ISSN edicién impresa 0325-8718 ISSN en linea 1669-2314 Vol. 47 N.° 3, Diciembre 2021 Buenos Aires, Argentina

Revista de
Investigaciones
Agropecuarias

Carbono:
el elerhento que determina
Ia sustentabilidad del agro

INTA/'  Ediciones

INTAI' Ediciones




Revista de
Investigaciones
Agropecuarias

La Revista de Investigaciones Agropecuarias (RIA) es una publicacion de informacion cientifica editada por el INTA. Los articulos
presentados son admitidos por un Comité Editorial compuesto por prestigiosas figuras del dmbito académico y cientifico agropecua-
rio. Abarca diferentes temas preparados por profesionales del INTA y de otras instituciones, y estd destinada a la comunidad cienti-

fica nacional e internacional. Lo expresado por autores, corresponsales o columnistas no necesariamente reflejan el pensamiento del

Comité Editorial, de la revista o de su institucion editora.

MIEMBROS DEL CONSEJO DIRECTIVO DEL INTA

Presidenta:
Ing. Agr. Susana Mirassou

Vicepresidente:
Ing. Agr. Tomas Schlichter

Consejeros Nacionales:
Med. Vet. Manuel Pedreira
MAGyP

Ing. Agr. Liliana Monterroso
Facultades de Cs. Agrarias

Ing. Agr. Alejandro Conci.
AACREA.

Ing. Agr. Mario Nicolds Carlino
CONINAGRO.

Ing. Agr. Sergio Melgarejo
CRA.

}MIEMBROS DEL COMITE EDITORIAL

Dr. Pablo Paillole
FAA.

Sr. Santos Zuberbhuler
SRA.

Director Nacional:
Ing. Agr. Carlos Parera
Directores Nacionales Asistentes:

Direccién Nacional Asistente
Operaciones y Asuntos Juridicos
Ing. Agr. José Luis Spontén

Direccién Nacional Asistente
Investigacién y Desarrollo
Ing. Agr. Martin Irurueta

Direccién Nacional Asistente Planificacién,
Monitoreo y Evaluacion

Direccion Nacional Asistente
Tranferencia y Extension
Ing. Agr. Maria Rosa Scala

Direccién General Administracion
CPN Lic. Rosendo Tarsetti

Direccién Nacional Asistente Desarrollo,
Gestién y Fortalecimiento de las Personas
Mg. Constanza Inés Necuzzi

Direccién Nacional Asistente Sistemas
de Informacion, Tecnologia y Procesos
Ing. Fernando Ricitelli

Direccién Nacional Asistente
Comunicacién Institucional
Lic. Maximo Bontempo

Coordinacién Nacional Vinculacién
Tecnoldgica y Relaciones Institucionales
Ing. Zootecnista Juan Sebastidn Llorens

EDITOR GENERAL

Dr. Ariel Pereda.

Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) y Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas
y Técnicas (CONICET). Argentina.

EDITORES

Ing. Agr., M. Sci. Jorge Mariotti.
Universidad Nacional de Salta (UNSa).
Argentina.

Dr. Tomas Miguel Schlichter.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Dra. Ana Maria Romero.
Universidad de Buenos Aires (UBA).
Argentina.

Dr. Carlos Parera.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Ing. Agr. M. Sc. Maria Eugenia Beget.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Dr. Miguel Angel Taboada.

Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) y Consejo Nacional
de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET). Argentina.

Dr. Anibal Pordomingo.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Dr. Martin Durante.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Dr. Laureano Frizzo.
Universidad Nacional del Litoral
(UNL). Argentina.

Dr. Juan Wahren.

Instituto de Investigaciones Gino
Germani (IIGG). Facultad de Ciencias
Sociales. Universidad de Buenos Aires.
Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas (CONICET).
Argentina.

Dra. Karina Trono.

Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) y Consejo Nacional
de Investigaciones Cientificas y

Técnicas (CONICET). Argentina.

Dra. Gabriela Posse.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Dr. Sergio Vaudagna.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Dr. Ditmar Kurtz.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Ing. Agro. M. Sc. Alejandro Valeiro.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Dr. Oscar Taboga.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Dr. Sergio E. Feingold.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Dr. Dario Fernandez.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Ing. Agr. M. Sc. Marina Di Filippo.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Ing. Agr. M. Sc. Emiliano Quiroga.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Ing. Agr. M. Sc. Alejandro Rago.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

M. Sc. Maria Isabel Tort.
Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Argentina.

Ing. Agr. M. Sc. Damian Vega.
Universidad de Buenos Aires (UBA).
Argentina.

} STAFF

Direccion:
Dra. Norma Pensel
Lic. Maximo Bontempo

Coordinacion editorial:
Mg. Mario Migliorati

Asistente editorial:
Lic. Gustavo Ciuffo
Lic. Cecilie Esperbent

Produccién Editorial:

Asesores técnicos y de contenido
Ing. Agr. Cristian Zuchini

Dr. Martin Irurueta

Disefio y Edicion:
Direccién Nacional Asistente
Comunicacién Institucional.

Fotografia:
Direccién Nacional Asistente
Comunicacién Institucional.

INDEXACIONES

Scopus

Latindex (Folio 3346)

CABI Publishing

DOA]J (Directory of Open Access Journals)
Redalyc.org

Nucleo Bésico

Thomson Reuters

Dialnet

Scielo

CiteFactor

DATOS EDITORIALES
Chile 460 2.° piso. Ciudad Auténoma de

Buenos Aires, Argentina. CP (C1098AAJ)
+54 (011) 4339-0600
http://ria.inta.gob.ar
revista.ria@inta.gob.ar

ISSN 0325-8718 ISSN 1669-2314
Propiedad Intelectual N.° 5231354

Institucién Editora: Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA).

Cuatrimestral. Vol. 47 N.° 3
Diciembre 2021, Buenos Aires, Argentina.

Ministeric de Agricultura,
2 Ganaderfa y Pesca

Argentina

Esta publicacion es propiedad del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria.
Rivadavia 1439. CABA. Buenos Aires,
Argentina.



ARTICULOS

Revision: biotecnologia aplicada
a la viticultura

Tapia, E.A.; Madrigal, B.; Herrera, E.

305

Physicochemical and
melissopalynological profiles
of Citrus limon honey from
Tucuman-Argentina. Hesperidin
as a suitable marker of floral
origin
Maldonado, L.M.; Marcinkevicius, K.;
Salomén, V.; Sanchez, A.C.; Alvarez, A.;
Lupo, L.; Bedascarrasbure, E.

315

Evolucion histérica de los
factores y cambios en el area del
bosque de caldén en la provincia
de Cordoba, Argentina

Tello, D.S.; De Prada, J.D.

325

Soybean pod and grain
isoflavones accumulation during
the filling period in field

conditions

Carrera, C.S.; Urretabizkaya, N.; Gon-
tijo Mandarino, J.M.; Santos Leite, R;;
Szemruch, C.; Rondanini, D.P.

338

TRABAJOS

Ecosystem and productive
benefits of the strategic
inclusion of annual legumes into
an annual ryegrass pasture in

a no-tillage integrated
crop-livestock system

Garcia-Favre, J.; Zanoniani, R.; Lopez,
I.LF.; Cadenazzi, M.; Sacido, M.; Mailhos,
M.E.; Boggiano, P.

