ascas con forma elipsoidal que contenian usualmente ocho
ascosporas. Las ascosporas presentaron forma ligeramente fusiforme, hialinas,
con un Unico tabique central y las medidas oscilaron entre 9,9-16,1 um de largo x
2,01-3,03 pm de ancho.

Del mismo modo en las muestras de hojas secas procedentes de un campo
con sintomas de Panama se observaron también pseudotecios de color oscuro en
el envés de las hojas. Las ascas y ascosporas observadas resultaron similares a las
descritas en la muestra procedente de Espafia en cuanto a la forma, color y
presencia de un Unico tabique central. Las medidas oscilaron entre 10-15 um de
largo x 2,5-5 pm de ancho. Las medidas de las ascosporas de los aislados de
referencia y otros estudios previos se indican en la Tabla 4.4.
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Figura 4.11: Aspecto del anverso de las colonias del grupo 2: Mycosphaerellaceae
procedentes de Espafia y Marruecos crecidas en medio de cultivo Patata Dextrosa Agar
(PDA) tras 30 dias de incubacion a 25 °C. Aislados A) MC-140; B) MC-141; C) MC-
116; D) MC-03; E) MC-01; F) MC-102.
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Figura 4.12: Aspecto del anverso de las colonias del grupo 2: Mycosphaerellaceae
procedentes de Espafia y Marruecos crecidas en medio de cultivo Agar Avena (OA) tras
30 dias de incubacién a 25 °C. Aislados A) MC-140; B) MC-141; C) MC-116; D) MC-
03; E) MC-01; F) MC-102.
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Figura 4.13: Aspecto del anverso de las colonias del grupo 2: Mycosphaerellaceae
procedentes de Espafia y Marruecos crecidas en medio de cultivo Spezieller
Néhrstoffarmer Agar (SNA) tras 30 dias de incubacion a 25 °C. Aislados A) MC-140; B)
MC-141; C) MC-116; D) MC-03; E) MC-01; F) MC-102.
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Figura 4.14: Aspecto del anverso de las colonias del grupo 2: Mycosphaerellaceae
procedentes de Espafia y Marruecos crecidas en medio de cultivo Agar Extracto de Malta
(MEA) tras 30 dias de incubacion a 25 °C. Aislados A) MC-140; B) MC-141; C) MC-
116; D) MC-03; E) MC-01; F) MC-102.
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Figura 4.15: Mycosphaerellaceae pertenecientes al grupo 2 que produjeron pigmento
rojizo en medio de cultivo Patata Dextrosa Agar (PDA) tras 30 dias de incubacion a 25
°C. Aislados A) MC-17; B) MC-21.

4.3.2. Caracterizacion molecular

En los 42 aislados de Mycosphaerellaceae estudiados (Tabla 4.1) se
obtuvieron productos de amplificacion de aproximadamente 491 pb con los
cebadores universales ITSF1/ITS4. El analisis filogenético de las secuencias de
la region ITS de los aislados identificé dos clados bien diferenciados (Fig. 4.17).
Uno de ellos formado por los 24 aislados procedentes de Panama y Ghana y las
secuencias de Z. citri-griseum (AY752144, AF181703, AY752145, DQ632685 y
EUS514228) con un valor de ‘bootstrap’ de 59%. El otro clado incluy6 los 18
aislados procedentes de Espafia y Marruecos y los aislados de referencia de 4.
africana CBS 680.95 (ant. M. africana), CBS 110500 (ant. M. aurantia) y CBS
110843 (ant. M. ellipsoidea) con un valor de ‘bootstrap’ de 99%, resultado todos
ellos muy similares entre si. Los resultados del analisis molecular coincidieron
con los dos grupos obtenidos en la caracterizaciéon morfolédgica.
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Figura 4.16: Aspecto del anverso de las colonias de los aislados de referencia crecidos
en los diferentes medios de cultivo tras 30 dias de incubacion a 25 °C. Zasmidiun citri-
griseum CBS 122455 A) Patata Dextrosa Agar (PDA); B) Agar Avena (OA); C)
Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA); D) Agar Extracto de Malta (MEA);
Amycosphaerella africana CBS 680.95 (ex. Mycosphaerella africana) E) PDA; F) OA;
G) SNA; H) MEA; CBS 110500 (ex. Mycosphaerella aurantia) I) PDA; J) OA; K)
SNA; L) MEA; CBS 110843 (ex. Mycosphaerella ellipsoidea) M) PDA; N) OA; O)
SNA; P) MEA.
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Figura 4.17: Resultados del analisis filogenético de los aislados de Mycosphaerellaceae
de citricos mediante el método Neighbor-Joining basado en las distancias genéticas de las
secuencias de la region ITS, calculadas con el modelo Kimura 2-parameter. Los niimeros

en los nodos corresponden a la frecuencia con que aparecen los grupos en el analisis

‘bootstrap’ de 1.000 repeticiones.
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4.3.3. Efecto de la temperatura en el crecimiento miceliar

Todos los aislados de Mycosphaerellaceae estudiados crecieron a todas las
temperaturas evaluadas, encontrandose diferencias en las temperaturas optimas
entre los dos grupos. Los aislados de Z. citri-griseum procedentes de Panama y
Ghana junto con el aislado de referencia de Z. citri-griseum CBS 122455
crecieron de forma similar en todas las temperaturas evaluadas (Fig. 4.18 y Fig.
420 A) y alcanzaron el Optimo crecimiento a 27,88 °C (Tabla 4.5). Se
encontraron diferencias con respecto al grupo de aislados de A. africana
procedentes de Espafia, Marruecos y los aislados de referencia de esta especie
(CBS 680.95, CBS 110843 y CBS 110500) que mostraron un crecimiento similar
en las temperaturas evaluadas (Fig. 4.19 y Fig. 4.20 B-D) y alcanzaron el 6ptimo
de crecimiento a 22,78 °C (Tabla 4.5). Mediante los intervalos de credibilidad al
95% se detectaron diferencias entre las temperaturas optimas de los aislados de
Z. citri-griseum y los de A. africana al no solaparse entre ellos (Tabla 4.5). Con
respecto a las temperaturas maximas y minimas los aislados de Z. citri-griseum 'y
A. africana presentaron valores similares, aunque se detectaron diferencias entre
los intervalos de temperaturas maximas de estas especies (Tabla 4.5).

Las curvas de crecimiento resultantes muestran diferencias en el patréon de
crecimiento del grupo de aislados de Z. citri-griseum de Panamd, Ghana y el
aislado de referencia CBS 122455 respecto al grupo de aislados de 4. africana
procedentes de Espafia, Marruecos y los aislados de referencia (CBS 680.95,
CBS 110843 y CBS 110500) (Fig. 4.21). Los resultados encontrados en los
ensayos de temperatura concuerdan con los encontrados en el analisis
morfologico y molecular, que separan claramente estas dos especies fungicas.

4.3.4. Ensayos de patogenicidad

Ninguno de los aislados de A. africana procedentes de Espafa reprodujo
sintomas de la enfermedad en hojas de los plantones del hibrido ‘Ortanique’
después de transcurridos 18 meses desde la inoculacion. No obstante, se tomaron
muestras de hojas con lesiones inespecificas y se realizaron aislamientos en
medio de cultivo PDAS, pero no se obtuvo ninguna colonia de
Mycosphaerellaceae.
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Figura 4.20: Ratio de crecimiento diario (mm dia™') de los aislados de referencia: A)
Zasmidium citri-griseum CBS 122455; B) Amyscosphaerella africana CBS 680.95 (ant.
M. africana); C) CBS 110500 (ant. M. aurantia); D) CBS 110843 (ant. M. ellipsoidea).

Tabla 4.5: Parametros estimados de la funcion no lineal de respuesta a la
temperatura de los aislados de Mycosphaerellaceae evaluados.

Especies Tmax® TminP Topt®
O (49 0
Zasmidium citri-griseum 34,98 (34,93-35)¢ 3,26 (1,18-4,92) 27,88 (27,60-28)

Amycosphaerella africana 34,01 (33,34-34,69) 4,07 (1,75-4,98) 22,78 (20,84-24,59)

*Tmax= Temperatura maxima.

®Tmin= Temperatura minima.

¢Topt= Temperatura Optima.

¢Media e intervalos de credibilidad del 95%.
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—— Amycosphaerella africana
— —— Zasmidium citri-griseum
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Figura. 4.21: Funcion no lineal de respuesta a la temperatura (°C) (Magarey et al., 2005)
ajustada para los aislados de Zasmidium citri-griseum (n=25) y Amycosphaerella
africana (n=21).

En cambio, los ensayos de patogenicidad con los aislados de Panama
resultaron positivos, observandose sintomas en los plantones a los 10 meses de la
inoculacion. Los sintomas consistian en areas cloroticas en el haz de las hojas
(Fig. 4.22 A y B) y numerosas pustulas oscuras en el envés de la hoja (Fig. 4.22
C-E), acompafiadas de defoliacion prematura (Fig. 4.22 F). La incidencia de la
enfermedad en los plantones inoculados vari6 de un aislado a otro y con un
minimo del 2% de hojas afectadas hasta un maximo de 85,7% (Tabla 4.6). En las
evaluaciones de severidad las categorias 0 (ninguna pustula) y 1 (1-10 pustulas)
se presentaron con mayor frecuencia, observandose en el 100% de los plantones
inoculados; mientras que las categorias 2 (11-20 pustulas) y 3 (<20 pustulas) de
la escala de severidad se presentaron en menor proporciéon con 72% y 50%,
respectivamente (Tabla 4.6). El patogeno se reaislo en un 68% de los aislados
inoculados, confirmandose los postulados de Koch-Pasteur. No se observaron
lesiones en las plantas del tratamiento testigo ni tampoco se reaislo el patogeno
(Fig. 4.22 G-I).
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L

Figura. 4.22: A) y B) Lesiones cloroticas en el haz de las hojas de un planton de naranja
“Valencia’ inoculado con Zasmidium citri-griseum, aislado Myc-21; C) — E) pustulas
oscuras en el envés de las hojas; F) planton de naranja ‘Valencia’ inoculado con Z. citri-
griseum (Myc-21) con defoliacion de hojas; G) plantdn testigo inoculado con agua
destilada estéril sin sintomas; H) y I) haz y envés de hoja de planton testigo sin
lesiones.
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Especies de Mycosphaerellaceae

4.4. Discusion

En este estudio se caracterizd por primera vez una coleccion de aislados de
Mycosphaerellaceae obtenidos de citricos con sintomas de mancha grasienta
procedentes de Espafia, Marruecos, Ghana y Panama basados en sus
caracteristicas morfoldgicas, culturales (fisiologicas), moleculares (region ITS) y
patogénicas. Siguiendo las recomendaciones de Quaedvlieg et al. (2014), el
estudio filogenético realizado se basé en secuencias de la region ITS, que
permitio separar claramente dos especies.

Los aislados de Panama y Ghana se identificaron como Z. citri-griseum
formando un clado con las secuencias referencia de esta especie depositadas en el
GenBank y procedentes de diferentes regiones del mundo como EE.UU.,
Tailandia, Vietnam y Tonga.

La nomenclatura del agente causal de la mancha grasienta ha sufrido una
serie de cambios desde su primera descripcion. Fisher (1961) citd a Cercospora
citri-grisea F.E. Fisher como el agente causal de la mancha grasienta en los
citricos. Posteriormente, Whiteside (1970) realizé una serie de estudios sobre la
etiologia de la enfermedad y la biologia de su agente causal, que nombr6é como
M. citri Whiteside para su forma sexual y Stenella sp. para su forma asexual.

Por su parte, Sivanesan (1984) denomin6 al anamorfo de M. citri como
Stenella citri-grisea (F.E. Fisher) Sin. Posteriormente, en el estudio de Pretorius
et al. (2003) se refieren también a S. citri-grisea como sindénimo de M. citri,
indicando que en realidad se trata de un complejo de especies. Es importante
reseflar que los especimenes de M. citri analizados morfologicamente por
Pretorius et al. (2003) no fueron sometidos a ningun tipo de analisis molecular.
Por otra parte, las secuencias ITS de referencia de M. citri analizadas incluidas en
nuestro estudio corresponden a dos aislados de Goodwin y Zismann (2001), que
no fueron analizados morfoloégicamente en el estudio de Pretorius et al. (2003).
Algunos afios mas tarde, Crous et al. (2009¢) basandose en estudios filogenéticos
moleculares, propusieron un cambio al nombre del género del agente causal de la
mancha grasienta de los citricos nombrandolo como Z. citri (Whiteside) Crous.
Con este cambio, se priorizaba el nombre mas antiguo, independientemente de si
era teleomorfo o anamorfo. Esta propuesta incumplia las normas de
nomenclatura botdnica vigentes en aquel momento, pero el nuevo codigo de
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Melbourne aprobado en 2011 acept6 finalmente el uso de un tinico nombre para
hongos pleomorfos priorizando el mas antiguo (Norvell, 2011).

Braun y Urtiaga (2013) indicaron el nombre Zasmidium citri-grisea (F.E.
Fisher) Crous como sinénimo preferente de M. citri. Por su parte, Braun et al.
(2014) propusieron una nueva combinacion denominada Z. citri-griseum (F.E.
Fisher) U. Braun & Crous, comb. nov., curiosamente sin ni siquiera nombrar a Z.
citri-grisea como sindénimo. Braun et al. (2014) formularon esta combinacion
considerando como nombre mas antiguo a C. citri-grisea F.E. Fisher. Sin
embargo, estos autores cuestionan que C. citri-grisea y M. citri sean realmente
conespecificas, ya que no se ha demostrado que exista una conexion genética
entre ellas. En estudios previos, Aptroot et al. (2006) realizaron observaciones
morfologicas del isotipo y el topotipo de M. citri. Estos autores indicaron que el
isotipo era idéntico a Davidiella ammophilae (Durieu & Mont.) Aptroot y el
topotipo pertenecia en realidad a la especie M. punctiformis (Pers.) Starbéck.
Aunque el estudio de Aptroot et al. (2006) no incluye datos moleculares,
actualmente se considera que el género Davidiella pertenece a la familia
Cladosporiaceae, lo que no encaja con las evidencias genéticas que sitlian a Z.
citri-griseum dentro de la familia Mycosphaerellaceae.

Esta situacion plantea un serio problema a la hora de nombrar de forma
correcta y univoca al agente causal de la mancha grasienta. Considerando que en
la presente tesis doctoral se ha utilizado material de referencia clasificado como
Z. citri-griseum, se ha optado por adoptar este nombre para el agente causal de la
mancha grasienta en Panama y Ghana. No obstante, como se indicara mas
adelante, se mantienen serias dudas sobre la perspectiva fitopatologica de todos
estos trabajos taxonoémicos previos.

Los resultados del analisis filogenético indican que los aislados de Panama y
Ghana obtenidos de parcelas de citricos corresponden a la especie Z. citri-
griseum. Con las salvedades indicadas anteriormente, esta especie se considera
como el agente causal de la mancha los citricos en las regiones citricolas del
Caribe y Centro América (Whiteside, 1970; Hidalgo et al., 1997; Aguilera-
Cogley y Vicent, 2015). Como ya se ha comentado, esta especie solo habia sido
citada causando dafios en citricos, principalmente en pomelos, naranjas,
mandarinas y limas (Timmer y Gottwald, 2000; Mondal y Timmer, 2006a).
Recientemente, se ha citado también asociada a manchas necrdticas en hojas de
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otros hospedantes como Musa, Acacia mangium Willd (Crous et al., 2004b) y
Eucalyptus camaldulensis Dehnh (Burgess et al, 2007). Estos autores
confirmaron la identificacion a nivel de especie mediante secuencias de ADN
llegando a la conclusion de que este importante patdégeno en citricos tiene otros
hospedantes alternativos. Por su parte, Crous et al. (2004b) llegan incluso a
sugerir que la presencia de Z. citri-griseum en hospedantes distintos a los citricos,
como la Acacia y Musa, se deba probablemente a que todas estas especies
vegetales son nativas del Sudeste Asidtico y estdn ampliamente cultivadas como
especies exoéticas en otras zonas del mundo.