344

Utilizacién regional de
baculovirus en el control
de plagas horticolas

Salvador, R.; Niz, J.; Pedarros, A.; Quin-
tana, G.I.F,; Cadenazzi, M.; Sacido, M;
Mailhos, M.E.; Boggiano, P.

354

Crecimiento, supervivencia

y fecundidad de individuos

de Avena fatua L. tratados con
herbicidas inhibidores de ALS
e inhibidores de ACCasa

Scursoni, J.; Martin, A.; Abbati, P.; Bas-
tanchuri, M.; Gueventter, M.; Di lorio, E.;
Pulido, A.; Sherriff, T.; Quistre, J

361

CONTENIDO

Contribucién al estudio de la
ecologia y biologia de Epicauta
atomaria (Coleoptera: Meloidae),
insecto asociado a cultivos
agricolas en América del Sur

Campos-Soldini, M.P; Zapata, L.D.;
Wagner, L.S.; Fernandez, E.N.; Safenrai-

ter, M.E.
367

Eficiencia de transmisién de
Trichoconiella padwickii a
coleoptilos de arroz en distintos
sustratos

Lovato Echeverria, A.D.; Gutiérrez, S;
Carmona, M.A.
376

Caracterizacion de Xylella
fastidiosa a partir de materia-
les vegetales y cepas aisladas
de olivo (Olea europaea L.)

e implementacién de un
sistema de diagnostico
serologico en Argentina

Tolocka, P.A.; Giolitti, F.; Guzman, FA.;
Mattio, M.F.; Nome, C.F; Ortega, L.I.;
Paccioretti, M.A.; Roca, M.E.; Otero, M.L;
Haelterman, R.M.

380




REVISION

Revisidn: biotecnologia aplicada
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Tapia, E.A."; Madrigal, B.% Herrera, E.?

RESUMEN

El vino es una bebida altamente comercializada; en las ultimas tres décadas se ha observado un aumento en la
globalizacién de este producto. Las empresas vitivinicolas buscan nuevos avances tecnoldgicos que permitan au-
mentar la produccién de vino mediante el mejoramiento del cultivo de vides y el uso de estandares de calidad para
responder a la alta competitividad del mercado. Hoy en dia, la industria vitivinicola se enfrenta a problematicas
mundiales como el descenso del consumo y aumento de excedentes; por lo que se busca a futuro la obtencién de
productos mas competitivos, mejoras de calidad y tipicidad de los vinos. El objetivo de esta revision es recabar las
principales aplicaciones de la ingenieria genética y la biotecnologia aplicada a la viticultura. Desde los métodos
actuales de identificacién molecular de variedades de vid hasta la produccién de vinos botritizados mediante el
uso de técnicas microbioldgicas que permiten la infeccién de las uvas con el hongo Botrytis cinerea y el uso de
transgénicos, entre otros; tomando en cuenta la bioética y bioseguridad que debe estar presente en el desarrollo de
estas tecnologias innovadoras que impactan positivamente en el cultivo y produccidn de las variedades de vides.

Palabras clave: Vitis vinifera, Botrytis cinerea, OGM, microsatélites, SNP, micropropagacion.

ABSTRACT

Wine is a highly commercialized product. In the last three decades there has been an increase in the globalization
of this product. Wine companies are looking for new technological advances that allow increasing wine production
by improving the cultivation of vines and the use of quality standards to respond to the high competitiveness of the
market. Nowadays, wine industry faces global problems such as decreased consumption and increased surpluses;
for this reason, the future seeks to obtain more competitive products, quality improvements and typicality of wines.
The objective of this review is to recover the main applications of genetic engineering and biotechnology applied to
viticulture. From the current methods of molecular identification of vine varieties, to the production of botrytised wi-
nes through the use of microbiological techniques that allow the infection of grapes with Botrytis cinerea fungus and
the use of transgenics, among others; taking into account the bioethics and biosafety which must be present in the
development of these innovative technologies that positively impact the cultivation and production of grape varieties.

Keywords: Botrytis cinerea, Vitis vinifera, micropropagation, microsatellites, GMO, SNP.
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INTRODUCCION

El vino es un producto altamente consumido a nivel mundial
segun la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV).
Se estima que el consumo global en 2019 fue de 244 millo-
nes de hectolitros (hL) (OIV, 2020), y la produccién mundial
en 2018, excluyendo zumos y mostos, alcanza la cifra de 279
millones de hL; por lo que la industria vitivinicola es de gran
importancia econémica.

En las ultimas tres décadas se ha observado un aumento en
la globalizacion del vino, principalmente en el nimero de pai-
ses productores y exportadores: Estados Unidos, Argentina,
Chile, Nueva Zelanda, China, Sudafrica, entre otros (Medina-
Albaladejo et al., 2014). Las exportaciones mundiales aumen-
taron en las ultimas décadas de 2.61 millones de toneladas
en 1961-1965 pasaron a 4.31 millones en 1986-1990 y a 9.8
millones en 2010 (Medina-Albaladejo et al., 2014). Actualmen-
te los principales paises productores de vino en el mundo son
Italia, Francia, Espafia, Estados Unidos y Argentina (OIV, 2018).

En México la industria vitivinicola se ha incrementado gra-
cias a la demanda del vino, segun el Consejo Mexicano Viti-
vinicola (CMV, 2018); el consumo de vino pas6 de 450 mL en
2012 a 950 mL per cdpita en 2018. Se ha buscado incrementar
la produccidn de vino en nuestro pais ya que el producto gene-
rado actualmente solo satisface el 30% de la demanda inter-
na. Los 5 principales estados productores de vino en México
son: Coahuila, Querétaro, Baja California, Zacatecas y Aguas-
calientes (CMV, 2020).

Hoy en dia existe una alta competencia en la industria vitivi-
nicola tanto en México como en el mundo; por lo que se han
buscado nuevos conocimientos y tecnologias que permitan
aumentar la produccién de vino y alcanzar mayores estanda-
res internacionales de calidad.

El objetivo de esta revisién es recabar las principales apli-
caciones de la ingenieria genética y la biotecnologia que han
permitido obtener avances innovadores para el mejoramiento
de los cultivos, maximizar la produccién de vino y mantener la
competitividad mundial en la viticultura.

REVISION DE LITERATURA

En las udltimas décadas se han desarrollado avances inno-
vadores a nivel mundial, especificamente en genética y bio-
tecnologia. En el campo de la viticultura el aprovechamiento
de estos avances abarca desde nuevas técnicas moleculares
para la identificacion y diferenciacién de variedades de vid, el
uso de la microbiologia para aislar, purificar y utilizar un hongo
fitopatégeno para la produccion de vinos botritizados hasta
métodos enfocados a la agrobiotecnologia para acelerar el
desarrollo de plantas como es la micropropagacién y el uso
de transgénicos. De esta forma, se busca optimizar los culti-
vos y alcanzar estandares de calidad generando un impacto
positivo en la industria vitivinicola.

Métodos moleculares de identificacion de variedades de vid

Las grandes empresas productoras de vino buscan desarro-
llar nuevas estrategias que permitan diferenciarlos dentro del
mercado. La introduccion de nuevas variedades de uva es una
de estas estrategias (Lavarello et al., 2011).

La industria vitivinicola esta basada en la venta de cultivos
y especies de vid, gracias a su facil diseminacién se han ge-

nerado confusiones en su denominacion; de esta manera, una
misma variedad puede recibir diversos nombres en diferentes
zonas o paises donde se cultiva. En el mundo existen aproxi-
madamente 5.000 variedades de Vitis vinifera (Gomes et al.,
2018), la cual es considerada la especie mas dominante entre
las diferentes especies de vides cultivadas para la elaboracién
de vino (Troggio et al., 2008). Por lo que su correcta identifi-
cacién mediante métodos de biologia molecular con métodos
ampelograficos es importante para su denominacion y venta
de producto en el mercado.

Se han implementado normas internacionales como el C6-
digo Internacional de Practicas Enolégicas y la Norma Inter-
nacional para el Etiquetado de Vinos de la OIV (OIV, 2019); las
cuales permiten regular el proceso de produccion, empaque-
tado y delimitar especificaciones sobre el etiquetado del pro-
ducto final. Dentro del etiquetado debe de ir especificado la
denominacion del producto (OIV, 2015).

En la actualidad, la ampelografia practica se usa como un
método complementario de identificacion (Ruiz, 2019); por lo
que para poder llevar a cabo una denominaciéon mas detallada
y certera del género, especie, y variedad de la vid se utilizan
métodos de biologia molecular.

La identificacion y designacién correcta de la variedad de
la vid es un requerimiento necesario para los productores vini-
colas, puesto que permite conservar variedades tradicionales
que se han mantenido en denominaciones de origen durante
siglos debido a alguna caracteristica. Asimismo, permite la co-
rreccion de sinonimias, las cuales son frecuentes en el ambito
de la viticultura, la conservacién de germoplasmay el correcto
etiquetado del producto. Existen varios métodos de identifica-
cién de variedades de vides; sin embargo, el mas utilizado en la
actualidad es la identificacion de marcadores genéticos cono-
cidos como secuencias repetidas cortas (SSR) o también co-
munmente llamados microsatélites (San Pedro-Galan, 2017).

Secuencias repetidas cortas o microsatélites (SSR)

Los SSR son unidades cortas de uno a seis pares de bases
que se encuentran repetidos en tdndem en el genoma de los
organismos eucariontes (Picd-Sirvent et al., 2012); son alta-
mente variables en su longitud entre los diferentes alelos de
un mismo locus (sitio en el genoma). El uso de este méto-
do molecular de identificaciéon se apoya principalmente en la
amplificacion de las secuencias mediante el uso de PCR (Re-
accion en Cadena de la Polimerasa), la cual utiliza primers o
cebadores complementarios a las secuencias conservadas de
interés (Pérez de Castro, 2011).

La OIV ha propuesto un protocolo de identificacién de varie-
dades de vid (Vitis vinifera) mediante el uso de nueve diferentes
SSR (OIV, 2019) con el fin de uniformar los criterios internacio-
nales, asi como para revisar denominaciones varietales. Existen
mas marcadores SSR, sin embargo, nueve microsatélites permi-
ten diferenciar entre una variedad de Vitis vinifera y otra gracias
a su alta capacidad de discrepancia a diferencia de los demas.
Los nueve determinados por la OIV (tabla 1) son los marcadores
necesarios para obtener la validacion de los datos (OIV, 2019).

El uso de los marcadores genéticos SSR es el método es-
tandar designado por la OIV (OIV, 2019). Sin embargo, el
desarrollo de técnicas y métodos novedosas han generado
nuevas propuestas como la identificacion de variedades me-
diante el uso de SNP (por sus siglas en inglés, Single Nucleo-
tide Polymorphisms).

Revisin: biotecnologia aplicada a la viticultura 306
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Locus ‘L(\:;,I;’ Cebadores (5'-3'y 3'-5) Repetido Referencia
VVMDS 226-  5- CTAGAGCTACGCCAATCCAA -3' (CT),AT(CT),, (Bowers et al.,
246  3- TATACCAAAAATCATATTCCTAAA -5 ATAS(AT), 1996)
VVMD7 231-  5- AGAGTTGCGGAGAACAGGAT -3’ ©n (Bowers et al.,
265  3- CGAACCTTCACACGCTTGAT -5 145 1996)
171-  5- GTACCAGATCTGAATACATCCGTAAGT-3'
VVMD27 219 3- ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT -5’ No reportado (OIV, 2001)
Ws2 123-  5- CAGCCCGTAAATGTATCCATC -3 A) (Thomas et al.,
162 3~ AAATTCAAAATTCTAATTCAACTGG -5' 2 1993)
235-  5- AGATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG -3 (Sefc et al.,
SSIVIZAG79 262  3-TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTTCC -5' (GA),, 1999)
174-  5- GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC -3' (Sefc et
SSTVIZAG62 220  3- CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCAGC -5 (GA),, al, 1999)
239-  5- TATGATTTTTTAGGGGGGTGAGG -3’ (Bowers et al.,
VVMD32 273 3- GGAAAGATGGGATGACTCGC -5' No reportado 1999)
243-  5- TTCCGTTAAAGCAAAAGAAAAAGG -3’ (Bowers et al.,
VVMD25 275  3- TTGGATTTGAAATTTATTGAGGGG -5' No reportado 1999)
VVMD28 221-  5- AACAATTCAATGAAAAGAGAGAGAGAGA -3’ No reportado (Bowers et al.,

279 3’- TCATCAATTTCGTATCTCTATTTGCTG -5’

1999)

Tabla 1. Marcadores SSR para la identificacién de variedades de Vitis vinifera L.

pb: pares de bases.

Polimorfismos de nucleétido tinico (SNP)

Los polimorfismos de nucleétido tnico (SNP) han surgido
como una alternativa viable para una identificacion mas ra-
pida y eficaz (Ibafez et al., 2010). Estos polimorfismos son
mutaciones que se pueden encontrar en cualquier parte del
genoma de un organismo y son caracteristicos por presentar
un cambio en una sola base nitrogenada en un sitio especifico
(Ramirez-Bello et al., 2013). Gracias a la secuenciacion del ge-
noma completo de la vid en 2007 (Jaillon et al., 2007) se han
identificado gran variedad de SNP, facilitando de esta forma la
diferenciacion entre variedades.

El método de identificacion de SNP se apoya en el uso de mi-
croarreglos de ADN, su frecuencia en el genoma de la vid es
muy alta y se necesita una herramienta que pueda acelerar el
proceso. Estos microarreglos estan basados en el uso de biblio-
tecas de ADNc (complementario) que se realiza a partir de la
retrotranscripcion de los RNAm del organismo y posteriormen-
te las secuencias complementarias se almacenan en un vec-
tor. Estas bibliotecas de ADNc son de gran importancia porque
permiten la impresién de los microarreglos; y estos son usados
para agilizar el andlisis de la expresién génica de una muestra
(Martinez-Hernandez et al., 2010). El fundamento principal de
los microarreglos es hibridar moléculas complementarias de
ADNc entre si, identificarlas mediante marcaje fluorescente y
medir la presencia e intensidad de la expresién del gen diana
(Heidari, 2019); que en este caso contiene a los SNP.

Un microarreglo comun tiene una superficie aproximada
de 2x2 cm, el cual puede contener aproximadamente 10.000
moléculas diana para su analisis. Debido a esto, los microa-
rreglos de SNP han surgido como una herramienta novedo-

sa para aumentar la rapidez y eficacia de la identificacion de
variedades de vid; asi como aplicarse para la generacion de
mapas gendomicos y determinar relaciones genéticas entre va-
riedades (Laucou et al., 2018).