En nuestro estudio, las secuencias de los aislados de Z. citri-griseum de
Panamé y Ghana resultaron muy similares a la del aislado de referencia de Z.
citri-griseum CBS 122455 obtenido de Citrus sp. y las secuencias de aislados
obtenidos de otros hospedantes distintos a los citricos como Musa sp.
(CBS116426 y CBS 122456), A. mangium (CBS 116366), E. camaldulensis
(CMW 22518). Sin embargo, para determinar si los aislados de Z. citri-griseum
de citricos de Panama pueden inducir sintomas sobre estos otros hospedantes
seria necesario realizar pruebas de patogenicidad sobre ellos. En cualquier caso,
la consideracion de estas especies vegetales como hospedantes de Z. citri-
griseum no esta clara. El nimero de aislados obtenidos en estos estudios previos
es muy bajo y las prospecciones son poco representativas. Por otro lado, no hay
descripciones claras de los sintomas asociados a Z. citri-griseum en estas
especies vegetales. En algunos casos, se ha detectado Z. citri-griseum en lesiones
necroticas en hojas de Acacia conjuntamente con otras especies como M.
thailandica Crous, Himaman & M.J. Wingf y C. acaciae-mangii Crous,
Pongpanich & M.J. Wingf. (Crous et al., 2004b), por lo que no queda claro cual
de ellas seria realmente el agente causal de la enfermedad. En ninguno de estos
estudios previos se realizaron pruebas de patogenicidad ni reaislamientos para
confirmar los postulados de Koch-Pasteur. Este aspecto es fundamental para
diferenciar entre los hongos saprofitos o endofitos que utilizan la planta como
sustrato, de aquellos realmente patdgenos que infectan y causan enfermedad en la
planta hospedante.

La deteccion de Z. citri-griseum en Ghana supone la primera cita de este
patogeno en Africa Occidental. Previo a este estudio, en el continente africano
solo se habia citado a Z. citri-griseum afectando a naranja en Egipto (Haggag,
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2012). En este estudio se presentan datos morfolégicos del hongo y ensayos de
patogenicidad, pero no se incluyen datos moleculares que confirmen su
identidad. Seria de gran interés analizar estos aislados de Egipto conjuntamente
con los de otras zonas citricolas del Mediterraneo como Espana, Italia y
Marruecos para esclarecer su posicion taxondmica.

En nuestro estudio los aislados procedentes de Espafia y Marruecos se
identificaron como 4. africana, con una alta similitud genética con los aislados
de referencia de esta especie: CBS 680.95 (ant. M. africana), CBS 110500 (ant.
M. aurantia) y CBS 110843 (ant. M. ellipsoidea). La especie A. africana ha sido
descrita asociada a manchas necroticas en hojas y defoliacion en plantaciones de
Eucalyptus spp. (Crous, 1998; Carnegie, 2000; Park et al., 2000; Maxwell et al.,
2003; Hunter ef al., 2011), pero su patogenicidad no ha sido demostrada debido a
que ninguno de los trabajos citados incluyen ensayos de patogenicidad ni
reaislamientos para confirmar los postulados de Koch-Pasteur. Fueron Crous y
Wingfield (1996) quienes identificaron por primera vez a M. africana asociada a
manchas necroticas en hojas de arboles de E. deanei Maiden, E. globulus Labill,
E. grandis W. Hill ex Maiden, E. radiata Sieber ex DC y E. viminalis Labill. en
Sudafrica. Por otra parte, Crous y Wingfield (1996) describieron también a M.
ellipsoidea como especie asociada a manchas necréticas en hojas de E.
cladocalyx F. Muell. En Australia, Maxwell et al. (2003) describieron por
primera vez a M. aurantia asociada al mismo sindrome en plantaciones de E.
globulus. En Espaiia, se ha citado la presencia de M. aurantia asociada a
manchas necroticas en hojas de plantaciones de E. globulus en Galicia (Otero et
al., 2006). Posteriormente, se citd también a M. ellipsoidea afectando a la misma
especie de eucalipto en el Pais Vasco (De Blas et al., 2009). Mas recientemente
se ha descrito la especie M. africana asociada a la misma sintomatologia en
plantaciones de E. globulus en Galicia (Aguin et al., 2013). Los estudios
filogenéticos con secuencias de varios genes realizados por Quaedvlieg et al.
(2014) agruparon las tres especies mencionadas anteriormente, M. africana, M.
ellipsoidea y M. aurantia, dentro de una unica especie denominada A. africana.
Nuestro estudio seria la primera cita de 4. africana en una especie vegetal
distinta a los eucaliptos.

En el estudio morfolégico se encontré una gran variabilidad entre los
aislados de las dos especies identificadas, Z. citri-griseum y A. africana. Las
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colonias mostraron diferentes coloraciones en el anverso y reverso en los medios
de cultivo evaluados. Los aislados de Z. citri-griseum incluidos en nuestro
estudio mostraron similitud en la coloracion en los diferentes medios de cultivo
con ¢l aislado de referencia de Z. citri-griseum CBS 122455. Sin embargo, con
los aislados de A. africana no fue posible establecer una concordancia clara de
las coloraciones con los aislados de referencia utilizados. La presencia de
pigmento se observo solo en el medio de cultivo PDA y Unicamente en algunos
aislados de Z. citri-griseum de color amarillo y de color rojo en otros de A.
africana. De los aislados de referencia de A. afiicana estudiados solo el CBS
110500 (ant. M. aurantia) produjo pigmento rojo en medio de cultivo PDA,
coincidiendo con el pigmento observado en algunos de los aislados de A4.
africana de este estudio. Crous y Wingfield (1996) citan que 4. africana CBS
680.95 (ant. M. africana) produce pigmento difuso color chocolate en medio de
cultivo MEA. De igual manera, Maxwell ef al. (2003) citan que 4. africana CBS
110500 (ant. M. aurantia) también produce pigmento color naranja marrén en
MEA. En nuestro caso, ninguno de los aislados de esta especie evaluados,
incluidos los tres de referencia arriba incluidos, desarrollaron dicho pigmento en
este medio de cultivo.

En relacion a la forma, dimensiones y color de las ascosporas, los aislados
de Z. citri-griseum de Panama coincidieron con las descritas para esta especie
(Whiteside, 1970), encontrandose ligeras diferencias de longitud. En el caso de
A. africana las ascosporas mostraron similitud en la forma de las mismas y se
situaron dentro del rango descrito para esta especie (Crous y Wingfield, 1996;
Maxwell et al., 2003) (Tabla 4.4). Al comparar las ascosporas de Z. citri-griseum
de Panama con respecto a las de A. africana de Espafia no se observaron
diferencias en cuanto a la forma, color y presencia de un unico tabique central.
En relacién a las medidas de largo y ancho de las ascosporas tampoco se
encontraron diferencias notables entre ambas especies.

En el presente estudio los datos de crecimiento miceliar se analizaron
mediante la funcién de respuesta a la temperatura de Magarey et al. (2005),
previamente desarrollada por Yin et al. (1995). Se determinaron las curvas de
crecimiento y las temperaturas optimas, maximas y minima para las especies Z.
citri-griseum y A. africana, considerando un total de 42 aislados. Una de las
ventajas de esta funcion es que produce curvas suaves y realistas tomando en
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cuenta unicamente tres parametros (7min, Zopt ¥ Tmax) CON una interpretacion
bioldgica clara. Otro aspecto interesante es que combina diferentes tipos de
respuesta: exponencial a bajas temperaturas, lineal positiva a temperaturas
intermedias, en forma de parabola a temperaturas Optimas y negativa a altas
temperaturas (Yan y Hunt, 1999).

En el estudio de temperaturas se encontraron diferencias notables entre las
dos especies identificadas. El primer grupo formado por los aislados de Z. citri-
griseum de Panama, Ghana y el aislado de referencia CBS 122455 que
presentaron una temperatura 6ptima de crecimiento de 27,88 °C. Estos resultados
coinciden con los descritos por Mondal y Timmer (2002) para la formacion y
desarrollo de pseudotecios de Z. citri-griseum con una temperatura optima de 28
°C. Los aislados de A4. africana de Espafia y Marruecos y los tres de referencia
presentaron una temperatura 6ptima de crecimiento significativamente menor de
21,9 °C. En este sentido, Crous y Wingfield (1996) indicaron que la temperatura
optima de crecimiento de A. africana se situaba entre los 20-25 °C, lo que
coincide con los resultados obtenidos en nuestro trabajo. El estudio de respuesta
a la temperatura demuestra que la especie Z. citri-griseum es mas termofila que
A. africana. De hecho, A. africana fue capaz de crecer a 5 °C pero no a 35 °C,
justo al contrario que Z. citri-griseum.

La diferente respuesta de Z. citri-griseum y A. africana a la temperatura
podria tener relacion también con la biogeografia de ambas especies. Las
regiones de Panamad y Ghana donde se ha detectado Z. citri-griseum se
consideran de clima tropical segun la clasificacion de Koppen-Geiger. En paises
de Centro América como Costa Rica y Belice, donde Z. citri-griseum ha sido
descrito causando dafios en citricos, las condiciones climaticas son también
tropicales. La caracteristica diferencial de este tipo de climas es que la
temperatura media mensual es de al menos 18°C. En cambio, los climas semi-
aridos Mediterraneos, donde se ha detectado 4. africana en Espaiia y Marruecos,
se caracterizan por presentar inviernos frios, con temperaturas medias muy por
debajo de los 18 °C. Florida, donde la macha grasienta causada por Z. citri-
griseum ha sido ampliamente estudiada, se ubica en una zona de clima
subtropical hiimedo (Cfa) caracterizada por veranos muy calurosos y con
precipitaciones constantes a lo largo del afio. Estos patrones climaticos sugieren
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que Z. citri-griseum seria una especia adaptada a las zonas citricolas calidas
mientras que 4. africana se desarrolla mejor en climas templados.

En los ensayos de patogenicidad realizados con suspensiones de micelio se
demostro que los aislados de Z. citri-griseum procedentes de Panama eran
capaces de inducir sintomas tipicos de mancha grasienta en plantones de naranja
‘Valencia’. En las plantas inoculadas se observo clorosis en el haz de las hojas y
pustulas de color oscuro en el envés, sintomas idénticos a los descritos para esta
enfermedad (Timmer y Gottwald, 2000). Estos resultados coinciden con estudios
previos donde se realizaron también inoculaciones con suspensiones de micelio
lograndose reproducir sintomas de mancha grasienta (Whiteside, 1970; 1972;
1973a; 1974). En nuestro caso, los valores de severidad mas frecuentes fueron los
de la categoria 1 (1-10 pustulas), observandose dafios foliares de esta categoria
en un 100% de los plantones. Whiteside (1974), inoculando suspensiones de
micelio, obtuvo también valores de severidad relativamente bajos del 16-44% del
area foliar afectada en plantas de limon rugoso. Por su parte, Mondal y Timmer
(2006b) inocularon plantones de esta misma especie con suspensiones de 10*
ascosporas mL™', obteniendo valores de severidad de 2,78-3,30 en una escala de
0-5, siendo el valor 5 aproximadamente un 20% del area foliar afectada. En el
presente estudio no se realizaron inoculaciones con ascosporas debido a
imposibilidad de obtener pseudotecios en medio de cultivo artificial. Todos los
aislados evaluados se sembraron en PDA, OA, SNA y MEA, sin que se observara
ningun tipo de esporulacion. Por otro lado, obtener volimenes y concentraciones
altas de ascosporas a partir de hojas secas caidas al suelo resulta dificil debido a
la ingente cantidad de hojarasca necesaria. Por otra parte, con este sistema basado
en la hojarasca tampoco habria certeza de que las ascosporas extraidas
correspondan con el aislado concreto a estudiar.

En los ensayos de patogenicidad realizados con aislados de 4. africana
procedentes de plantaciones de citricos de Espafia, ninguno fue capaz de
reproducir sintomas sobre plantones de ‘Ortanique’. En estudios preliminares
Vicent et al. (2006) realizaron inoculaciones con suspensiones de micelio sobre
plantones de diferentes cultivares de mandarina y pomelo logrando reproducir
sintomas, pero sin completar el reaislamiento necesario para confirmar los
postulados de Koch-Pasteur. Ademas de la escasa actividad parasitaria de A.
africana, un aspecto que podria haber afectado negativamente a estos ensayos de
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patogenicidad fue que las condiciones del umbraculo de malla no reprodujeron
las situaciones de estrés que seguramente predisponen a los arboles para
desarrollar la enfermedad en nuestras condiciones.

En la cuenca del Mediterraneo se han observado sintomas de mancha
grasienta en varias especies de citricos, aunque los dafos de la enfermedad son
poco importantes si los comparamos con los descritos en las regiones himedas de
clima tropical. Uno de los aspectos que favorecen las infecciones de Z. citri-
griseum en estas zonas es la formaciéon de micelio epifitico, que crece
superficialmente sobre las hojas y facilita la infeccion del patogeno a través de
los estomas de las hojas (Timmer y Gottwald, 2000). Este micelio epifitico se
desarrolla en condiciones de alta humedad y elevada temperatura, donde
claramente compite mejor una especie termoéfila como Z. citri-griseum. Aunque
no se ha comprobado experimentalmente, es probable que los aislados de A.
africana no desarrollen este micelio epifitico en citricos debido a las condiciones
climaticas semi-aridas, donde la pluviometria es muy baja.

Hasta la fecha, la especie A. africana solo se habia citado en Eucalyptus. En
prospecciones realizadas durante los afios 1999 a 2002 en plantaciones de
diferentes cultivares de E. globulus en Australia, se observaron incidencias de
necrosis foliares de hasta un 100% (Barber et al., 2008). Por su parte, Aguin et
al. (2013) realizaron prospecciones en Galicia durante los afios 2005 y 2007,
determinando que un 93% de las plantaciones de eucalipto presentaban sintomas
de manchas necroéticas en hojas. No obstante, ninguno de estos estudios aporta
evidencias que demuestren la patogenicidad de A. africana sobre estas especies
vegetales y podria tratarse por lo tanto de un sapréfito o endofito que utiliza al
eucalipto como sustrato.

En nuestro estudio, no fue posible realizar inoculaciones con los aislados de
Z. citri-griseum de Ghana y A. africana de Marruecos debido a las restricciones
bioseguridad. No obstante, en una situacion ideal, lo recomendable seria un
estudio de patogenicidad conjunto con aislados procedentes de todos estos paises.
En conclusién, basandonos en los resultados obtenidos, se ha identificado la
especie A. africana asociada a la macha grasienta de los citricos en Espafia y
Marruecos y Z. citri-griseum como agente causal de la mancha grasienta en
Panama, estando asociada también a la enfermedad en Ghana.
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Capitulo 5

EPIDEMIOLOGIA Y CONTROL DE LA MANCHA GRASIENTA
DE LOS CITRICOS EN PANAMA

5.1. ANTECEDENTES

La mancha grasienta de los citricos, causada por Z. citri-griseum, es una
enfermedad que se caracteriza por inducir la defoliacion prematura y una
reduccion en el rendimiento en diferentes especies de citricos. La gran mayoria
de los estudios epidemiologicos de esta enfermedad se han realizado en EE.UU.,
en areas citricolas de Florida y Texas donde la enfermedad ha sido
historicamente un problema (Whiteside, 1970; Timmer et al., 1980; Timmer et
al., 1995; Timmer et al., 2000). Por otro lado, en Centro América y el Caribe la
enfermedad ha sido reportada afectando plantaciones de diferentes especies de
citricos, aunque unicamente en Costa Rica se han realizado estudios para
determinar su epidemiologia bajo condiciones climaticas tropicales (Hidalgo et
al., 1997).