Agrobiotecnologia aplicada a la viticultura

El crecimiento lento de algunas variedades de plantas es una
limitante importante para la industria tanto alimenticia como
ornamental (Dominguez-Rosales et al., 2008). La biotecno-
logia ha permitido desarrollar nuevas técnicas de cultivo de
plantas con la finalidad de maximizar la produccién y evitar el
desabastecimiento de productos en el mercado.

Micropropagacion

El cultivo in vitro se caracteriza por mantener un ambiente
aséptico, asi como, factores fisicos y quimicos controlados
que son fundamentales y que nos permiten desarrollar plantas
de forma especifica, es decir, implementar un ambiente artifi-
cial para el cultivo de plantas.

Dentro de las principales técnicas de cultivo in vitro de plan-
tas se encuentra la micropropagacién. Esta técnica consiste
en la propagacién de material vegetal deseable mediante ex-
plantes obtenidos a partir de una planta madre; utilizando un
medio de cultivo adecuado que satisfaga las necesidades nu-
trimentales de la planta (Mroginski et al., 2010).

Una de las mas grandes ventajas que tiene esta técnica es la
capacidad de aumentar significativamente la produccion de una
planta especifica; la reduccién de espacio de trabajo y control de
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las condiciones de crecimiento. La micropropagacion estd basa-
da en la caracteristica de totipotencia de las células vegetales, en
la que una célula tiene la capacidad de regenerar un organismo
vegetal completo (Calva-Calva et al., 2005); debido a esta propie-
dad se pueden someter las células a estimulos adecuados para
la diferenciacién especifica hacia diversos tejidos, como, por
ejemplo, raices, tallo o embriones (Olmos et al., 2010).

Actualmente esta técnica se ha aplicado a la viticultura con
la finalidad de micropropagar Vitis vinifera y optimizar su cul-
tivo. En Etiopia (Kinfe et al., 2017) se han realizado técnicas de
micropropagacion en variedades de Vitis vinifera, especifica-
mente “Chenin blanc”, “Ugni blanc” y “Canonnanon” utilizando
nédulos como explantes, medio Murishage y Skoog (MS) y la
adicion de fitohormonas como BAP (6-bencilaminopurina), los
cuales tuvieron un crecimiento exitoso en cuatro semanas; es-
tas plantulas se trasplantaron a suelo donde se llevé a cabo
el proceso de aclimatacion. Sin embargo, se pueden utilizar
diversos tipos de explantes para propagar Vitis vinifera, como,
por ejemplo, hojas jévenes para induccion de callos (Kumsa et
al., 2019) y brotes laterales (Melyan et al., 2015).

Figura 1. Cultivo in vitro de Vitis vinifera (Martinez, 2019).

En Espaiia se ha establecido un protocolo de micropropaga-
cion exitoso de Vitis vinifera para la variedad “Monastrell” uti-
lizando brotes como explantes; en el cual compararon el uso
del medio W (medio basal de planta lefiosa Lloyd y McCown)
y el medio MS, ambos adicionados con BAP por un periodo de
30 dias; siendo el cultivo con medio W el mas eficiente para
la induccién de brotes (San Pedro-Galan, 2017); pudiéndose
obtener alrededor de 10.000 plantas en siete meses a partir de
una sola planta madre.

En algunos paises, como México, se han utilizado yemas axi-
lares y meristemos como explantes para la micropropagacion
in vitro de las variedades Cabernet Sauvignon y Merlot en me-
dio MS adicionado con fitohormonas, teniendo mejores resul-
tados con una concentraciéon de 1,0 mg/L de BAP (Cavazos-
Galindo et al., 2018). Debido a los avances en biotecnologia
vegetal a nivel mundial, la micropropagacion se ha establecido
como una técnica viable para el cultivo in vitro, conservacion y
mejoramiento de Vitis vinifera, sin embargo; se deben realizar
mas investigaciones para obtener protocolos éptimos de cre-
cimiento y desarrollo para variedades especificas.

Produccion de vinos botritizados

El uso de microorganismos de interés industrial es una de las
principales aplicaciones de la biotecnologia; este es el caso de
Botrytis cinerea. Este microorganismo es un hongo filamento-
so perteneciente a la familia Sclerotinicaeae, capaz de infectar
a mas de 230 especies de plantas huéspedes entre ellas la
planta de la vid generando la enfermedad conocida como po-
dredumbre gris (Elad et al., 2004). B. cinerea es un fitopatdge-
no al cual se le ha encontrado un interés particular en la indus-
tria vitivinicola; durante su ciclo de infeccion, el hongo infecta
los racimos de las vides principalmente en las estaciones de
primavera y verano (Elmer et al., 2007), generando de esta for-
ma algunos efectos en la composicion de las bayas, como, por
ejemplo, la reduccion del 40% al 50% de agua, reduccién de
compuestos fendlicos, taninos, pectinas y el aumento de azu-
cares durante el proceso de maduracion (Pezet et al., 2003).

La infeccion de B. cinerea en las vides puede llegar a dis-
minuir significativamente la calidad de las uvas y dificultar su
vinificacion (Pajares-Ledn, 2016). Sin embargo, bajo deter-
minadas condiciones climatoldgicas, alternando periodos de
humedad y sequedad, puede llegar a controlarse e inducir una
infeccion menor conocida como podredumbre noble (Lovato
etal., 2019).

En esta podredumbre, la inoculacién con B. cinerea se utili-
za principalmente como método posmaduracién de las bayas
con la finalidad de aumentar la concentracién de aztcares y
de esta forma llevarlos al proceso de vinificacién para generar
vinos dulces comercialmente conocidos como vinos botriti-
zados de calidad. Las principales variedades de uvas que se
utilizan para la produccién de vinos botritizados son: “Semi-
llon”, “Sauvignon Blanc”, “Chenin Blanc”, “Furmint”, “Riesling”,
“Picolit”, “Pinot Blanc” y “Gewirztraminer” (Kallitsounakis y
Catarino, 2020). El uso de B. cinerea en la industria vitivinicola
implica principalmente técnicas biotecnolégicas y microbiol6-
gicas que incluyen el aislamiento, caracterizacion, conserva-
cién, inoculacién y biocontrol del hongo.

Algunas de las regiones principales donde se producen los
vinos botritizados son la zona de Sauternes-Barsac en el su-
roeste de Francia, la zona Tokaj-Hegyalja en Hungria y Eslova-
quia, asi como los vinos Beerenauslese en algunas regiones
de Alemania (Pajares-Leon, 2016). Los vinos botritizados pro-
ducidos en estas regiones tienen un gran impacto en el merca-
do mundial vitivinicola, siendo de los mas costosos debido a
su meticuloso proceso de elaboracién.

Transgénicos

Los transgénicos surgen como una alternativa viable para re-
solver problemas en diversas industrias, principalmente la in-
dustria agroalimentaria, textil y farmacéutica. Estados Unidos
es el pais lider en la aplicacion de transgénicos en la agricul-
tura; existen actualmente 10 cultivos OGM (Organismos Ge-
néticamente Modificados) autorizados los cuales son: alfalfa,
manzana, colza, maiz, algodén, papaya, papa, soya, calabaza
y remolacha azucarera (Giménez-Alvear et al., 2019). En Mé-
xico se han aprobado 170 eventos para alimentos, piensos y
cultivo; incluidos la alfalfa, canola, algodén, maiz, papa, arroz,
soya, remolacha y tomate desde 1996 (ISAAA, 2017). La ma-
yoria de estos cultivos se encuentra en ensayos de evaluacién
precomerciales, el tnico cultivo GMO aprobado para su cultivo
es el algodén.
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La transferencia de genes de interés y la edicion génica en
las vides mediante el uso de técnicas de biologia molecular y
manipulacion genética ha sido uno de los principales puntos de
interés en la industria de vinos; por lo que se han realizado ex-
perimentaciones con el objetivo de silenciar genes especificos
que generan susceptibilidad a enfermedades o inducir carac-
teristicas especificas, como, por ejemplo, resistencia a plagas,
resistencia al frio o estrés abidtico (Gonzalez y Ramén, 2008).

Segun la FAO (por sus siglas en inglés, Food and Agricultu-
re Organization) un transgénico es definido como la transfe-
rencia de uno o mas genes de una especie diferente a otra,
con la finalidad de mejorar las caracteristicas del organismo
(Madkour, 2019). Por tanto, se ha optado por la insercion de
transgenes mediante diversas metodologias que puedan sa-
tisfacer estas necesidades y asi maximizar los cultivos y con-
secuentemente mejorar la produccioén de vino.

Transformacion genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens

A. tumefaciens actualmente conocido como Rhizobium ra-
diobacter es un fitopatégeno que infecta y coloniza los sis-
temas radiculares de las plantas causando tumoraciones. Se
utiliza como método de transformacion genética debido a que
contiene un mecanismo Unico de virulencia, en el cual trans-
fiere fragmentos de ADN a las células huéspedes mediante un
plasmido Ti (por su sigla en inglés, “tumor inducing”) con el
objetivo de integrarlo a su genoma (Guo et al., 2019). El gen de
interés se puede insertar facilmente en el plasmido Ti reem-
plazando los oncogenes de la region ADN-T (de transferencia)
y al momento de la infeccion este es transferido al genoma
(Hwang et al., 2017).

Este método de transformacion genética vegetal es el mas
utilizado debido a que su mecanismo estd ampliamente es-
tudiado y presenta una alta eficiencia de transformacion
(Hwang et al., 2017). Sin embargo, existen diversos métodos
de transformacion genética que no incluyen el uso de microor-
ganismos, principalmente la biobalistica, el uso de liposomas,
electroporacion, sonicacion, microinyeccion, entre otros (Diaz-
Granados et al., 2012). Algunos de los principales genes de in-
terés que se han insertado experimentalmente en Vitis vinifera
se encuentran mencionadas en la tabla 2.

En su mayoria, la transformacion genética que se busca en
Vitis vinifera se encuentra enfocada en otorgar resistencia an-
tifungica con la finalidad de evitar este tipo de enfermedades
producidas por hongos fitopatégenos. El avance en biologia
molecular se enfoca en el desarrollo de nuevas técnicas que
permiten la edicién génica en plantas para reemplazar, silen-
ciar o regular genes especificos.

Edicion genética mediante CRISPR-Cas9

Una de las tecnologias con mayor potencial en el ambito de
la agricultura es la técnica de edicion genética CRISPR-Cas9
(por sus siglas en inglés; Clustered regularly interspaced short
palindromic repeats-associated with protein Cas 9). Es un me-
canismo de regulacion genético encontrado en bacterias y que
se presenta como mecanismo de defensa contra virus (Adli,
2018). Este sistema permite editar el ADN en un sitio especi-
fico debido a que estd asociado a una enzima endonucleasa
llamada Cas9 y que en conjunto con secuencias de ARN guia
sirven para llegar al sitio de edicién, donde se genera el reco-
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nocimiento y corte del ADN blanco (Madrid-Caviedes, 2018).
De esta forma se puede inactivar un gen especifico o reempla-
zarlo por un gen de interés.

CRISPR-Cas9 es un sistema con alta eficiencia y especifici-
dad en cuanto a edicién genética en plantas. Principalmente
se ha utilizado de forma experimental en plantas de tabaco,
arroz, manzanos Y vides (Li et al., 2020). Se ha reportado exi-
tosamente la inactivacién del gen del factor de transcripcién
VcWRKY52 de la vid mediante el uso de esta técnica. Se gene-
ré una serie de deleciones en la secuencia genética para inac-
tivar el gen, ya que presenta susceptibilidad a la infeccion por
B. cinerea (Li et al., 2020). También se empleé CRISPR-Cas9
para demostrar que el gen VVPR4b juega un rol importante en
la defensa de la vid en contra de la enfermedad mildiu de la
vid, ocasionada por el hongo Plasmopara viticola. En el expe-
rimento se realiz6 el silenciamiento del gen en un grupo de
vides y como resultado presentaron una mayor susceptibilidad
a la enfermedad a diferencia del grupo control (Li et al., 2020).

A futuro CRISPR-Cas9 es una técnica prometedora para la
modificacién genética de vides y mejoramiento de cultivos con
el objetivo de aumentar la resistencia a diversas enfermeda-
des y factores que puedan dafar a las plantas y provocar un
decaimiento de la calidad del producto. No obstante, CRISPR-
Cas9 solamente se utiliza de forma experimental debido a que
alin no se cuentan con las regulaciones y reglamentaciones
necesarias para utilizarlo en productos transgénicos destina-
dos a consumo humano.

RNA de interferencia para el silenciamiento génico

El RNA de interferencia es una molécula de RNA presente
naturalmente en mecanismos bioldgicos de algunos seres vi-
vos, incluyendo a las plantas, con el fin de regular la expresién
génica de acidos nucleicos endégenos y la proteccién de su
genoma ante acidos nucleicos exégenos, principalmente vira-
les (Rosa et al., 2018).

Mediante el uso de biologia molecular y transformacién gé-
nica se pueden disefiar e insertar RNA de interferencia espe-
cificos para el silenciamiento de un gen dentro de una planta;
esta técnica también es conocida como ‘Knock Down'. Debido
a que Vitis vinifera es un cultivo que a través de los afios se ha
visto altamente dafiado por la enfermedad mildiu de la vid, se
buscan alternativas para combatirla. Se han reportado estrate-
gias experimentales mediante el uso de RNA de interferencia
para el silenciamiento exitoso del gen VviLBDIf7 en variedades
“Pinot Noir”, ya que genera una gran susceptibilidad para de-
sarrollar esta enfermedad (Marciano et al., 2021). Asi mismo,
se utilizé para silenciar el gen VVCSNS5 en hojas de variedades
“Thompson Seedless” puesto que el gen activo genera sus-
ceptibilidad a la infeccién por el hongo Erysiphe necator provo-
cando la enfermedad del oidio en la vid (Cui et al., 2021).

Esta técnica solamente se encuentra de forma experimental
y no ha sido aceptada para su uso en cultivos. Sin embargo, su
aplicacion a futuro en la agricultura tendra un gran potencial
como una alternativa viable para el reemplazo de fungicidas
que son productos que afectan negativamente al medioam-
biente y la salud del ser humano.

La necesidad del estudio de las vides y de sus productos
ha generado que ciencias como la biotecnologia acoplen sus
avances a los fines que requiere esta industria. El objetivo de
estas metodologias relaciona la identificacién de vides, la pro-
duccion del fruto o su modificacién con el producto final. Los

Tapia, E.A.; Madrigal, B.; Herrera, E. 309



RIA Vol. 47 n.° 3 Diciembre 2021, Argentina

Especie

Gen insertado

Descripcion

Resistencia

Método

de transformacion

Referencia

Vitis vinifera

mag2

Péptido antimicrobiano
magainina 2 utilizada para
resistir enfermedades como
agalla de la corona (bacteriana)
y cenicilla (fungica).