El ciclo de la enfermedad de la mancha grasienta se inicia con la formacion
de pseudotecios en la hojarasca infectada en descomposicion debajo de los
arboles (Timmer y Gottwald, 2000). Los pseudotecios contienen numerosas ascas
que expulsan al aire las ascosporas cuando se mojan las hojas (Timmer, 1999).
Las ascosporas se depositan en el envés de las hojas, donde luego germinan y
desarrollan un micelio epifitico. La infeccion se da a través de los estomas y el
desarrollo del hongo en el mesoéfilo de la hoja es lento y generalmente necesita de
tres a seis meses para producir sintomas (Timmer, 2002). Finalmente, las hojas
infectadas caen al suelo y producen mas ascosporas completando el ciclo.

109



CAPITULO 5

Las ascosporas estan consideradas la principal fuente de indculo de Z. citri-
griseum, mientras que las conidias asexuales estdn consideradas de poca
importancia en la epidemiologia de la enfermedad. En Florida, donde este
patogeno ha sido estudiado ampliamente, la dinamica de liberacion de ascosporas
ha variado con el paso de los afios. Whiteside (1974) reportd que la mayor
concentracion de ascosporas en el aire ocurria a partir del mes de junio.
Posteriormente, con el aumento de la frecuencia del riego con microaspersores,
este patron de liberacidon de ascosporas se adelantd a los meses de abril y mayo
(Timmer et al., 2000). Las infecciones dependen principalmente de la velocidad
con que se desarrolla el micelio epifitico del hongo, que esta influido por las
condiciones de temperatura y lluvia (Timmer et al., 2004).

Por otro lado, el control de la mancha grasienta de los citricos se basa en la
aplicacion de fungicidas quimicos dirigidos a disminuir la severidad de la
enfermedad en hojas y la posterior defoliacion. En Florida se han citado
reducciones de cosecha de hasta un 45% en pomelo y 25% en naranja (Timmer y
Gottwald, 2000). Los aceites minerales, junto con benomilo y los fungicidas
cupricos se han utilizado ampliamente en el control de la mancha grasienta. No
obstante, en algunos casos los cobres pueden resultar fitotoxicos y causar dafios
en la corteza de los frutos (Timmer, 2002).

Se han realizado también algunos experimentos de control dirigidos a
reducir el inoéculo en la hojarasca. Whiteside (1973b) evalud la aplicacion de
varios fungicidas sobre la hojarasca en descomposicion en parcelas de pomelo,
siendo benomilo el tnico capaz de reducir la produccion de ascosporas. Por su
parte, Mondal y Timmer (2003a) realizaron tratamientos con urea, carbonato de
calcio y dolomita sobre la hojarasca, que limitaron el desarrollo de los
pseudotecios de Z. citri-griseum reduciendo asi la cantidad de inoculo disponible
en la parcela. Sin embargo, a pesar de su potencial para reducir el indculo en las
parcelas, estas medidas no parecen proporcionar un control suficientemente
eficaz y son poco utilizadas en la practica, por lo que las aplicaciones foliares de
fungicidas siguen siendo necesarias.

Actualmente, en Panama no se dispone de informacion sobre la
epidemiologia y el control de la mancha grasienta de los citricos. Por tal motivo,
es necesario realizar experimentos para estudiar la dinamica de la defoliacion,
determinar los momentos de disponibilidad de inéculo y los periodos de
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infeccion de Z. citri griseum bajo las condiciones de Panama, asi como también
evaluar la eficacia de las estrategias de aplicaciones fungicidas.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Epidemiologia de 1a mancha grasienta

5.2.1.1. Parcela experimental

El estudio se llevd a cabo en una parcela comercial de naranja ‘Valencia’
fuertemente afectada por la mancha grasienta, con una superficie de cinco
hectareas situada en la localidad de Churuquita, provincia de Coclé, Panama (Fig.
4.3). La parcela se plantdé en 1998 sobre citrumelo Swingle, con un marco de
plantacion de 3 x 7 m. Dentro de la parcela se selecciond un area experimental de
80 arboles donde no se habia realizado previamente ningin tratamiento
fungicida. Como 4rea experimental efectiva de trabajo se seleccionaron los 24
arboles centrales, donde se realizd el seguimiento epidemiologico de la
enfermedad.

Las variables meteoroldgicas en la parcela experimental se registraron cada
hora con una estacion meteorologica automatica (Watch Dog Series 1.000 Plant
Disease Station, Spectrum Technologies, EE.UU.) con sensores de temperatura
del aire (precision =+0,6°C), humedad relativa (precision +3,0%), lluvia
(resolucion 0,2 mm) y un sensor humectacion con un rango de 0 (seco) — 15
(mojado). El sensor de humectacion se colocd a una altura de 1,5 m del suelo,
orientado al norte y con un angulo de inclinaciéon de 30° sobre la horizontal.

5.2.1.2. Dinamica de la defoliacion

Desde marzo de 2012 hasta abril de 2013 se siguidé la dinamica de
defoliacion de los arboles de naranja en el area experimental de la parcela en
estudio. Los 4rboles se cubrieron con una malla plastica de 10 x 10 m, con
aberturas de 1 x 1 cm y fijada al suelo por pasadores de acero inoxidable de 15
cm de largo. En total se cubrieron con malla seis grupos de dos arboles cada uno
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(Fig. 5.1). Previamente a la colocacion de las redes se elimino toda la hojarasca
presente en el suelo en cada grupo de arboles. Se establecid una frecuencia
mensual para la retirada de las hojas caidas al suelo que luego se pesaron de
forma individual para cada grupo de arboles, estimando asi la cantidad mensual
de hojas (g) defoliadas por arbol. Posteriormente, las hojas recogidas cada mes se
colocaron en la superficie del suelo bajo una malla en un 4rea anexa a la parcela
experimental, para ser utilizadas en el experimento de seguimiento de la
produccioén de indculo a partir de la hojarasca (apdo. 5.2.1.3).

%
=y

h

W)

Figura 5.1: Grupos de dos arboles de naranja ‘Valencia’ cubiertos con mallas plasticas
donde se realiz6 el seguimiento de la dinamica de la defoliacion en Churuquita, Panama.

5.2.1.3. Dindamica de la produccion de inéculo en la hojarasca

Desde marzo de 2011 hasta marzo de 2013 se siguid la produccion de las
ascosporas de Z. citri-griseum a partir de las hojas caidas al suelo en el area
experimental de la parcela en estudio. Durante el primer afio la produccion de
in6culo se estudio mediante la recoleccion mensual de todas las hojas caidas al
suelo en el area experimental comprendida por 24 arboles. En el segundo afio de
estudio la metodologia se modificé realizando la recogida de las hojas
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unicamente en un area experimental de 12 arboles, los mismos que se cubrieron
con mallas plasticas (apdo. 5.2.1.2). Las hojas del suelo recogidas mensualmente
se agruparon y se colocaron bajo una malla de pléstico de 2 x 2 m, con aberturas
de 2 x 2 cm y fijadas al suelo por seis pasadores de acero inoxidable de 15 cm de
largo (Fig. 5.2).

Figura 5.2: Malla plastica con hojas secas caidas al suelo recolectadas mensualmente
para medir la produccion de indculo en la hojarasca.

De las mallas plasticas con hojas del suelo colectadas mensualmente (Fig.
5.2) se recogieron muestras de 25 g de hojas con una frecuencia quincenal y se
llevaron al laboratorio de Proteccion Vegetal del IDIAP en el Centro de
Investigaciones Agropecuarias Central ubicado en Divisa, provincia de Herrera.
Una vez en el laboratorio, se determind el grado de descomposicion de las hojas
siguiendo la metodologia descrita por Mondal y Timmer (2002). Esta técnica
consiste en seleccionar 10 hojas al azar de cada muestra y determinar su grado de
descomposicion mediante una escala de 0 a 3 donde 0 = no descompuesta,
todavia firme; 1 = parcialmente descompuesta, flexible todavia intacta; 2 =
moderadamente descompuesta, pérdida de algunas laminas y 3 = altamente
descompuesta, hoja esqueletizada (Fig. 5.3). Seguidamente, se calculd un indice
promedio de descomposicion de las hojas (IPD) en porcentaje, mediante la
siguiente formula:

Xng;
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donde n;= numero de unidades en la categoria i, g;= grado de la categoria i, N=
numero total de las unidades evaluadas y G= grado méaximo de la escala. Con los
datos resultantes se estim6 el numero de dias hasta la descomposicion total de las
hojas (DDH) cuando la muestra alcanzo el valor 100%.

Figura 5.3: Escala de descomposicion de la hojarasca en categorias A) 0 =
no descompuesta, todavia firme; B) 1 = parcialmente descompuesta, flexible todavia
intacta; C) 2 = moderadamente descompuesta, pérdida de algunas laminas; D) 3 =
altamente descompuesta, hoja esqueletizada.

Para cuantificar el nimero de ascosporas presentes en cada muestra de hojas
(25 g), éstas se sumergieron durante 15 min en agua destilada estéril e
inmediatamente después de la inmersiéon se colocaron dentro de un tinel de
viento (Fig. 5.4 A) con el envés expuesto hacia arriba durante 30 min hasta que
aparecian visiblemente secas (Whiteside, 1973b; Vicent et al., 2011). La
temperatura del aire y el agua se mantuvo a ~23 °C durante todo el proceso. Las
ascosporas liberadas de la hojarasca se recogieron en un portaobjetos de vidrio
(26 x 76 mm) recubierto con aceite de silicona (Merck GmbH, Alemania) (Fig.
5.4 B). Los portaobjetos se tifieron con azul de lactofenol y se fijaron con un
cubreobjetos de 22 x 22 mm. Finalmente se cuantifico el nlimero de ascosporas
de Zasmidium basandose en el protocolo de la Red Espafiola de Aerobiologia
(Soldevilla et al., 2007) que consiste en realizar cuatro barridos longitudinales
con un microscopio Optico a 400X. Solo se cuantificaron las ascosporas que
mostraban la morfologia caracteristica de Z. citri-griseum (apdo. 3.3.2). Con
estos valores se obtuvo la variable nimero acumulado de ascosporas liberadas en
las muestras mensuales de hojas de cada malla hasta la descomposicion total de
las hojas (ASCH).
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Figura 5.4: A) Tunel de viento utilizado para la extraccion de ascosporas de Zasmidium
citri-griseum de la hojarasca; B) portaobjeto recubierto con silicona para la captura de
ascosporas.

A partir de los datos registrados por la estacion meteoroldgica se calcularon
para cada periodo mensual de recoleccion de hojas las siguientes variables
meteorologicas: PPA: precipitacion pluvial acumulada (mm), DPP: dias con
precipitacion pluvial >1 mm (n°), TP: temperatura promedio (°C) y HRP:
humedad relativa promedio (%).

Todos los analisis de los datos de los experimentos del presente Capitulo se
realizaron con el software R v 2.15.1 (R Development Core Team, 2013).
Inicialmente se aplico un analisis descriptivo numérico y grafico sobre las
variables respuesta y explicativas. Posteriormente, se estudid la posible
correlacion lineal entre las variables mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson. Por ultimo, los datos se analizaron mediante modelos lineales
generalizados (GLM) para determinar las posibles relaciones entre las variables
respuesta (DDH y ASCH) y las variables meteoroldgicas (PPA, DPP, TP y
HRP).

En el modelo para la variable respuesta DDH, al tratarse de una variable de
tipo conteo, se ajustd con una regresion de Poisson. Ademas, se incluyeron en el
modelo como variables explicativas las variables meteorologicas y la variable
ASCH.
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El modelo inicial fue el siguiente:
DDH; ~ Po(u;)
log(u;) = Bo + B1DPP; + $,PPA; + B3TP; + B HRP; + BsASCH; i =1...25

donde By y Bj, j =1..5so0n los pardmetros de regresion. Como nexo de

union entre el predictor lineal y la respuesta media se utilizo el logaritmo.

De igual manera, al ser también de tipo conteo, la variable respuesta ASC se
modelizd inicialmente con la regresion de Poisson, pero se encontraron graves
problemas de sobredispersion. Por tal motivo, se decidié aplicar la distribucion
binomial negativa con la que se consiguié solucionar el problema de la
sobredispersion aplicando el siguiente modelo:

ASCL ~ BN(ri'pi)
log(u)) = Bo + B1DPP; + B,PPA; + BsTP; + B,HRP;, + B<DDH; i=1..25

donde: ASC; el nimero de ascosporas liberadas hasta su total liberacion en r;
ocasiones en el mes i.

Wi = @ (7;: el nimero de éxitos donde todas las ascosporas estan

L
liberadas y p; es la probabilidad de que no se liberen ascosporas). Los
coeficientes By y Bj, j=1..5 los parametros de regresion. Como nexo de

unioén entre el predictor lineal y la respuesta media se utilizé el logaritmo.

La eleccion de los modelos se realizd mediante una busqueda secuencial
basada en el valor mas bajo del criterio de informacion de Akaike (AIC) (Akaike,
1974). También se observd si las variables incluidas en el modelo fueron
significativas buscando el principio de maxima parsimonia. Adicionalmente, se
confirmé la ausencia de sobredispersion en el modelo ajustado mediante el
calculo del parametro de dispersion dividiendo el valor de la ‘deviance’ residual
del modelo ajustado éntre los grados de libertad. Por ultimo, se realizé un
diagnostico de los modelos de las variables respuesta (DDH y ASCH) mediante
la representacion grafica de los residuos 'deviance'.
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5.2.1.4. Seguimiento del indculo en el aire y periodos de infeccion

Desde marzo de 2011 hasta marzo de 2013 se sigui6 la dinamica de las
ascosporas de Z. citri-griseum en el aire en la parcela experimental. Para ello se
empled un sistema de captura pasiva de ascosporas colocando dos portaobjetos
de vidrio (26 x 76 mm) impregnados con aceite de silicona. Los portaobjetos se
colocaron en el centro del area experimental sobre un soporte de madera con un
protector plastico cenital (0,3 x 0,3 m) para evitar el impacto directo de la lluvia.
Los portaobjetos se situaron con una orientacién norte y sur a 0,25 m de la
superficie del suelo y con una inclinacion de 45° sobre la horizontal (Fig. 5.5 Ay
B) (Campbell y Madden, 1990). Los portaobjetos se cambiaron con una
frecuencia semanal y se trasladaron al laboratorio donde se tifieron con azul de
lactofenol y se fijo un cubreobjetos de 40 x 22 mm. Se cuantificé el nimero de
ascosporas de Z. citri-griseum en cada portaobjetos siguiendo la misma
metodologia descrita en el apdo. 5.2.1.3 (Soldevilla et al., 2007). Finalmente, se
calculo el nimero total de ascosoras capturadas por semana (ASC).

La presencia de infecciones en la parcela experimental se determind
semanalmente durante el mismo periodo durante el que se siguid el indculo en el
aire. Para ello se realizaron exposiciones de plantas trampa, que consistian en
plantones de naranja ‘Valencia’ de dos afios de edad injertados sobre citrumelo
Swingle. La preparacion de los plantones se realizéd de la misma forma descrita
en el apdo. 4.2.5. Los plantones se mantuvieron en un umbraculo de malla a ~27
°C. Las plantas se podaron por completo para forzar el crecimiento de nuevos
brotes y se llevaron a campo al menos dos plantas con una altura aproximada de
1,50 m (Fig. 5.6). Las podas se realizaron de forma escalonada para disponer de
plantas en todos los periodos de exposicion semanal. Tras el periodo de
exposicion semanal, coincidente con el periodo de exposicion de los
portaobjetos, las plantas se trasladaron al umbraculo de malla (~27 °C) y
transcurridos diez meses se evalué en cada planta la incidencia (INC) de la
mancha grasienta, definida como numero de hojas con sintomas de mancha
grasienta sobre un total de 100 evaluadas.
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Figura 5.5: Sistema empleado para el seguimiento de la dinamica del indculo: A) soporte
de madera para colocacion de los portaobjetos de vidrio; B) portaobjeto con una
inclinacion de 45° sobre la horizontal.