Antimicrobiana

Biobalistica

(Vidal et al.,
2006)

Vitis vinifera

GFP, nptll

GFP: gen de la proteina verde
fluorescente.
nptll: gen que codifica
un aminoglucésido
fosfotransferasa que le
confiere resistencia a la
neomicina/kanamicina (Vries y
Wackernagel, 1998).

A antibiéticos
(Neo/Kan)

Agrobacterium sp.

(Lietal.,
2001)

Vitis vinifera

Chi11

Gen de la quitinasa del
arroz que se ha observado
genera resistencia a diversas
efermedades fitopatégenas
principalmente cenicilla.

Antifingica

A. tumefaciens

(Nirala et al.,
2010)

Vitis vinifera

Gen PGIP

Gen de la proteina inhibidora de
la poligalacturonasa. Permite
inhibir las endopoligalacturonas
fungicas como, por ejemplo, de
Botrytis cinerea.

Antifiingica

A. tumefaciens

(Agiiero et
al., 2005)

Vitis vinifera

DREB1b

Gen que codifica para un factor
de transcripcién inducible por
frio de Arabidopsis thaliana, el

cual activa genes regulados por

frio (COR).

Resistencia a
heladas (frio)

A. tumefaciens

(Jinetal.,
2009)

Vitis vinifera

VaTLP

Gen que codifica a una proteina
similar a la taumatina aislada
de Vitis amurensis salvaje
que proporciona resistencia a
oomicetos y mohos.

Antiprotista

A. tumefaciens

(He et al.,
2016)

Vitis vinifera

VpPRA4-1

Gen que codifica para un
péptido antimicrobiano (AMP)
de Vitis pseudoreticulata
salvaje de China que le
confiere resistencia a hongos
fitopatdgenos principalmente a
los que ocasionan cenicilla.

Antifungica

A. tumefaciens

(Dai et al.,
2016)

Tabla 2. Ejemplos de vides transgénicas experimentales y sus caracteristicas.

aciertos e inconvenientes de cada técnica se observan direc-
tamente en su actualizacién e insercion en el mercado.

Por un lado, las metodologias y los protocolos de identifi-
cacion de vides han desplazado a los métodos ampelografi-
cos por los métodos moleculares, ya que se busca detectar
con mayor eficacia las discrepancias existentes entre las
especies. Esto no significa que estas técnicas se hayan eli-
minado, simplemente se han considerado como métodos
complementarios que permiten tener identificaciones mas
completas. Por otro lado, los métodos ampelograficos resul-
tan ser mucho mas econémicos que los moleculares debido
a que estan basados en la observaciéon y comparacién de ca-
racteristicas morfoldgicas.

Ademas, la implementacion de identificacion de marcadores
SSR como protocolo estandar ha sido un gran avance para la
identificacion de variedades de vid; no obstante, se han obser-
vado que existen cuestiones que interfieren con la interpre-
tacion de resultados (Ibafiez et al., 2010) y ponen en duda la
certeza y la viabilidad del método. Por lo tanto, es necesario la
normalizacion de datos y el uso de microsatélites de referencia.
Asimismo, los SNP necesitan de un equipo mucho mas espe-
cializado y del andlisis bioinformatico el cual puede aumentar
significativamente el costo. Es de gran importancia distinguir
las caracteristicas de ambos métodos (tabla 3) con la finalidad
de que los investigadores y compaiiias vitivinicolas puedan ele-
gir el método que mas se acople a sus necesidades.
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Microsatélites (SSR)

Polimorfismos de Nucleétido Unico (SNP)

- Existe un protocolo estandarizado internacio-
nal de la OIV.

No existe un protocolo estandarizado internacional de la OIV.

Son bialélicos.

- Problemas con interpretacién de resultados.

- Mayor capacidad para discriminar entre varie-
dades de vid.

- Polimoérficos.

- De herencia codominante.

- Menor frecuencia en el genoma.

- Método mas econémico.

- Baja tasa de mutacion.
Estables genéticamente.

- Interpretacion de resultados mas simple.

- Menor capacidad para discriminar entre variedades de vid
(por la alta cantidad de SNP en el genoma).

- Mayor frecuencia en el genoma.

- Método mas costoso.

- Alta reproducibilidad.
- Uso de termociclador y camaras de electrofo-
resis.

Uso de equipo especializado (secuenciador, lector de microa-
rreglos).

Tabla 3. Diferencias entre los métodos de identificacién de variedades de vid por SSRy SNP.

Elaboracion propia.

Ademas, el uso de la biologia molecular aplicada al estudio del
genoma de la vid ha generado la posibilidad de disefiar y mode-
lar mapas genéticos que muestren la ubicacion exacta de genes
y marcadores dentro del genoma de la planta, con la finalidad
de analizar las variaciones genéticas y delimitar las regiones y
secuencias que generan los fenotipos especificos de interés.

En cuanto al cultivo de Vitis vinifera, la micropropagacién in
vitro ha permitido proporcionar una gran cantidad de ventajas,
entre ellas, la obtencion de plantas clones y uniformes, la ca-
pacidad de seleccionar mejores genotipos, acelerar el desarro-
llo del cultivo; puesto que la vid tiene un crecimiento muy lento
y esto implica una gran inversion por parte de los viticultores.
Permite la reduccion del espacio de trabajo y un menor cos-
to. Asi mismo, se ha observado que la obtenciéon de plantas
libre de virus puede llegar a ser una necesidad, puesto que los
virus son los responsables de importantes limitantes y pérdi-
das de rendimientos en los cultivos (Conci, 2010). Por lo que
esta técnica surge como una de las mas grandes aplicaciones
de la biotecnologia vegetal en cuanto a impacto econémico.
No obstante, la micropropagacién también presenta algunas
desventajas; principalmente requiere equipamiento y personal
especializado. También pueden surgir ciertas problematicas
como la obtencién de un bajo rendimiento, la dificultad de
desinfectar adecuadamente el material bioldgico utilizado y la
presencia de contaminantes.

En la bisqueda de productos novedosos en el mercado viti-
vinicola surgen los vinos botritizados. Estos son sumamente
costosos, ya que, Botrytis cinerea, al no ser controlado correc-
tamente, puede llegar a destruir el 50% de los cultivos oca-
sionando que el rendimiento sea bastante bajo (Pajares-Ledn,
2016). Es un proceso de mucho riesgo econémico. Muchos
productores vitivinicolas prefieren evitar el uso de este hongo
y buscar opciones para proteger los cultivos de este tipo de
fitopatégenos. Por lo que se busca la transferencia de genes
especificos a los cultivos de Vitis vinifera, y que en estos ca-
sos se les otorgue resistencia flingica; teniendo como objetivo
plantar este cultivo GMO para su uso agroalimentario y comer-
cial con sus respectivas medidas de bioseguridad y biocontrol.