Figura 5.6: Planta trampa de naranja ‘Valencia’ de dos afios de edad empleada en el
seguimiento de los periodos de infeccion de Zasmidium citri-griseum.

A partir de los datos registrados por la estacion meteorologica, se calcularon
para cada periodo semanal las siguientes variables meteoroldgicas: PPA:
precipitacion pluvial acumulada por semana (mm), DPP: dias con precipitacion
pluvial >1 mm por semana (n°), TP: temperatura promedio por semana (°C),
HRP: humedad relativa promedio por semana (%), HH: humectacion por semana
(h), PH: periodos de humectacion >1 h por semana (n°) y PPH: promedio de la
duracion de los periodos de humectacion >1 h por semana (h).
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Los valores de las variables respuesta (ASC e INC) y explicativas (PPA,
DPP, TP, HRP, HH, PH y PPH) se analizaron inicialmente de forma descriptiva.
Posteriormente, se estudié la posible correlacion lineal entre las variables
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.

Se estudiaron las relaciones de las variables respuesta ASC y INC con las
variables explicativas mediante un GLM. Para cada una de estas variables
respuesta se propusieron dos tipos de modelos. Un primer modelo que incluia
unicamente variables meteoroldgicas y un segundo modelo al que se le anadié
una componente temporal. Debido a la mayor complejidad de estos modelos
respecto a los del apdo. 5.2.1.3, su ajuste se realizd0 mediante estadistica
bayesiana con el paquete R-INLA. A diferencia de la estadistica frecuentista, la
estadistica bayesiana incorpora informacién previa mediante distribuciones de
probabilidad que, junto con la funcion de verosimilitud de los datos,
proporcionan la distribucion a posteriori de los pardmetros. En nuestro estudio, al
no disponer de ningtn tipo de informacion previa, se utilizaron las distribuciones
previas no informativas que aplica por defecto el paquete R-INLA.

Para plantear estos modelos se siguieron los siguientes pasos: de todas las
posibles combinaciones de modelos se seleccionaron los que presentaron
inicialmente un menor valor del estadistico ‘Deviance Information Criterion’
(DIC) (Spiegelhalter et al., 2002), similar al AIC pero para modelos bayesianos.
El proceso de seleccion de modelos se realizd6 también en base al valor del
estadistico ‘Conditional Predictive Ordinate’ (LCPO) (Roos y Held, 2011) que
evalua la capacidad predictiva del modelo. En concreto, se empled el valor LCPO
calculado como - log(CPO). Se consideré el mejor modelo aquel que presentaba
el valor LCPO mas proximo a cero.

La variable respuesta ASC se modelizé mediante una regresion de Poisson,
donde la transformacion que une el predictor lineal con la variable respuesta es el
logaritmo. En el primer modelo se consideraron como variables explicativas
todas las variables meteorologicas descritas anteriormente y en el segundo
modelo propuesto se afadido a las variables meteorologicas una componente
temporal autorregresiva de orden 1 mediante la variable ‘semana’. Es decir, el
numero de ascosporas podia depender del nimero de ascosporas de la semana
anterior.
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Los modelos planteados fueron los siguientes:
Modelo 1: solo variables meteorologicas explicativas
ASC; ~Po(y;) i=1..104
log(u;) = X;p
B;j~N(0,0.001)
Modelo 2: variables meteorologicas explicativas + componente temporal
Funcién de verosimilitud de los datos:
ASC; ~ Po(y;)) i=1..104
log(u;) = X;B + f1(Semana,)
donde
fi(Semana;) = p fi(Semana;_,) +¢€; i=2..104
lpl<1
Distribuciones a priori de los parametros:

Bo~N(0,0.01) B;~N(0,0.001) j=1..7

fi(Semana,) ~ N (0, (r(1- pz))_l)
Ei"‘"N(O, T_l)
Distribuciones a priori de los hiperparametros que utiliza por defecto R-INLA:

log(z(1 - p?)) ~ logGamma(1,5 x 1075)
1+p

En cuanto a la variable respuesta INC se modeliz6 mediante una regresion
logistica utilizando el logit como ‘link’ entre el predictor lineal y la respuesta
media. En un primer modelo se incluyeron como variables explicativas todas las
variables meteoroldgicas descritas anteriormente y también la variable ASC. En
un segundo modelo se incluy6 también una componente temporal autorregresiva
de orden 1, puesto que la incidencia de una semana podia depender de la
incidencia de la semana anterior.
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Los modelos planteados fueron los siguientes:
Modelo 1: solo variables explicativas

INC; ~ Bin (100,7;) i=1..104

! ( il )—X
09 1-n) " i
B;j~N(0,0.001)
donde

o exp(X;f)
TETT exp(X;B)

Modelo 2: variables explicativas + componente temporal
Funcion de verosimilitud de los datos:

INC; ~ Bin (100,7;)) i=1..104

log (1 fini) = X;f + fi(Semana;)
donde
fi(Semana;) = p fi(Semana;_;) +¢; i=2..104
lpl<1

Distribuciones a priori de los parametros:

Bo~N(0,0.01) B;~N(0,0.001) j=1..7

fi(Semana,) ~ N (0, (r(1- pz))_l)
€~N(0,71)
Distribuciones a priori de los hiperparametros que aplica por defecto R-INLA:

log(z(1 - p?)) ~ logGamma(1,5 x 1075)

1+p
l <—>~N 0,0.15
°9\1=, ( )
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5.2.2. Ensayos de control de la mancha grasienta

5.2.2.1. Parcelas experimentales

Los experimentos de control se realizaron en las localidades de Tambo y
Miraflores, ubicadas en la provincia de Coclé, Panama (Fig. 4.3). En la localidad
de Tambo, los experimentos se realizaron en la finca comercial Gabriela con
arboles de pomelo ‘Star Ruby’ de seis afios de edad y un marco de plantacion de
5 x 10 m. En la localidad de Miraflores, los experimentos se llevaron a cabo en la
finca comercial Bella Vista con arboles de naranja ‘Valencia’ de cinco afios de
edad y un marco de plantacion de 3,5 x 7 m. En ambos casos los arboles estaban
injertados sobre citrumelo Swingle. Estas parcelas se seleccionaron basandose en
su historial de elevada incidencia de mancha grasienta.

En todos los experimentos se dispuso de un disefio completamente al azar,
con parcelas elementales de 10 arboles y seis repeticiones con un arbol barrera
entre las parcelas elementales. Se compar6 una estrategia de aplicaciones foliares
con el fungicida fenbuconazol respecto a un testigo sin tratar (Tabla 5.1). En la
finca Gabriela las aplicaciones del fungicida se realizaron mediante un
pulverizador hidroneumatico (Arbus 2000 Super Export, Jacto) hasta alcanzar el
punto de goteo (~7 L arbol'). En la finca Bella Vista las aplicaciones del
fungicida se realizaron mediante un atomizador (SR 430, Still) hasta alcanzar el
punto de goteo (~3 L arbol™).

En el 2011 se realizaron tres aplicaciones del fungicida en los dos
experimentos separadas entre si unos 21 dias (Tabla 5.2). En 2012 solo se realiz6
una aplicacion fungicida en cada experimento (Tabla 5.2), basandose en los
resultados del seguimiento epidemiologico de ascosporas (Fig. 5.20), que
mostraba una mayor cantidad de indculo disponible del hongo en mayo. En 2013,
siguiendo el criterio del afio anterior, solo se realizd una aplicacion fungicida en
el experimento en la finca Gabriela y el experimento de la finca Bella Vista no se
continud. Los tratamientos coincidieron con los brotes entre el 20% (BBCH 32) y
90% (BBCH 39) de su tamafio final (Sanchez-Valladares, 2005).
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Tabla 5.1: Tratamiento fungicida evaluado para el control de la mancha
grasienta en Panama.

Product Dosi
Tratamiento ro uc.o Materia activa  Formulado Riqueza os1s

Comercial (g m.a. LP
Fungicida Indar Fenbuconazol OF*# 25% 0,12

Testigo - - - — .

* OF, suspension en aceite.
® Dosis de materia activa (m.a.) empleada en los experimentos utilizando un volumen de caldo aproximado
entre 1.200 — 1.400 L ha™!

5.2.2.2. Severidad de la enfermedad

Previo a las aplicaciones del fungicida, en el mes de mayo de cada afio de
estudio se seleccionaron al azar 10 brotes nuevos que se marcaron con una cinta
de color rojo (10 cm de largo) en cada uno de los arboles de los experimentos. La
evaluacion de la severidad de la enfermedad se realizé en cada uno de los brotes
marcados previamente empleando la escala de severidad (0-3) descrita en el
apdo. 4.2.5.

Tabla 5.2: Fechas de las aplicaciones fungicidas en los experimentos de control
de la mancha grasienta en Panama.

Experimentos Especie Aplicaciones fungicidas

Gabriela Pomelo  20/05/11  7/06/11  30/06/11 18/05/12  21/05/13

Bella Vista Naranja  9/06/11  1/07/11  21/07/11 16/05/12 ---

A los datos de severidad obtenidos en cada uno de los dos experimentos
durante los diferentes afios de estudio se les aplicd en primera instancia un
analisis descriptivo numérico y grafico mediante diagramas de cajas.

Como la variable repuesta severidad es de tipo ordinal, para el analisis
estadistico inferencial de los datos se aplico un modelo de regresion logistica
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ordinal (ORL) del tipo ‘Proportional Odds’, también llamados ‘Cumulative
Odds’, que se basan en las probabilidades acumuladas (Guisan y Harrell, 2000):

P(Y <j
logit(P(Y Sj)) = log (#Y]S)])) = Poj — MX1

donde - 7; = [; en el modelo de regresion ordinal.

5.2.2.3. Rendimiento de la cosecha

Los datos de cosecha se obtuvieron pesando todos los frutos de cada uno de
los arboles (kg arbol') de los experimentos en el momento de la recoleccion
comercial. A los datos de cosecha se les aplico un analisis descriptivo numérico y
grafico mediante diagramas de cajas. Posteriormente, los datos de cosecha se
analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) de un solo factor. Previo al
analisis ANOVA se comprobaron los supuestos de normalidad mediante el test
de Shapiro-Wilk, homogeneidad de varianza mediante el test de Bartlett e
independencia. Una vez ajustado el modelo ANOVA, se realiz6 un diagnostico
aplicando el test de normalidad de los residuos estudentizados, el test de
Breusch-Pagan para determinar la homocedasticidad de la varianza asi como la
independencia de los residuos.

5.3. RESULTADOS
5.3.1. Seguimiento epidemiologico de la mancha grasienta

5.3.1.1. Dinamica de la defoliacion

En el experimento de seguimiento de la dinamica de defoliacion de los
arboles afectados por la mancha grasienta se observaron dos periodos con
diferentes intensidades de defoliacion. Un periodo caracterizado por la poca
pérdida de hojas comprendido entre los meses de mayo a noviembre, siendo los
meses de junio y julio donde se registro una menor pérdida de hojas con valores
de 41,6 y 44,2 g arbol™ (Fig. 5.7). Por otro lado, el periodo de diciembre a abril
se caracterizd por una mayor pérdida de hojas defoliadas por arbol, siendo los
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meses de enero y febrero los de mayor pérdida de hojas con valores de 697,5 y
481,8 g arbol™ (Fig. 5.6).

1000 1
800 -
600 -

400 -

Hojas defoliadas (g arbol -)

200 A

abr.-12 may.-12 jun.-12 jul-12 ago.-12 sep.-12 oct.-12 nov.-12 dic.-12 ene.-13 feb.-13 mar.-13

Meses

Figura 5.7: Dindmica de la defoliaciéon en arboles de naranja ‘Valencia’ afectados por
mancha grasienta desde abril de 2012 a marzo de 2013.

5.3.1.2. Dindmica de la produccion de indculo en la hojarasca

En las Figs. 5.8-5.10 se muestran los datos del indice promedio de
descomposicion de las hojas (IPD) utilizado para estimar los DDH y las
ascosporas liberadas en cada uno de los muestreos durante los afios de estudio.
De igual manera, en las figuras 5.11-5.13 se muestran los datos diarios de las
variables PPA y HRP durante los afios de estudio. En las figuras 5.14-5.16 se
presentan los datos diarios de la variable TP. En la Tabla 5.3 se presentan en
forma resumida todos los datos obtenidos de las variables respuesta (ASCH y
DDH) y las variables explicativas (DPP, PPA, TP y HRP) en la dindmica de la
produccion de indculo en la hojarasca.

Los resultados del analisis descriptivo realizado con todas las variables
estudiadas se muestran en la Tabla 5.4. Se puede observar que las variables TP y
HRP presentaron poca variabilidad en los datos a diferencia de la variable
ASCH, que present6 una alta variabilidad.
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Figura 5.8: Indice promedio de descomposicion de las hojas (IPD) y numero de
ascosporas de Zasmidium citri-griseum liberadas en las muestras de hojarasca recogidas
en 2011.
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Figura 5.9: Indice promedio de descomposicion de las hojas (IPD) y numero de

ascosporas de Zasmidium citri-griseum liberadas en las muestras de hojarasca recogidas

en 2012.
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Figura 5.11: Precipitacion pluvial y humedad relativa promedio registradas durante el

seguimiento de la dindmica de produccion de indculo de Zasmidium citri-griseum en la
hojarasca recogida en 2011.
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Figura 5.12: Precipitacion pluvial y humedad relativa promedio registradas durante el
seguimiento de la dinamica de produccion de inoculo de Zasmidium citri-griseum en la
hojarasca recogida en 2012.
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Precipitacion Pluvial (mm)
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Figura 5.13: Precipitacion pluvial y humedad relativa promedio registradas durante el

seguimiento de la dindmica de produccion de inodculo de Zasmidium citri-griseum en la

hojarasca recogida en 2013.
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Figura 5.14: Temperatura registrada durante el seguimiento de la dindmica de
produccion de indculo de Zasmidium citri-griseum en la hojarasca recogida en 2011.
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Figura 5.15: Temperatura registrada durante el seguimiento de la dindmica de
produccion de indculo de Zasmidium citri-griseum en la hojarasca recogida en 2012.
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Figura 5.16: Temperatura registrada durante el seguimiento de la dindmica de
produccion de indculo de Zasmidium citri-griseum en la hojarasca recogida en 2013.
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Tabla 5.3: Datos mensuales de las variables respuesta y explicativas estudiadas
el experimento de produccion de inoculo de Zasmidium citri-griseum en la

hojarasca.

Aiio Mes ASCH? DDH DPP PPA TP HRP
2011 Marzo 7.642 85 33 636 25,48 81,52
2011 Abril 4.829 55 27 431 25,45 84,43
2011 Mayo 14 58 41 524 25,16 86,76
2011 Junio 0 44 37 471 24,86 86,90
2011 Julio 24 43 25 518 24,97 88,25
2011 Agosto 1.796 56 17 429 25,44 NAP
2011  Septiembre 388 57 33 470 25,20 NA

2011 Octubre 3 50 36 506 25,05 NA

2011  Noviembre 46 63 11 319 24,39 78,42
2011  Diciembre 1.281 113 23 234 25,16 77,27
2012 Enero 951 85 16 181 25,30 76,84
2012 Febrero 21.362 86 31 490 25,49 80,00
2012 Marzo 1.653 57 28 478 25,41 82,04
2012 Abril 3.581 57 28 445 25,58 83,96
2012 Mayo 162 42 16 269 25,42 83,00
2012 Junio 606 44 16 212 25,79 81,99
2012 Julio 155 29 16 394 25,12 86,34
2012 Agosto 143 29 18 252 25,77 85,01
2012 Septiembre 205 29 24 539 25,85 88,77
2012 Octubre 360 44 16 204 25,14 85,98
2012  Noviembre 2.134 98 21 122 25,37 79,35
2012 Diciembre 9.161 140 29 276 25,70 78,31
2013 Enero 9.032 113 28 268 25,81 78,64
2013 Febrero 15.073 99 26 284 25,96 79,61
2013 Marzo 16.348 71 22 272 26,04 80,13

“ASCH: ascosporas liberadas por muestra mensual de hojas hasta su descomposicion total; DDH: dias hasta la
descomposicion total; DPP: dias con precipitacion pluvial (>1 mm); PPA: precipitacion pluvial acumulada
(mm); TP: temperatura promedio (°C); y HRP: humedad relativa promedio (%).

®Datos no registrados.

135



CAPITULO 5

Tabla 5.4: Anélisis descriptivo de las variables respuesta y explicativas
estudiadas el experimento de produccion de indculo de Zasmidium citri-griseum
en la hojarasca.

Variables* Mediana Media  Minimo Ic’ll;l:::‘ltel; 3:;::; Maximo
ASCH 951 3.878 0 155 4.829 21.362
DDH 57 65,88 29 44 85 140
DPP 25 24,72 11 17 29 41
PPA 394 369 122 268 478 636
TP 25,42 254 24,39 25,16 25,7 26,04
HRP 82,02 82,43 76,84 79,42 85,74 88,77

“ DDH: dias hasta la descomposicion total; DPP: dias con precipitacion pluvial (>1 mm); PPA: precipitacion
pluvial acumulada (mm); TP: temperatura promedio (°C); HRP: humedad relativa promedio (%) y ASCH:
ascosporas liberadas por muestra mensual de hojas hasta su descomposicion total.

Los valores del coeficiente de correlacion lineal de Pearson entre las
variables respuesta y las variables meteoroldgicas resultaron variados. Con la
variable ASCH los valores mas altos del coeficiente de correlacion fueron de
0,537 y 0,533 con las variables DDH y TP, respectivamente y el mas bajo fue de
-0,006 con la variable PPA (Fig. 5.17). Por otra parte, con la variable respuesta
DDH el valor mas alto del coeficiente de correlacion de Pearson fue de -0,806
con la variable HRP y el mas bajo fue de 0,178 con la variable DPP. Con
respecto a las correlaciones entre las variables explicativas, no se observd una
alta correlacion entre las variables meteorologicas.

Al ajustar el modelo utilizando la regresion de Poisson para la variable
respuesta DDH, el modelo cuyo valor AIC (163,33) era el mas bajo estaba
constituido por las variables DDP, HRP y PPA (Tabla 5.5). Ademas todas estas
variables explicativas eran significativas (P<0,05). Por otro lado, se comprobd la
asuncion de la distribucion Poisson de igualdad de media y varianza para la
variable DDH. Se calcul6 el parametro de dispersion dividiendo el valor de la
‘deviance’ residual (24,404) del modelo ajustado entre 18 (grados de libertad)
resultando en un valor de 1,356, comprobando la ausencia de sobredispersion. El
diagnostico de modelo se realizd mediante la representacion grafica de los
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residuos ‘deviance’, observandose que se concentraron dentro de los valores -2 y
2, con tan solo un residuo ligeramente por encima del valor 2 (Fig. 5.18).

40 100 10 25 40 78 B4
I | I I |
=
ASCH 0.537 -0.0086 0.203 0.533 -0437 2
2 Jaf= DDH | [-0.325| | 0.178 | | 0.227 | | -0.806
=
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Fig. 5.17: Representacion grafica y valores del coeficiente de correlacion lineal
de Pearson entre las variables del estudio sobre la dindmica de la produccion de
indculo de Zasmidium citri-griseum en la hojarasca. ASCH: ascosporas liberadas por
muestra mensual de hojas hasta su descomposicion total, DDH: dias hasta la
descomposicion total, PPA: precipitacion pluvial acumulada (mm), DPP: dias con
precipitacion pluvial (>1 mm), TP: temperatura promedio (°C); HRP: humedad relativa
promedio (%).
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El modelo resultante indicé que para la variable DPP, manteniendo el resto
de variables constantes, el nimero medio de dias hasta descomposicion total de
las hojas aumentaria un 3% por cada dia con precipitaciones >Imm. Para la
variable PPA, manteniendo el resto de variables constantes, el nimero medio de
dias hasta descomposicion total de las hojas disminuiria en solo 0,065% si
aumenta la precipitacion pluvial acumulada en 1 mm. Con la HRP, manteniendo
el resto de variables constantes, el nimero medio de dias hasta descomposicion
total de las hojas disminuiria un 10,48% si aumenta la humedad relativa
promedio en un 1%.

Tabla 5.5: Valores de los estimadores de los parametros del modelo lineal
generalizado (GLM) para la variable respuesta numero de dias hasta la
descomposicion total de las hojas (DDH).

. ., Error
Estimacion i Valor z P-valor”
estandar
Bo 12,6021568 0,7388443 17,057 < 2¢Ok
B, 0,0360224 0,0049005 7,351 1,972¢13%%*
B, -0,0006534 0,0002907 2,248 0,0246*
Ba -0,1107078 0,0094647 -11,697 < Qg0

* Estimaciones de los pardmetros correspondientes a las variables: B,: dias con precipitacion pluvial (>1 mm)
(DPP); B,: precipitacién pluvial acumulada (mm) (PPA); B,: humedad relativa promedio (%) (HRP).
b*xSjgnificativo a P<0,01; *Significativo a P<0,05; ™ No significativo P>0,05.

Residuos
4]
|
°
°
°
[ ]

Index
Figura 5.18: Grafico de los residuos ‘deviance’ del modelo lineal generalizado (GLM)
seleccionado para la variable respuesta numero de dias hasta la descomposicion total de
las hojas (DDH).
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Con la variable respuesta ASCH, en la regresion binomial negativa, el
modelo con menor valor del estadistico AIC (415,52) fue el que incluia a las
variables DDH, DDP, PPA y TP, todas ellas significativas a=0,01 (P<a) (Tabla
5.6). Se calculo el parametro de dispersion del valor de ‘deviance’ residual
(29,952) entre 20 grados de libertad resultando un valor de 1,498 y por tanto, sin
problemas graves de sobredispersion. Como en el caso anterior, el diagnostico
del modelo se realiz6 mediante la representacion grafica de los residuos
‘deviance’ observandose que los valores se concentraron entre -2 y 2, con un
unico residuo ligeramente por debajo del valor -2 (Fig. 5.19).

Tabla 5.6: Valores de los estimadores de los parametros del modelo lineal
generalizado (GLM) para la variable respuesta nimero de ascosporas liberadas
por muestra mensual de hojas hasta la descomposicion total (ASCH).

E
Estimacion f'ror Valor z P-valor®
estandar
BO -1,030e"0? 1,614e™! -6,383 1,74 10
B, -1,398¢ 0! 4,546 3,076 0,00210%*
Gz 8,199¢03 2,704¢ 3,032 0,00243**
B3 4,213 6,349¢0! 6,636 3,21tk
GS 5,324e 9,893¢03 5,382 7,38 08

“Estimaciones de los pardmetros correspondientes a las variables. B;: dias con precipitacion pluvial (>1 mm)
(DPP); B,: precipitacion pluvial acumulada (mm) (PPA); B5: temperatura promedio (°C) (TP), Bs: dias hasta la
descomposicion total (DDH).

b#*Significativo a P<0,01; *Significativo a P<0,05; ™ No significativo P>0,05.

El modelo resultante indic6 que para la variable DDH, manteniendo el resto
de variables constantes, el nimero de ascosporas liberadas aumentaria un 5,3%
por cada dia hasta la descomposicion total de las hojas. Para la variable DPP,
manteniendo el resto de variables constantes, el nimero de ascosporas liberadas
disminuird un 12,98% por cada dia con precipitacion pluvial >Imm. Con la
variable PPA, manteniendo el resto de variables constantes, el numero de
ascosporas liberadas aumentara en 0,82% por cada mm de incremento en la
precipitacion pluvial acumulada. Por tltimo, con la variable TP, manteniendo el
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resto de variables constantes, el riesgo relativo de que aumente el niumero de
ascosporas liberadas es 4,213 veces superior si aumenta la temperatura promedio
en 1 °C.
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Figura 5.19: Grafico de los residuos ‘deviance’ del modelo lineal generalizado (GLM)
seleccionado para la variable respuesta niimero de ascosporas liberadas por muestra
mensual de hojas hasta la descomposicion total (ASCH).

5.3.1.3. Seguimiento del indculo en el aire y periodos de infeccion

En la Fig. 5.20 se presentan los datos de la variable nimero de ascosporas
capturadas por semana (ASC) observandose un comportamiento estacional con
un patrén anual de unas 52 semanas. De todos los datos registrados durante las
104 semanas de estudio, solo el valor registrado en la semana 57 sobrepaso de
forma anormal a los valores registrados en el resto de semanas. Aunque podria
tratarse de un valor fuera de rango (‘outlier’), se decidié no eliminarlo y
mantenerlo en los analisis.

En relacion a la variable incidencia (INC), se observdé también un
comportamiento estacional de la curva repitiéndose el mismo patréon de 52
semanas (Fig. 5.21). Los resultados observados en ambos graficos indican
claramente que el valor de la observacion en una semana i probablemente esté
relacionado con la observacion de la semana anterior i-1. Este resultado motivo
la inclusion de una componente temporal en el modelo, que podria ayudar a
modelizar de una forma mas adecuada los datos de las variables numero de
ascosporas ¢ incidencia.

140



Epidemiologia y Control

50 60
|

40
°
o

N° ascosporas
30
|
L ]

20
.
.
.

) °
®e ] L]
(1 (] [
o — 0770 % 0 0 * 0% o o 7 00.% T0y009%%0 o°

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 02 06 100 104

Numero de semana

Figura 5.20: Dinamica del nimero de ascosporas de Zasmidium citri-griseum capturadas
por semana (ASC) durante las 104 semanas de estudio desde marzo de 2011 a marzo de
2013.
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Figura 5.21: Dindmica de la incidencia de la mancha grasienta (INC) en las plantas
trampa durante las 104 semanas de estudio desde marzo de 2011 a marzo de 2013.

En las Figs. 5.22-5.24 se muestra la dinamica de las variables
meteorologicas durante las 104 semanas de estudio. Se observo que los datos
relativos a la variable promedio de temperatura (Fig. 5.22 C) presentaron un
comportamiento constante con pocas fluctuaciones durante todo el estudio, a
diferencia del resto de las variables estudiadas.
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Figura 5.22: Dinamica de los datos de las variables explicativas A) nimero de dias con
precipitacion pluvial >1 mm por semana (DDP); B) precipitacion pluvial acumulada por
semana (PPA); C) temperatura promedio por semana (TP), durante las 104 semanas de
estudio desde marzo de 2011 a marzo de 2013.
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Figura 5.23: Dindmica de los datos de las variables explicativas A) humedad relativa

promedio por semana (HRP); B) horas con humectacion por semana (HH); C) periodos

de humectacion >1 h por semana (PH), durante las 104 semanas de estudio desde marzo

de 2011 a marzo de 2013.
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Figura 5.24: Dinamica de los datos de la variable explicativa promedio de la duracion de
los periodos de humectacion >1 h por semana (PPH) durante las 104 semanas de estudio
desde marzo de 2011 a marzo de 2013.

Al observar los diagramas de cajas de las variables meteorologicas, se
observo una muy baja variabilidad de HRP y TP (Fig. 5.25 A y B). En la variable
ASC se pudo comprobar la posible presencia de ‘outliers’ indicada anteriormente
(Fig. 5.25 A). Las variables DPP, TP, HRP, PH y PPH presentaron distribuciones
relativamente simétricas, con valores de media y mediana muy cercanos (Fig.
525 AyB).

Los valores del coeficiente de correlacion lineal de Pearson indicaron una
muy baja correlacion entre las variables meteorologicas y la variable respuesta
INC. El valor mas alto del coeficiente de correlacion fue de 0,333 con la variable
PPH y el mas bajo fue de -0,025 con la variable TP (Fig. 5.26). Por otra parte, se
observo también una muy baja correlacion de las variables meteorologicas con la
variable respuesta ASC. El valor mas bajo del coeficiente de Pearson fue de
0,024 con la variable TP. Con respecto a las correlaciones entre las variables
explicativas, se observd una alta correlacion entre las variables de humectacion
(HH, PH, PPH), siendo la mas alta de 0,921 entre las variables HH y PH.

En la Tabla 5.7 se presentan los dos modelos de menor DIC para la variable
respuesta ASC incluyendo solo variables meteorologicas explicativas. En este
caso el modelo seleccionado fue el 1.b, que no incluia la variable TP que como se
observo en los diagramas de cajas (Fig. 5.25 B) apenas present6 variabilidad. Por
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otra parte, la correlacion lineal entre la variable TP y la variable ASC fue la mas
baja entre todas. La capacidad predictiva de los modelos no fue buena puesto que
el valor LCPO quedaba bastante alejado de 0.

A

150
1

|

|
|
i

ASC PPA HRP HH DPP PH PPH TP

Figura 5.25: Diagrama de cajas para las variables del estudio del indculo en el aire y
periodos de infeccion de Zasmidium citri-griseum A) ASC: ascosporas capturadas por
semana (n°), PPA: precipitacion pluvial acumulada por semana (mm), HRP: humedad
relativa promedio por semana (%), HH: horas con humectacion por semana (h); B) DPP:
dias con precipitacion pluvial >1 mm por semana (n°), PH: periodos de humectacion >1 h
por semana (n°), PPH: promedio de la duracion de los periodos de humectacion >1 h por
semana (h), TP: temperatura promedio por semana (°C).

Tabla 5.7: Modelos lineales generalizados (GLM) para la variable respuesta
niumero de ascosporas capturadas por semana (ASC) incluyendo Unicamente
variables meteoroldgicas explicativas.

Modelos DIC? LCPOP
la
log(p;) = Bo + B1PPA; + B,DPP; + B3TP; + BLHRP; 1.348,65 6,90
+ BsHH; + B¢PH; + 3,PPH;
1b
log (u) = Bo+ P1PPA;+ B, DPP;+ BsHRP; + B,HH; 1.349,71 6,84
+ BsPH; + [cPPH;

*DIC: Deviance Information Criterion
® LCPO: -mean of CPO's logarithm
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Fig. 5.26: Representacion grafica y valores del coeficiente de correlacion lineal de

Pearson entre las variables del estudio del in6culo en el aire y periodos de infeccion de

Zasmidium citri-griseum. INC: incidencia de la mancha grasienta en las plantas trampa,

ASC: ascosporas capturadas por semana (n°), PPA: precipitacion pluvial acumulada por

semana (mm), DPP: dias con precipitacion pluvial >1 mm por semana (n°), TP:

temperatura promedio por semana (°C), HRP: humedad relativa promedio por semana

(%), HH: humectacion por semana (h), PH: periodos de humectacion >1 h por semana

(n®), PPH: promedio de la duracion de los periodos de humectacion >1 h por semana (h).

Total de 104 periodos semanales desde marzo de 2011 a marzo de 2013.
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Al integrar en el modelo una componente temporal autorregresiva de orden
1 mediante la variable ‘semana’ se logré reducir considerablemente el valor del
estadistico DIC, y por lo tanto mejorar el ajuste del modelo. En la Tabla 5.8 se
indican los cinco modelos de menor DIC para la variable respuesta ASC
incluyendo ademas de las variables explicativas a la componente temporal. De
entre los cinco modelos se selecciond el 1.e que ademas de la componente
temporal ‘semana’ incluia a las variables meteorologicas explicativas PPA y
DPP.

Tabla 5.8: Modelos lineales generalizados (GLM) para la variable respuesta
nimero de ascosporas capturadas por semana (ASC) con las variables
meteorologicas explicativas y la componente temporal de orden 1.