La experimentacién de transferencia de genes a Vitis vinife-
ra y su transformacion genética se ha enfocado no tanto en
inducir la resistencia a hongos, sino en otro tipo de enferme-
dades como lo son las causadas por virus. Hoy en dia se han

encontrado que aproximadamente 70 virus tienen la capaci-
dad de infectar los cultivos de vides (Martelli, 2017); los mas
importantes econdmicamente son el virus GLRaV (por sus
siglas en inglés, Grapevine leafroll-associated virus), el GFLV
(Grapevine Fanleaf Virus), el GFkV (Grapevine Fleck Virus); y la
enfermedad de la madera rugosa o corteza corchosa causada
por gran variedad de virus fitopatégenos (Basso et al., 2017).
Por lo que este ambito puede considerarse como un area de
oportunidad muy grande para la aplicaciéon de la biotecnologia
vegetal y la ingenieria genética enfocado a inducir en las vides
resistencia a infecciones virales y la obtencién de plantas li-
bres de virus por micropropagacion. De igual forma, el uso de
técnicas de edicién génica y silenciamiento de genes surgen
como alternativas viables para disminuir la susceptibilidad de
las vides para ser infectadas por microorganismos fitopatoge-
nos reduciendo el riesgo econémico por pérdida de cultivos y
baja calidad de productos.

La generacion de transgénicos en la viticultura se encuentra
en etapas experimentales, y segun la base de datos del Servi-
cio Internacional para la Adquisicién de Aplicaciones Agrobio-
tecnoldgicas (ISAAA, 2020) todavia no existe ninguna aproba-
cién para el cultivo de vides GMO. Sin embargo, no se descarta
su aplicacién debido al creciente impacto de cultivos trans-
génicos a nivel mundial. La autorizacién para su implementa-
cién es una de las ventajas que se tendrian en este ambito y
posiblemente en un futuro no muy lejano. No obstante, para
que esto suceda se necesitan establecer nuevas regulaciones
y normas en términos de bioética y bioseguridad tanto nacio-
nales como internacionales para el correcto uso de vides GMO,
el uso de técnicas de modificacion genética y su posible im-
pacto en la industria agroalimentaria y el medioambiente. Esto
incluye la proteccién de la biodiversidad y el equilibrio ecolégi-
co (Potter y Potter, 1995); de esta manera se podran proteger
variedades tradicionales y denominaciones de origen, diferen-
ciar las diversas especies de vides de forma certera; y en el
ambito mercantil, estipular correctamente un producto para su
venta en el mercado.

CONCLUSION

El desarrollo de nuevos métodos para la caracterizacién e
identificacion de variedades de Vitis vinifera; la implementa-
cién de nuevas técnicas de cultivo y la experimentacion en el
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ambito de vides transgénicas han permitido a las empresas
vitivinicolas alcanzar un estandar de calidad internacional, un
mejor desarrollo en la produccion y optimizacion de procesos
dentro de la industria agroalimentaria de gran competitividad.

Auln se necesita realizar una mayor cantidad de investiga-
ciones biotecnolégicas y de ingenieria genética aplicada a la
viticultura con la finalidad de establecer protocolos estanda-
rizados y para desarrollar nuevas metodologias que permitan
aprovechar al maximo los avances cientificos.
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ABSTRACT

Geographical Indications (GI) are tools used to add value, protect and recognize the differentiated quality of a
product as a consequence of environmental and territorial influence. The objective of this work was to determine
physicochemical, melissopalynological and sugar profiles plus chemical markers of Citrus limon monofloral honey
produced in Tucuman-Argentina, to the development of the Gl “Lemon blossom honey from Tucuman”. Samples
harvested between August and October 2016, 2017 and 2018 were analyzed. It was established that in addition
to Citrus limon, the most frequent pollen species was Salix type. This honey is very light in color (= 30 mm Pfund),
slightly acidic (< 20 meq.kg™"), with moisture values from 15 to 19 g/100g, low diastatic activity (< 27 Gothe units),
HMF (= 3.0 mg.kg™) and electrical conductivity (< 0.32 mS.cm™). Color inversely correlates with the amount of
Citrus limon pollen. The sugar profile showed a higher fructose content than glucose, sucrose and maltose, and
intermediate tendency towards crystallization. Hesperidin was easily detected and quantified in all samples. The
content of methyl anthranilate was much lower than the international reference for citrus honeys and also, was not
detected in some samples. Hence, should be a complementary indicator and hesperidin could be used instead as
a chemical marker of genuineness.

Keywords: lemon blossom honey, differentiation, value added, geographical indication, methyl anthranilate, ge-
nuineness.

RESUMEN

Las Indicaciones Geograficas (IG) son herramientas utilizadas para agregar valor y para proteger y reconocer la
calidad diferencial de un producto como consecuencia de la influencia ambiental y territorial. El objetivo de este tra-
bajo consistié en determinar los perfiles fisicoquimicos, melisopalinolégicos y de aztcares, ademas de marcadores
quimicos de mieles monoflorales de Citrus limon producidas en Tucuman-Argentina, para el desarrollo de la IG “Miel
de azahar de limén de Tucuman”. Se analizaron muestras cosechadas entre agosto y octubre de 2016, 2017 y 2018.
Se establecié que ademas de Citrus limon, la especie de polen mas frecuente fue la del tipo Salix. Esta miel es de
color muy claro (s 30 mm Pfund), ligeramente acida (s 20 meq.kg’’), con valores de humedad de 15 a 19 g/100 g, baja
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actividad diastdsica (< 27 unidades Gothe), HMF (s 3,0 mg.kg") y conductividad eléctrica (s 0,32 mS.cm). El color se
correlaciona inversamente con la cantidad de polen de Citrus limon. El perfil de azticares mostré mayor contenido de
fructosa que glucosa, sacarosa y maltosa, y una tendencia intermedia a la cristalizacion. La hesperidina se detecto
y cuantificé facilmente en todas las muestras. El contenido de metil antranilato fue mucho menor que la referencia
internacional para mieles de citricos y ademas, no se detecto en algunas muestras. Por lo tanto, deberia ser un indi-
cador complementario y la hesperidina podria usarse en su lugar como un marcador quimico de autenticidad.

Palabras clave: miel de azahar de limén, diferenciacion, valor agregado, indicacion geografica, metil antranilato,

genuinidad.

INTRODUCTION

Argentina is the world's leading producer and processor of
lemon (Citrus limon), and Tucuman has the highest production
index (40,000 hectares in 2016 with 1,350,840 tons) (MDP,
2016-2017). This context has allowed beekeepers to obtain
a monofloral honey of great acceptance among consumers.
The traditional method to establish the botanical origin of ho-
neys is the melissopalynological analysis, which identifies and
quantifies pollen types. In citrus honeys, problems arise be-
cause the moment of maximum nectar production does not
coincide with the maturation of the anthers (Ferreres et al.,
1994) and therefore this type of pollen is under-represented
(Escriche et al., 2011). In Argentina, the regulation establishes
that monofloral citrus honeys must contain a minimum of 10%
of this pollen type (SAGPyA Resolution 274/95). Additional
sensory analysis and/or the determination of specific chemi-
cal markers such as methyl anthranilate (MA) and hesperetin
are commercially used to ensure the authenticity of this type of
honeys (Bonvehi and Coll, 1995; Ferreres et al., 1994).

Tucuman

Figure 1. Sampling points of Citrus limon monofloral honey from
Tucuman. Original, made for this paper.

Although these aspects and methods make it possible to diffe-
rentiate honey, there are others that make it more valuable and
outstanding like physicochemical, melissopalynological, sen-
sory and biological characteristics linked to geographical origin,
climate and soil, together with the practices and techniques
used for production. In this sense, Geographical Indications (Gl)
are used to protect and recognize the differentiated quality of a
product as a consequence of its relation with the territory.