Modelos DIC? LCPO?
lc

log(ui) = Bo + B1PPA; + B,DPP; + B3 HRP; + B,HH; 524,19 4,68
+ f,(Semana;)

1d
log(w) = Bo + p1PPA; + 3, DPP; + B3HRP, 524,26 4,53
+ f;(Semana;)
le
log(u;) = Bo + B1PPA; + B,DPP; + f,(Semana;) 524,31 4,64
1f
log(u;) = Bo + BiPPA; + B,DPP; + B;HRP; + B,PH; 524,31 4,62
+ fi(Semana;)
lg
log(uy) = Bo + B1PPA; + B,DPP; + B3HH; 504,49 4,80

+ f;(Semana;)

*DIC: Deviance Information Criterion
® LCPO: -mean of CPO's logarithm
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Los intervalos de credibilidad al 95% para los riesgos relativos del modelo
l.e indican que el numero de ascosporas capturadas en un periodo semanal esta
relacionado con el niimero de ascosporas del periodo semanal anterior y que el
riesgo relativo de aumentar el nimero de ascosporas seria mayor cuanto mayor
sea el numero de dias de lluvia (DPP) pero con menor cantidad de lluvia (PPA)
(Fig. 5.27).

PPA o

DPP

I i I I I
0.9 1.0 1.1 12 1.3
Riesgo Relativo

Fig. 5.27: Representacion grafica de los intervalos de credibilidad al 95% del riesgo
relativo para las variables meteoroldgicas PPA: precipitacion pluvial acumulada por
semana (mm) y DPP: dias con precipitacion pluvial >1 mm por semana (n°) en el modelo
1.e para la variable respuesta nimero de ascosporas capturadas por semana (ASC) que
incorpora también una componente temporal de orden 1 como variable explicativa.

En la Tabla 5.9 se indican los dos modelos con menor DIC para la variable
INC que incluyen tnicamente las variables meteorologicas explicativas. El
modelo seleccionado (2.b) no incluia la variable meteorologica TP, que apenas
presentd variabilidad (Fig. 5.25 B) y que ademas su correlacion lineal con la
variable respuesta fue la mas baja. La capacidad predictiva no era adecuada ya
que los valores de LCPO quedaban muy lejos de 0.

Al incorporar una componente temporal autorregresiva de orden 1 mediante
la variable ‘semana’ se redujo considerablemente el valor del estadistico DIC.
Los cinco modelos con menor valor de DIC se indican en la Tabla 5.10. Entre
ellos se seleccion6 el modelo 2.g por su mejor interpretacion biologica. Ademas
de la componente temporal, este modelo incluia las variables meteorologicas
explicativas HH y PH. En cuanto a su capacidad predictiva, tampoco fue buena
ya que presentd un valor de LCPO muy superior a 0.
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Tabla 5.9: Modelos lineales generalizados (GLM) para la variable respuesta
incidencia de la mancha grasienta en las plantas trampa (INC) incluyendo
unicamente variables meteorologicas explicativas.

Modelos DIC? LCPO?
2a

n.
log (=) = Bo + BLASC: + B,PPA; + BsDPP, + fTP. 740176 3758
i
+ BsHRP; + fcHH; + ,PH; + B3PPH;

2b

i

s
log (1 - n-) = Bo + B1ASC; + B2PPA; + B DPP; 7401,78 37,73
A
+ B4HRP; + BsHH; + BsPH; + ,PPH;

2DIC: Deviance Information Criterion
® LCPO: - mean of CPO’s logarithm

Los intervalos de credibilidad al 95% para los odds ratio del modelo 2.g.
indican que la incidencia de la enfermedad (INC) en un periodo semanal
dependera de la incidencia del periodo anterior y que la presencia de periodos de
humectacion cortos pero mas frecuentes favoreceria el desarrollo de Ia
enfermedad (Fig. 5.28).

HH o

PH

T T \ \ \
1 2 3 4 5

Odds Ratio

Fig. 5.28: Representacion grafica de los intervalos de credibilidad al 95% para los odds
ratios de las variables meteorologicas HH: humectacion por semana (h) y PH: periodos
de humectacion >1 h por semana (n°) en el modelo 2.g para la variable respuesta
incidencia de la enfermedad (INC) que incorpora también una componente temporal de
orden 1 como variable explicativa.
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Tabla 5.10: Modelos lineales generalizados (GLM) para la variable respuesta
incidencia de la mancha grasienta en las plantas trampa (INC) incluyendo
variables meteorologicas explicativas y una componente temporal de orden 1
(semana).

Modelos DIC? LCPO"

2c

i

T
log (1 - 7'[-) = Po + BLASC; + B,PPA; + BsHRP, + By HH; 460,86 11,52
L
+ B PH; + f,(Semana;)

2d

i

T
log <m) = Bo + B1ASC; + B,PPA; + B;DPP; + B,HRP, 461,11 11,53
i
+ BsHH; + B¢PH; + f;(Semana;)

2e
T[,
log (—1 _‘n_) = By + B1PPA; + B,HH; + B3 PH; 461,13 11,50
L
+ fi(Semana;)
2f

T[.
log (1 _ln,) = Po + B1ASC; + B, PPA; + BsHH; + BoPH; 461,14 11,50
L

+ f;(Semana;)

2g

log( T ) = By + B HH; + B,PH; + f;(Semana;) 461,16 11,45
1- TT;

*DIC: Deviance Information Criterion
® LCPO:- mean of CPO’s logarithm

5.3.2. Ensayos de control de la mancha grasienta

5.3.2.1. Severidad de la enfermedad

En el analisis descriptivo de la variable severidad en el experimento de la
finca Gabriela en 2011, los diagramas de cajas mostraron diferencias visuales en
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los porcentajes de las hojas entre los arboles tratados y los testigo para las
categorias 0, 1 y 3 de la escala de severidad. Esto no se observo en la categoria 2
donde las cajas (i.e. rango intercuantilico, RI) se solaparon (Fig. 5.29). En cuanto
a la variabilidad de los datos, las diferencias mas notables se apreciaron en la
categoria 0, observandose valores de RI en los arboles tratados del 48,95 —
65,44%, con respecto al 1,26 — 4,82% de los arboles testigo. De igual forma, se
observaron diferencias en la categoria 3 de severidad entre el RI de los arboles
testigo (78,99 — 87,70%) y los arboles tratados (8,55 — 15,21%) (Fig. 5.29).

En 2012, se observaron diferencias entre el tratamiento y el testigo en todas
las categorias de la escala de severidad, puesto que no se aprecid solape entre los
RI (Fig. 5.30). En cuanto a la variabilidad de los datos se observo que el RI en la
categoria 1 para los arboles tratados (32,53 — 42,75%) era mayor que el de los
arboles testigo (8,52 — 12,68%). Por otro lado, en la categoria 3 de la escala
también se observaron diferencias entre los valores del primer y tercer cuartil
para los arboles testigo (68,21 — 79,53%) con respecto a los arboles tratados
(28,62 — 37,08%) (Fig. 5.30).

En 2013, se observaron diferencias entre los resultados obtenidos con
tratamiento y sin ¢l para todas las categorias de la escala de severidad (Fig. 5.31).
Nuevamente, las diferencias mas notables se presentaron en la categoria 1 entre
el RI de los arboles tratados (37,41 — 46,95%) con respecto a los testigo (8,11 —
10,06%). De igual forma, en la categoria 3 de la escala se registraron diferencias
entre los valores del primer cuartil y los del tercer cuartil en los arboles testigo
(70,06 — 74,67%) y los tratados (21,02 — 30,63%) (Fig. 5.31).

En el caso de los experimentos realizados en la finca Bella Vista en 2011,
los diagramas de cajas mostraron diferencias entre los arboles tratados y los
testigo en las categorias 0, 2 y 3 de la escala de severidad (Fig. 5.32). En cuanto a
la variabilidad de los datos, en la categoria 0, se observd una mayor variabilidad
en los arboles tratados (39,75 — 54,33%) que en los arboles testigo (1,72 —
3,84%). Igualmente, se observaron diferencias en la categoria 3 entre los valores
del primer y tercer cuartil para los arboles testigo (63,38 — 69,76%,
respectivamente) y los arboles tratados (12,94 — 18,14%) (Fig. 5.32).

En 2012, en todas las categorias de la escala de severidad se observaron
diferencias entre los arboles tratados y los testigo. En la categoria 1 de la escala
de severidad se observdé una mayor variabilidad de los datos en los arboles
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tratados (25 — 37,94 %) que en los arboles testigo (15,13 — 20,55%) (Fig. 5.33).
Por otro lado, las diferencias mas notables se observaron en la categoria 3 de la
escala entre el RI de los porcentajes de casos en arboles testigo (61,54 — 70,02%)

y los arboles tratados (32,40 — 49,91%) (Fig 5.33).

Severidad 0

Severidad 1

% Hojas
@ o0

e

% Hojas

T T
Tratado No tratado

Severidad 2

T T
Tratade No tratado

Severidad 3

% Hojas
% Hojas
w0 &

T
No tratado

Figura 5.29: Diagrama de cajas de los porcentajes de hojas en cada una de las categorias
de la escala de severidad (0-3) de mancha grasienta en los arboles tratados y no tratados
con el fungicida fenbuconazol en el experimento de finca Gabriela en 2011.

El modelo de regresion logistica ordinal aplicado sobre la variable severidad
en los experimentos en finca Gabriela mostr6 diferencias significativas (P<0,01)
en el factor tratamiento en los tres afos de estudio (2011, 2012 y 2013) (Tabla
5.11). Los valores negativos de 7, relativos al factor tratamiento en los afios 2011
(-3,5500), 2012 (-1,7927) y 2013 (-1,8009) (Tabla 5.11) indican una mayor
probabilidad de obtener categorias bajas de la escala de severidad de la mancha
grasienta en los arboles tratados con el fungicida fenbuconazol.
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Figura 5.30: Diagrama de cajas de los porcentajes de hojas en cada una de las categorias
de la escala de severidad (0-3) de mancha grasienta en los arboles tratados y no tratados

con el fungicida fenbuconazol en el experimento de finca Gabriela en 2012.
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Figura 5.31: Diagrama de cajas de los porcentajes de hojas en cada una de las categorias
de la escala de severidad (0-3) de mancha grasienta en los arboles tratados y no tratados

con el fungicida fenbuconazol en el experimento de finca Gabriela en 2013.
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Figura 5.32: Diagrama de cajas de los porcentajes hojas en cada una de las categorias de
la escala de severidad (0-3) de mancha grasienta en los arboles tratados y no tratados con
el fungicida fenbuconazol en el experimento de finca Bella Vista en 2011.
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Figura 5.33: Diagrama de cajas de los porcentajes de hojas en cada una de las categorias
de la escala de severidad (0-3) de mancha grasienta en los arboles tratados y no tratados
con el fungicida fenbuconazol en el experimento de finca Bella Vista en 2012.
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En el caso de los experimentos en la finca Bella Vista, los resultados del
modelo de regresion logistica ordinal mostraron también diferencias
significativas (P<0,01) en el factor tratamiento en los dos afios de estudio (2011 y
2012) (Tabla 5.12). Los valores negativos de 7, del factor tratamiento en los
afios 2011 (-2,7024) y 2012 (-1,0483) (Tabla 5.12) indican una mayor
probabilidad de obtener categorias bajas de la escala de severidad de la mancha
grasienta en los arboles tratados con el fungicida fenbuconazol.

Tabla 5.11: Resultados del modelo de regresion logistica ordinal sobre los

valores de severidad en los experimentos de control de la mancha grasienta en la
finca Gabriela 2011-2013.

Fuente de variacion Estimacion Error estandar Valor ¢ P-valor”
2011
Factor tratamiento® -3,55 0,0636 -55,7921 0,00e+00%:*
Puntos de corte
0|1 -3,255 0,0592 -55,0246 0,00e*00
12 -2,0972 0,0502 -41,7526 0,00e*00
2|3 -1,4714 0,0445 -33,0739 8,87¢2%
2012
Factor tratamiento -1,7927 0,0445 -40,2616 0,00e+00%:*
Puntos de corte
0|1 -4,6456 0,0686 -67,7305 0,00e*%0
12 -2,0737 0,039 -53,1581 0,00e*00
2|3 -1,0982 0,0343 -32,0547 434214
2013
Factor tratamiento -1,8009 0,052 -34,622 6,30e-242%*
Puntos de corte
0[1 -5,3068 0,1036 51,1995 0,00+
112 22,2011 0,046 -47,8993 0,00e*0
23 -1,0714 0,0391 -27,4156 3,69¢1%7

* En todos los contrastes de hipotesis como referente el testigo sin tratar.
b #*xSjgnificativo a P<0,01; *Significativo a P<0,05; ™ No significativo P>0,05.

En la Tabla 5.13 se muestran las probabilidades de las predicciones del
modelo logistico ordinal para cada una de las categorias de severidad en los
arboles tratados y testigo en los experimentos realizados en finca Gabriela. En
2011, se observé una mayor probabilidad de que aparecieran valores de la
categoria 0 de la escala de severidad en los arboles tratados (0,57) a diferencia de
una baja probabilidad (0,04) en los arboles testigo. También, se observa que hay
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una alta probabilidad (0,81) de que valores de la categoria 3 de la escala
aparecieran en los arboles testigo a diferencia de una baja probabilidad (0,11) en
los arboles tratados con el fungicida.

Tabla 5.12: Resultados del modelo de regresion logistica ordinal sobre los
valores de severidad en los experimentos de control en finca Bella Vista 2011-
2012.

Fuente de variacion Estimacion Error estandar Valor ¢ P-valor”
2011
Factor tratamiento® -2,7024 0,0621 -43,5453 0,00e ™00
Puntos de corte
0|1 -2,7161 0,0564 -48,1717 0,00e"00
12 -1,3275 0,044 -30,1749 7,32¢7185
23 -0,6461 0,0401 -16,1087 2,55e77
2012
Factor tratamiento -1,0483 0,0517 -20,2775 1,05¢88%*
Puntos de corte
0|1 -3,6715 0,0714 -51,438 0,00e"00
12 -1,4951 0,0422 -35,4203 1,87e2%
23 -0,6905 0,0385 17,9441 1,97¢70

* En todos los contrastes de hipotesis como referente el testigo sin tratar.
b *xSjonificativo a P<0,01; *Significativo a P<0,05; ™* No significativo P>0,05.

En 2012, se observé que las probabilidades de que aparecieran valores de la
categoria 3 son mayores en los arboles testigo (0,74) a diferencia de una menor
probabilidad (0,33) en los arboles tratados con el fungicida. (Tabla 5.13). En
2013, nuevamente se observaron diferencias en las probabilidades en la categoria
3 de la escala en donde los arboles testigo presentaron una alta probabilidad
(0,74) a diferencia de una menor probabilidad (0,33) en los arboles tratados
(Tabla 5.13).

En el caso de los experimentos en finca Bella Vista, las probabilidades de
las predicciones del modelo logistico ordinal para cada una de las categorias de
severidad en los arboles tratados y testigo se presentan en la Tabla 5.14. En 2011,
se obtuvo una probabilidad de 0,50 para la categoria 0 de la escala de severidad
en los arboles tratados con fungicida respecto a una probabilidad de 0,06 en los
arboles testigo. También se observaron diferencias en las probabilidades de la
categoria 3 de la escala, donde los arboles testigo presentaron una alta
probabilidad (0,66) a diferencia de una baja probabilidad (0,11) en los arboles
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tratados con el fungicida. En 2012, se observo que la probabilidad de la categoria
3 es mayor en los arboles testigo (0,67) respecto a los arboles tratados con el
fungicida (0,41) (Tabla 5.14).

Tabla 5.13: Probabilidades obtenidas con el modelo de regresion logistica
ordinal para las categorias de severidad de la mancha grasienta en los
experimentos de Gabriela en 2011, 2012 y 2013.

Categorias de la escala de severidad

Afio  Tratamiento de la mancha grasienta
0 1 2 3
2011 Tratado 0,57 0,24 0,08 0,11
No tratado 0,04 0,07 0,08 0,81
2012 Tratado 0,05 0,38 0,24 0,33
No tratado 0,01 0,10 0,14 0,75
2013 Tratado 0,03 0,37 0,27 0,33
No tratado 0,00 0,09 0,16 0,74

Tabla 5.14: Probabilidades obtenidas con el modelo de regresion logistica
ordinal para las categorias de severidad de la mancha grasienta en los
experimentos de Bella Vista en 2011 y 2012.

Categorias de la escala de severidad

Afiio Tratamiento de la mancha grasienta
0 1 2 3
2011 Tratado 0,50 0,30 0,09 0,11
No tratado 0,06 0,15 0,13 0,66
2012 Tratado 0,07 0,32 0,20 0,41
No tratado 0,02 0,16 0,15 0,67

5.3.2.2. Rendimiento de la cosecha

En los diagramas de cajas de los datos de cosecha de los experimentos de la
finca Gabriela se observa un solape de las cajas y por tanto, no se presumen
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diferencias entre la cosecha de los arboles tratados y la de los testigo en cada uno
de los afios de estudio (Fig. 5.34 A-C). De igual manera, se observa también un
solape de las cajas en los experimentos de la finca Bella Vista en los afios de
estudio 2011 y 2012 (Fig. 5.35 Ay B).
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Figura 5.34: Diagrama de cajas de la cosecha (kg arbol!) en los 4rboles tratados y no
tratados con el fungicida fenbuconazol en la finca Gabriela en los afios de estudio A)
2011; B) 2012; C) 2013.
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Figura 5.35: Diagrama de cajas de la cosecha (kg arbol!) en los arboles tratados y no
tratados con el fungicida fenbuconazol en la finca Bella Vista en los afios de estudio A)
2011; B) 2012.

Previo al andlisis ANOVA, los datos de cosecha de los experimentos de
Gabriela se sometieron a diferentes pruebas estadisticas para verificar si
cumplian con los criterios de aplicabilidad de este tipo de analisis. Para ello, a los
datos se les aplico el test de normalidad de Shapiro-Wilk, no detectandose
desviaciones significativas en 2011 (P= 0,3588), 2012 (P= 0,2861) y 2013 (P=
0,3358). De igual manera, se les aplico el test de homogeneidad de varianza de
Bartlett, no detectandose problemas de homogeneidad de varianza en 2011 (P=
0,2011), 2012 (P= 0,1928) y 2013 (P= 0,1978). Por ultimo, se obtuvieron
graficos de la variable de estudio, mostrando que los datos tenian una
distribucion aleatoria en los tres afios y por tanto, se cumplia la hipotesis de
independencia (Fig. 5.36).
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De igual manera, los datos de cosecha de los experimentos en la finca Bella
Vista se sometieron a las mismas pruebas estadisticas para verificar si cumplian
con los supuestos de aplicabilidad del ANOVA. A los datos se les aplico el test
de normalidad de Shapiro-Wilk, sin desviaciones significativas en 2011 (P=
0,1947) y 2012 (P= 0,5761). El test de homogeneidad de varianza de Bartlett no
detectd problemas de heterocedasticidad en 2011 (P= 0,8396) y 2012 (P=
0,9214). Los graficos indicaron que los datos tenian una distribucion aleatoria en
los dos afios de estudio (Fig. 5.37).
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Figura 5.36: Representacion grafica de la cosecha de frutos (kg arbol!) obtenida en la
finca Gabriela A) 2011; B) 2012; C) 2013.
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Figura 5.37: Representacion grafica de la cosecha de frutos (kg arbol!) obtenida en la
finca Bella Vista A) 2011; B) 2012.

El analisis ANOVA aplicado a la variable rendimiento de la cosecha de
frutos (kg arbol™) en los ensayos en finca Gabriela no detectd diferencias
significativas entre los arboles tratados y testigo en los afios 2011 (P= 0,1921),
2012 (P=0,2384) y 2013 (P=0,833) (Tabla 5.16). De igual forma, en los ensayos
en finca Bella Vista tampoco se detectaron diferencias significativas entre los
arboles tratados y testigo en los afios 2011 (P= 0,4837) y 2012 (P= 0,8429)
(Tabla 5.17). Estos resultados indican que en ninguno de los experimentos ni
anos evaluados se detectdé un efecto significativo del tratamiento con
fenbuconazol en la produccion de frutos de los arboles de pomelo y naranja.
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Tabla 5.15: Analisis de la varianza (ANOVA) realizado sobre la cosecha de frutos (kg
arbol™') en la finca Gabriela en 2011, 2012 y 2013.

Aiio Factor gl? Clsl::;i;gss Cl:::;i(;‘iz:)do Val;);‘ de pyalor®
2011 Tratamiento 1 190,56 190,563 1,9567 0,1921"s
Residual 10 973,91 97,391 - -
2012 Tratamiento 1 893,2 893,21 1,5723 0,2384ns-
Residual 10 5680,8 568,08 -—- -
2013 Tratamiento 1 11,84 11,841 0,0468 0,833ns-
Residual 10 2528,14 252,814 --- ---

* Grados de libertad.
b *xSjonificativo a P<0,01; *Significativo a P<0,05; ™ No significativo P>0,05.

Tabla 5.16: Analisis de la varianza (ANOVA) realizado sobre la cosecha de frutos (kg
arbol™!) en la finca Bella Vista en 2011 y 2012.

Afo Factor gl? cilz:glri;((llzs Cl:s;i(;'::)do Val(;‘ de pyalor®

2011 Tratamiento 1 14,807 14,807 0,5291 0,4837 "
Residual 10 279,853 27,985 --- ---

2012 Tratamiento 1 1,098 1,0981 0,0414 0,8429 s
Residual 10 265,504 26,5504 --- ---

2 Grados de libertad.
b *#*Sjonificativo a P<0,01; *Significativo a P<0,05; ™* No significativo P>0,05.

Se realiz6 un diagnostico del modelo comprobando la hipotesis de
normalidad de los residuos mediante el test de Shapiro-Wilk en el modelo
ajustado para los datos de cosecha de la finca Gabriela en 2011 (P= 0,6689),
2012 (P=0,8281) y 2013 (P=0,2235) y la finca Bella Vista en 2011 (P=0,072) y
2012 (P= 0,7338). El test de Breusch-Pagan no detectdé problemas de
heterocedasticidad de las varianzas en Gabriela en 2011 (P= 0,1463), 2012 (P=
0,1215) y 2013 (P= 0,156) ni tampoco en Bella Vista en 2011 (P= 0,8118) y
2012 (P= 0,8878). Por ultimo, se comprobod la independencia de los residuos
mediante su representacion grafica (Fig. 5.38 y Fig. 5.39).
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Figura 5.38: Grafico de los residuos del modelo ANOVA ajustado para los datos de
cosecha obtenidos en la finca Gabriela A) 2011; B) 2012; C) 2013.
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Figura 5.39: Grafico de los residuos del modelo ANOVA ajustado para los datos de
cosecha obtenidos en la finca Bella Vista A) 2011; B) 2012.

5.4. DISCUSION

En el estudio de la dinamica de la defoliacion de los arboles de naranja
‘Valencia’ afectados por mancha grasienta se observé que la mayor caida de
hojas se daba entre los meses de diciembre a abril. En Panama, estos meses se
caracterizan por ser calidos y secos con precipitaciones pluviales relativamente
bajas de unos 100 mm mensuales (CCKP, 2015). Durante este periodo las
plantaciones de citricos no suelen regarse, por lo que probablemente el estrés
hidrico favorezca una mayor defoliacion en los arboles afectados por la mancha
grasienta. En Florida, donde el invierno y la primavera son relativamente secos,
Timmer y Gottwald (2000) indican que la caida de las hojas se produce
principalmente desde finales de enero hasta abril. Resultados similares se
encontraron en nuestro estudio, donde el periodo que presentd una mayor
defoliacion de los arboles coincidio con los meses secos de verano. No obstante,
hay que tener en cuenta que no todas las hojas defoliadas son debidas al efecto de
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la enfermedad ya que los citricos sufren también una pérdida natural de hojas. En
un futuro, lo recomendable seria realizar experimentos con arboles tratados y no
tratados con fungicidas para determinar de forma mas precisa el efecto de la
enfermedad en la defoliacion.

En el andlisis estadistico de la variable respuesta DDH (dias hasta la
descomposicion total de las hojas), el modelo resultante detectdé un efecto
estadisticamente significativo de las variables explicativas DPP, PPA y HRP. La
variable DPP indica que, manteniendo el resto de variables constantes, los dias
hasta la descomposicion total de las hojas aumentarian en un 3% por cada dia con
precipitaciones pluviales >1 mm. Mondal y Timmer (2002) citan que periodos de
humedad de entre tres y cinco dias por semana aceleran la descomposicion de las
hojas de citricos comparados con periodos de humedad de entre uno y dos dias
por semana, donde el proceso de descomposicion es mas lento. De hecho, en la
mayoria de plantas, la tasa de descomposicion de la hojarasca aumenta con la
temperatura y la pluviometria (Zhang et al., 2008). Los resultados obtenidos en
nuestro trabajo parecen contradecir estos estudios. No obstante, hay que tener en
cuenta que la variable DPP considera todas las precipitaciones >1 mm, lo que
incluye también los dias con precipitaciones de tan solo unos pocos mm, que
apenas tendrian trascencendia en el proceso de descomposicion de las hojas. En
Panama, estas lluvias de poco volumen son muy frecuentes durante la época seca
con un rango promedio de entre 1 — 10 mm dia”'. Cuanto mas largo sea el periodo
de permanencia de las hojas en el suelo (mayor numero de dias hasta su
descomposicion total), se incrementaria también el numero acumulado de dias
con este tipo de precipitaciones de poca intensidad, de ahi la relacién positiva
entre ambas variables.

En el caso de la variable PPA, el modelo indica que los dias hasta la
descomposicion total de las hojas disminuirian ligeramente si aumentan las
precipitaciones pluviales acumuladas. En experimentos de campo realizados por
Mondal y Timmer (2002) en Florida encontraron que el aumento en las
precipitaciones acumuladas de verano favorecia la rapida descomposicion de las
hojas de citricos. En Panama, la época de lluvias ocurre durante los meses de
mayo a noviembre con precipitaciones pluviales promedio superiores a 200 mm
por mes, lo que posiblemente favorezca la rapida descomposicion de las hojas
(CCKP, 2015). A diferencia de la variable DPP, la PPA considera la
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precipitacion acumulada total y es un indicador mas adecuado de la pluviometria
que han soportado las hojas en el suelo.

La variable HRP es la que mayor variabilidad aportd en el modelo,
indicando que los dias hasta la descomposicion total de las hojas disminuirian en
un 10,48% si aumenta la humedad relativa promedio. Mondal y Timmer (2002)
sefalaron que la descomposicion de la hojarasca era mas rapida con humedades
relativas cercanas al 100% y temperaturas entre 28 y 30 °C, mientras que con
temperaturas bajas era mas lenta. En nuestro estudio la HRP media fue de
82,42%, mientras que la TP registrada se situé en 25 °C, lo que coincide en cierta
manera con los resultados de Mondal y Timmer (2002) en citricos y con los
estudios en otras especies vegetales, que indican que la descomposicion de la
hojarasca se ve favorecida por las altas humedades relativas.

En el presente estudio la identificacion de las ascosporas se basé en las
caracteristicas morfoldgicas de Z. citri-griseum descritas en el apdo. 3.3.2. sin
embargo esta técnica podria no ser suficientemente precisa en el caso de que
coexistan otras especies de Mycosphaerellaceae en la hojarasca. La presencia de
Z. citri-griseum en la parcela experimental se confirmé también por métodos
moleculares, pero en cualquier caso seria necesario desarrollar y validar técnicas
moleculares que permitieran detectar y cuantificar las diferentes especies de
Mycosphaerellaceae de citricos en los sistemas de aerobiologia. Actualmente,
este aspecto esta lejos de estar resuelto.

Con la variable numero de ascosporas liberadas por muestra mensual de
hojas hasta su descomposicion total (ASCH), el modelo mostré un efecto
estadisticamente significativo de las variables DDH, DPP, PPA y TP. Con la
variable DDH el modelo indico que el numero de ascosporas liberadas
aumentaria en 5,3% por cada dia que se prolongue el periodo de descomposicion
de las hojas. Esto podria atribuirse a que una mayor duracioén de las hojas en el
suelo, implica una mayor oportunidad para la formacion y maduracion de
pseudotecios y por ende un aumento en el nimero de ascosporas producidas.

Con respecto a la variable DPP, el modelo indico que el nimero de
ascosporas liberadas disminuird en 12,98% si aumentaban el nimero de dias con
precipitaciones pluviales >1 mm. En experimentos en condiciones controladas,
Mondal et al. (2003) encontraron que el mayor niimero de ascosporas liberadas
se conseguia al humedecer las hojas una sola vez. Sin embargo, al ser

166



Epidemiologia y Control

humedecidas sucesivamente durante varios dias, la cantidad de ascosporas
disminuia considerablemente con respecto al dia inicial. Por otra parte, como ya
se ha comentado, la variable DPP incluye también los dias con precipitaciones
poco importantes, que probablemente no tengan una gran influencia en el proceso
de formacidn y liberacion de ascosporas.

Con la variable PPA el modeldé indicé que el nimero de ascosporas
liberadas aumentaba en tan solo 0,82% por cada mm de precipitacion pluvial
acumulada. Por lo tanto, la magnitud de este efecto sobre la liberacion de
ascosporas seria directamente proporcional a la pluviometria acumulada durante
el periodo de permanencia de las hojas en el suelo. En relacion a la variable TP,
que fue la que mayor variabilidad aporté al modelo con un riesgo relativo de
4,213, indicaba que a mayor aumento en la temperatura promedio durante el
periodo de permanencia de las hojas en el suelo, mayor era el aumento de
ascosporas liberadas. Se ha reportado que la mayor cantidad de ascosporas
liberadas a partir de hojas en descomposicion se da con un rango de temperatura
de 28-30 °C (Mondal y Timmer, 2002). En nuestra zona de estudio se registraron
condiciones similares de temperatura, con 25 °C en promedio que no varid
sustancialmente durante todo el afio, condicion que probablemente favorezca una
liberacion constante de las ascosporas.

En el analisis de los datos de indculo disponible en el aire se logro
determinar los momentos con el mayor nimero de ascosporas capturadas. En el
grafico descriptivo de la variable nimero de ascosporas capturadas (Fig. 5.9) se
observa que en los dos afios de estudio los picos mas altos de disponibilidad se
dieron durante los meses de abril y mayo, momento en que se inicia la época
lluviosa y a su vez coincide con las brotaciones los citricos. En Costa Rica,
Hidalgo et al. (1997) han citado resultados similares que indican una mayor
disponibilidad de indculo del patdégeno en el mes junio, coincidiendo con el
inicio de la época lluviosa. En Florida, el mayor nimero de ascosporas
disponibles se da durante los meses de abril y mayo (Timmer et al., 1995;
Timmer et al., 2000). En nuestro estudio, el método de captura de ascosporas en
los portaobjetos permitié6 determinar los momentos de mayor cantidad de
inoculo. Como ya se ha comentado anteriormente, es probable que durante el
desarrollo del estudio se hayan capturado ascosporas de otras especies de
Mycosphaerellaceae siendo dificil diferenciarlas de Z. citri-griseum. No
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obstante, las capturas de ascosporas se realizaron en una parcela fuertemente
afectada por la mancha grasienta, donde se habia comprobado la presencia de Z.
citri-griseum con métodos moleculares. Ademas, el area experimental era lo
suficientemente grande para garantizar la disponibilidad del indculo de la especie
patogena en estudio y no de otras especies externas.

El modelo seleccionado para la variable nimero de ascosporas capturadas
(ASC) incorpora el efecto de la componente temporal autorregresiva de orden 1
junto con las variables meteorologicas DPP y PPA. La componente temporal
indic6 que el nimero de ascosporas presentes en una semana estaba relacionado
con el numero de ascosporas registradas en la semana anterior. Estos resultados
sugieren que el comportamiento de las ascosporas disponibles en el aire
probablemente no experimente cambios bruscos de una semana a otra, si no mas
bien evolucionan de forma creciente o decreciente de acuerdo a la época del afio.
En este sentido, el efecto de la variable meteorologica DPP en el modelo
indicaria que las ascosporas aumentarian en la medida en que aumenten el
numero de dias con precipitacion pluvial >1 mm.

En los dos afios de estudio, los momentos con mayor nlimero de ascosporas
registradas fueron precedidos por periodos relativamente secos en donde las
hojas se descomponen mas lentamente. En estos periodos de verano la hojarasca
recibe lluvias de baja frecuencia, lo que favorece que las hojas estén hiimedas en
algunos momentos pero que luego se sequen rapidamente. Estas condiciones
probablemente favorecen una mayor formacion y maduracion de los
pseudotecios presentes en la hojarasca en el momento del inicio de la época de
lluvias. En Florida, Whiteside (1970) indicé que los periodos alternos de mojado
y secado de las hojas aceleran la formacion de pseudotecios de Z. citri-griseum
en las hojas en proceso de descomposicion. Por otro lado, el modelo incluyd
también a la variable PPA, indicando que el nlimero de ascosporas capturadas
aumentaria en la medida en que se incremente el volumen de lluvia acumulada.
En Panama, las lluvias experimentan un incremento en la época de invierno,
desde mayo a noviembre, con promedios de precipitacion mensual de unos 200
mm, con un aumento en la frecuencia de las lluvias. Estas condiciones climaticas
favorecerian una rapida descomposicion de las hojas, limitando la formacion y
maduracion de los pseudotecios y en consecuencia también una menor
produccién de ascosporas.
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En lo que respecta a la incidencia de la mancha grasienta en las plantas
trampa, se observaron oscilaciones en los dos afios de estudio. Los mayores
valores de incidencia se presentaron al inicio de la época lluviosa, en los meses
de abril a junio, coincidiendo con la maxima disponibilidad de ascosporas. Sin
embargo, aunque mas bajos, se registraron también valores de incidencia fuera de
ese periodo, indicando que las infecciones pueden ocurrir durante todo el afo.
Timmer et al. (1995) senalaron que si las condiciones ambientales son favorables
y hay indculo disponible, las infecciones de Z. citri-griseum pueden ocurrir
practicamente en cualquier momento del afio. Por su parte, Timmer et al. (2000)
indicaron que en Florida los dafios de la mancha grasienta en las plantas trampa
pueden ser de moderados a altos durante todo el afio, excepto en los meses mas
frios de noviembre a febrero.

El modelo seleccionado para la incidencia de la mancha grasienta integré de
forma aditiva el efecto de la componente temporal y las variables meteoroldgicas
HH y PH. Al igual que en la variable numero de ascosporas capturadas, la
componente temporal indica que la incidencia de la mancha grasienta en las
plantas trampa en una semana dependera de la incidencia registrada en las plantas
trampa de la semana anterior. El modelo incorpora a su vez las variables HH y
PH, indicando que los periodos de humectacion cortos y frecuentes favorecerian
las infecciones de Z. citri-griseum en las plantas trampa. En Florida, Whiteside
(1974) indico que los periodos de humectacion de al menos 6 h durante varias
noches consecutivas favorecian las infecciones de Z. citri-griseum . En nuestro
estudio, la duracion de los periodos de humectacion fue de 11 h en promedio que
junto con las altas humedades relativas, probablemente son suficientes para el
desarrollo del micelio epifitico sobre las hojas que daria lugar a las infecciones.

Los modelos resultantes para las variables numero de ascosporas capturadas
(ASC) y la incidencia (INC) presentaron en general una baja capacidad
predictiva. Esto probablemente pueda atribuirse a la duracion del periodo de
estudio y a la limitada cantidad de datos, ya que para los analisis de series
temporales es necesario disponer de una mayor cantidad de afios para obtener
predicciones mas fiables. En cualquier caso, los modelos han permitido
identificar los factores climaticos relacionados con la presencia de ascosporas en
el aire y las infecciones de las plantas trampa. Esta informacion permitird avanzar
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en el disefio de estrategias de control mas eficientes de la mancha grasienta en
Panama.

Como ya se ha indicado, el hongo Z. citri-griseum es un patdégeno sensible a
un amplio rango de productos, como los aceites minerales, fungicidas clpricos,
benzimidazoles, inhibidores de la biosintesis del esterol y estrobilurinas (Timmer
y Gottwald, 2000; Timmer et al., 2004). Los primeros ensayos de control de la
mancha grasienta los realizd6 Whiteside (1973a) en condiciones controladas
utilizando productos como el aceite mineral, sulfato de cobre tribasico y
benomilo. Los resultados obtenidos indicaron que el unico producto capaz de
reducir la severidad de la enfermedad con respecto al testigo era el aceite
mineral, aplicado antes o después de las inoculaciones del patdgeno.
Posteriormente, Whiteside (1982) presenté los resultados de una serie de
experimentos realizados durante 1977-1981 en parcelas de pomelos con los
mismos productos ensayados en condiciones controladas. En este nuevo estudio,
se comprobd que todos eran capaces de controlar la enfermedad en campo,
aunque su eficacia variaba de un afio a otro. Aunque los aceites minerales son
eficaces para el control de la mancha grasienta, se desconoce cual es exactamente
su modo de accion frente a Z. citri-griseum. Su actividad sobre el patdgeno se
atribuye a un efecto de inhibicién sobre el crecimiento miceliar epifitico, asi
como también a una posible induccion de resistencia de la planta evitando el
crecimiento del hongo dentro del mesoéfilo de la hoja (Whiteside, 1973a).

Por otro lado, el fungicida benomilo se ha mostrado eficaz en el control de
la mancha grasienta, aunque ha quedado en desuso debido al desarrollo de
resistencias (Timmer y Gottwald, 2000). Los productos cupricos como el
hidroxido de cobre y el oxicloruro de cobre han resultado eficaces en el control
de la mancha grasienta (Hidalgo et al, 1997; Timmer et al., 2000).
Recientemente se han citado también como eficaces frente a la enfermedad a
algunos triazoles como el fenbuconazol y las estrobilurinas (azoxistrobin,
piraclostrobin y trifloxistrobin) (Mondal y Timmer, 2006; Dewdney, 2014).

En el presente estudio se comprobd la eficacia del fungicida fenbuconazol
para reducir la severidad de la mancha grasienta en las hojas de arboles de
pomelo y naranja, de forma consistente en dos parcelas y varios afios
consecutivos. En 2011 se realizaron tres aplicaciones de fenbuconazol de forma
sistematica de mayo a julio, con una reduccion significativa de la severidad de la
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enfermedad en todas las parcelas y afios de estudio. El modelo de regresion
logistica ordinal mostré una alta probabilidad de valores de severidad 0 en los
arboles tratados y una alta probabilidad de severidad 3 en los arboles testigo.
Estos resultados coinciden con los de Mondal y Timmer (2003b), que controlaron
completamente la mancha grasienta durante un periodo de 12-18 meses con 1-2
aplicaciones de fenbuconazol.

Estos mismos autores indicaron que si las aplicaciones de fenbuconazol se
realizaban de forma temprana se lograba inhibir el desarrollo del crecimiento
miceliar epifitico del hongo y de esta forma se conseguia controlar
completamente la enfermedad. En Florida, las aplicaciones tempranas de
fungicidas entre finales de abril a junio proporcionan un buen control de la
enfermedad en hojas (Timmer et al., 1995; Timmer et al., 2000). Por su parte,
Hidalgo et al. (1997) indicaron que en Costa Rica las aplicaciones tempranas de
fungicidas cupricos en el mes de mayo reducian significativamente los dafios de
la enfermedad. En nuestro caso, las aplicaciones se realizaron coincidiendo con
las brotaciones de mayo, justo cuando los resultados del seguimiento
epidemiolégico indicaban los picos mas altos de ascosporas (Fig. 5.9). Es
probable que al realizar mas de una aplicacion del fungicida durante esta etapa
critica se haya logrado controlar el crecimiento epifitico del hongo y por ende los
buenos resultados de control obtenidos.

Por otro lado, cuando se realizé una sola aplicacion de fenbuconazol en
2012 y 2013, se consigui6 también reducir significativamente la severidad de la
enfermedad. No obstante, las predicciones del modelo logistico ordinal para la
categoria 0 de severidad difirieron considerablemente con respecto las obtenidas
en 2011. En cambio, las probabilidades asociadas a la categoria 3 de la escala
mostraron un comportamiento similar respecto a las de 2011. En la finca
Gabriela, la probabilidad para esta categoria de severidad en los arboles testigo
fue el doble que la obtenida para los arboles tratados. En finca Bella Vista en
2012 la probabilidad para la categoria 3 de severidad en los arboles no tratados
fue de 0,67 respecto a un 0,41 en los arboles tratados.

Bhatia et al. (2002), en un experimento realizado durante 2000 y 2001,
concluyeron que con una sola aplicacion de fenbuconazol se obtuvo una
reduccion moderada de la severidad de la mancha grasienta. Posteriormente, en
experimentos realizados en 2002 y 2003 en pomelos ‘Marsh’ redujeron
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practicamente a la mitad la severidad de los dafios foliares de la enfermedad
respecto a los arboles no tratados (Johnston y Timmer, 2004a). Se obtuvieron
resultados similares en las evaluaciones realizadas en pomelo ‘Red Blush’, donde
con un solo tratamiento de fenbuconazol se redujo significativamente la
severidad de la mancha grasienta (Johnston y Timmer, 2004b). Estos resultados
son similares a los obtenidos en nuestros experimentos en Panama, donde con
una sola aplicacion de fenbuconazol se logré reducir significativamente la
severidad de la enfermedad.

A pesar de la reduccion significativa de la severidad de la mancha grasienta
en los arboles tratados con fenbuconazol, no se encontraron diferencias
significativas entre la cosecha de frutos de los arboles tratados respecto a los no
tratados. Actualmente, existe muy poca informacion disponible sobre el efecto de
los fungicidas en el incremento de la cosecha en los arboles afectados por la
mancha grasienta. En trabajos realizados en Texas, bajo unas condiciones
climaticas menos favorables para la enfermedad, Timmer et al. (1980) evaluaron
durante cuatro afos diferentes estrategias de aplicacion de fungicidas para el
control de la mancha grasienta. Aunque se obtuvieron reducciones significativas
de la severidad de la enfermedad en los arboles tratados, ninguna de las
estrategias evaluadas aumento significativamente la cosecha. Estos resultados
coinciden con los de nuestro estudio, donde se demostro la eficacia del
tratamiento con fenbuconazol sobre la severidad de la enfermedad, pero sin
detectarse un incremento significativo de la cosecha en los arboles tratados.

Un aspecto muy importante a considerar seria la realizacion de ensayos de
control que abarcaran un mayor nimero de afios, ya que posiblemente los arboles
tratados necesiten periodos mas largos para la completa recuperacion de su masa
foliar y poder asi traducirse en un efecto detectable en la cosecha. Por otro lado,
habria que considerar la concurrencia de otros factores agrondomicos limitantes,
como las deficiencias nutricionales o el estrés hidrico estacional, que podrian
limitar el potencial productivo de los arboles mas alla del efecto de la
enfermedad.

En conclusion, en el presente estudio se logré determinar que la mayor
disponibilidad de indculo del hongo Z. citri-griseum ocurre entre los meses de
abril y mayo, asi como también el mayor nimero de infecciones, que por otra
parte pueden darse con menor incidencia en otras épocas del afio. También se
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determino el efecto del fungicida fenbuconazol sobre la reduccion de la severidad
de la mancha grasienta en hojas de arboles de pomelo y naranja en Panama. Las
aplicaciones realizadas en el mes de mayo lograron reducir significativamente la
severidad de la enfermedad con respecto a los arboles no tratados, pero no se
detect6 un efecto significativo sobre la cosecha.
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Capitulo 6
CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en cada uno de los capitulos de la presente tesis
doctoral, se extraen las siguientes conclusiones:

Capitulo 3. Prospeccion de enfermedades fingicas en los citricos de Panama

1. Se confirmo la presencia en Panama de la mancha grasienta causada por
Zasmidium citri-griseum, la melanosis causada por Diaporthe citri, la rofia
de los citricos causada por Elsinoé fawcettii y la caida prematura de frutos y
antracnosis causada por Colletotrichum acutatum.

2. La presencia de la mancha grasienta de los citricos causada por Z. citri-
griseum se confirmd en el 68% de las parcelas prospectadas en Panama,
considerandose la enfermedad fingica mas prevalente de los citricos en
Panama.

3. No se detectdo la presencia en Panama de ninguna de las siguientes
enfermedades cuarentenarias: la mancha negra causada por Phyllosticta
citricarpa, la cercosporiosis causada por Pseudocercospora angolensis y la
rofia de la naranja causada por Elsinoé australis.
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Capitulo 4. Especies de Mpycosphaerellaceae asociadas con la mancha

grasienta de los citricos en diferentes regiones climaticas

Se identifico la especie Amycosphaerella africana asociada a la mancha
grasienta de los citricos en Espafla y Marruecos y Z. citri-griseum como
agente causal de la mancha grasienta en Panama, estando asociada también a
la enfermedad en Ghana.

Capitulo 5. Epidemiologia y control de la mancha grasienta de los citricos
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en Panama

La mayor defoliacion de los arboles de naranja ‘Valencia’ afectados por
mancha grasienta se dio durante la época relativamente seca de diciembre a
abril.

Los dias hasta la descomposicion total de la hojarascas se relaciond de
forma negativa con la precipitacion pluvial acumulada por semana y la
humedad relativa promedio por semana y positivamente con los dias con
precipitacion pluvial >1 mm por semana.

El nimero de ascosporas de Zasmidium citri-griseum liberadas de la
hojarasca se relacioné positivamente con los dias hasta la descomposicion
total de las hojas, la precipitacion pluvial acumulada por semana y la
temperatura promedio y de forma negativa con los dias con precipitacion
pluvial >1 mm por semana.

La mayor disponibilidad de indéculo de Z. citri-griseum en Panama se
registrd en abril y mayo, disminuyendo notablemente con el inicio de la
estacion de lluvias. Los valores mds altos de incidencia de la mancha
grasienta en las plantas trampa coincidieron con estos meses de mayor
disponiblidad de inoculo. Aunque con menor incidencia, se registraron
también infecciones en otras épocas del afio.

El nimero de ascosporas capturadas y la incidencia de la mancha grasienta
en las plantas trampa se relacionaron con los valores registrados en la
semana anterior asi como con algunas variables climaticas. En concreto, el



Conclusiones

10.

numero de ascosporas capturadas por semana se relacion6 de forma positiva
con los dias con precipitacion pluvial >1 mm por semana y negativamente
con precipitacion pluvial acumulada por semana. La incidencia de la mancha
grasienta se relacion6 positivamente con los periodos de humectacion >1 h
por semana y de forma negativa con la humectacion semanal. Aunque los
modelos mejoraron notablemente al incorporar la componente temporal, su
capacidad predictiva fue baja.

Con la aplicacion foliar del fungicida fenbuconazol en el mes de mayo se
consigui6 reducir significativamente la severidad de la mancha grasienta
respecto a los arboles no tratados. No obstante, no se detectd ningun efecto
de los tratamientos fungicidas sobre la cosecha de frutos.
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