Therefore, the objective of this work was to determine phy-
sicochemical, melissopalynological and sugar profiles plus
chemical markers of Citrus limon monofloral honey produced
in Tucuman as a contribution to the development of the Geo-
graphical Indication “Lemon blossom honey from Tucuman”.

MATERIALS AND METHODS
Honey samples

The 24 samples of Citrus limon monofloral honeys used were
harvested by local beekeepers (figure 1) between August and
October 2016 to 2018 in Tucuman, Argentina. Each sample
was divided into 2 sub samples and were stored at -20°C until
used: one for the melissopalynological analysis and the other
for the rest of analysis. Each sample was analyzed in triplicate.

Chemical products and standards

All standards were chemical grade of the highest purity. Su-
crose, D-(+)-Maltose monohydrate, D-(+)-Trehalose dihydrate
and D-(+)-Melezitose hydrate, Methyl anthranilate (MA) and
Hesperidin were purchased from Sigma-Aldrich. D-Fructose
was obtained from Crescent Chemical Co and D-Glucose from
Chem service. Acetonitrile, acetic acid and water were HPLC
grade. The other reagents and solvents were of analytical grade.

Qualitative melissopalynological analysis

Honey samples were processed according to the methodolo-
gy proposed by Louveaux et al. (1978) and were later acetoli-
zed (Erdtman, 1960). At least 600 grains of pollen were coun-
ted to calculate the percentages of each pollen type identified
up to the botanical family level.

Physicochemical analysis

Equipment used: Refractometer-Abbé type Brixometer (AO-
American Optical-Model 10460); Honey color analyzer (Hanna
C221), pHmeter (Altronix), Conductimeter: (Consort C830),
UV-Vis spectrophotometer: HP 8452 A.
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Moisture was determined indirectly by refractometry (Bogda-
nov, 2002). Color was established with a honey color analyzer.
Hydroxymethylfurfural (HMF) was determined by UV spectro-
photometry-White method. (Method 980.23 A.0.A.C, 1998).
Electrical conductivity (EC) was read using a digital conduc-
tometer. (Bogdanov, 2002). The pH and free acidity (FA) was
found by potentiometry and titrimetry. (Pereira et al., 2013)
(Method 962.19 A.0.A.C, 1998). Total phenols (TP) were regis-
tered by spectrophotometry, using the Folin-Ciocalteu reagent
(Singleton et al., 1999). It is expressed in milligrams of equiva-
lent gallic acid per gram of honey (mg GAE.g"). The Diastatic
activity (DA) was analyzed by the method described by Bogda-
nov (2002). The Reducing Sugars (RS), Total Sugars (TS) and
Apparent Sucrose (AS) are measured using the Fehling-Caus-
se-Bonnans reagent. (IRAM 15934, 1995).

Sugar profile by HPLC

Ten samples of Citrus limon monofloral honey from Tucuman
randomly selected were analyzed by HPLC. The sample was
prepared by dissolving 2.0 g of honey in 5 mL of HPLC-grade
ultrapure water, placed in a 10 mL graduated flask, clarified by
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adding 250 pL of Carrez | and 250 pL of Carrez Il solution and
brought to volume with ultra-pure water. It was then filtered
through Whatman No. 4 paper and subsequently through nylon
0.45 pm pore filters.

HPLC analysis was performed by using a Waters 1525 Binary
Pumps system with a Waters 1500 Series Column Heater and
a Refractive Index Detector (Waters 2414). A Polyamine 11 col-
umn (250 mm X 4.6mm, -YMC HPLC Column) was used. The
mobile phase consisted of acetonitrile: water (8: 2, v/v) and
a running flow of 1.0 mL/min. The system was maintained at
35°C. Identification of fructose, glucose, sucrose, maltose, tre-
halose and melezitose was made by comparison of retention
times with commercial standards. For quantification, calibra-
tion curves were made for each sugar, using different concen-
trations of the standard.

Chemical markers of botanical origin: Methyl anthranilate
and Hesperidin

A group of samples similar to those for sugars profile was an-
alysed using the method proposed by Nozal et al. (2001) with
modifications. 2.5 grams of honey were dissolved in 10 mL of

Pollen type Family Minimum (%) Maximum (%) Acronym
Acacia Fabaceae 0.0 3.5 acac
Allophylus edulis Sapindaceae 0.0 7.0 allo
Apiaceae Apiaceae 0.0 4.9 apia
Asteraceae Asteraceae 0.0 11.6 aste
Bignoniaceae Bignoniaceae 0.0 15.7 bign
Boraginaceae Boraginaceae 0.0 4.3 bora
Citrus Rutaceae 11.1 56.3 citr
Eucalyptus Myrtaceae 0.0 7.8 euca
Lamiaceae Lamiaceae 0.0 9.1 lami
Malvaceae Malvaceae 0.0 3.1 malv
Myrtaceae Myrtaceae 0.0 11.7 myrt
Parapiptadenia excelsa Mimosaceae 0.0 3.8 para
Rapistrum rugosum Brassicaceae 0.0 9.0 rapi
Rosaceae Rosaceae 0.0 3.2 rosa
Salix Salicaceae 12.2 63.6 salx
Schinus sp. Anacardiaceae 0.0 6.4 schi
Solanaceae Solanaceae 0.0 13.5 sola
Celtis * Celtidaceae
Fraxinus * Oleaceae
Junglans * Juglandaceae

Urticaceae-Moraceae *

Urticaceae-Moraceae

Table 1. Pollen types in Citrus limon monofloral honey from Tucuman. Original, made for this paper.

+ Pollen of plants with anemophilous pollination or without nectar.
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Figure 2. PCA. Relationship between physicochemical parameters and pollen types. Original, made for this paper.

1M sulfuric acid in a 25 mL graduated flask, 500 pL of Carrez
| solution and 500 pL of Carrez 1 were added and complet-
ed at volume with 1M sulfuric acid. The mixture was passed
through a N° 4 Whatman paper and then through a sep-pack
solid phase extraction cartridge (Waters) previously activated
with 1 mL of 0.5% sulfuric acid and 1 mL of methanol. Later,
it was eluted with 1 mL of HPLC grade methanol and filtered
through 0.45 pm pore nylon membrane.

The HPLC analysis was performed by using a Waters 1525
Binary Pumps system with a Waters 2998 photodiode array
detector (PDA). A YMC - C18 column (250 mm x 4.6mm, i.d.
5 pym) at 32°C, a binary gradient solvent system consisting
of solvent A (1% acetic acid: acetonitrile) (97:3) and solvent
B (acetonitrile:water) (1:1) (starting with 100% A (0-20 min),
100 to 30% (20-21 min), 30% (21-40 min), 30 to 0% (40-41
min), 0% (41-46 min), 0 to 100% (46-48 min), 100% (48-62
min) and a flow rate of 1.0 mL/min were used for separa-
tion. PDA acquisitions were performed from 200 to 500 nm,
and the chromatograms were integrated at 290 nm for hes-
peridin and 330 nm for MA. Identification of individual com-
pounds was made by comparison of retention times and UV
spectral data with commercial standards. Calibration curves
were made using different concentrations of the standard for
quantification.

Statistical analysis

The results present the average of the determinations. ANO-
VA and then the Tukey test were used for the comparison of
means. A value of P<0.05 was considered significant. Princi-
pal component analysis (PCA) was carried out in an explorato-
ry mode to establish the relationship between physicochem-

ical parameters and pollen types. The Pearson correlation
coefficient was calculated. A value of P<0.05 was considered
significant and P<0.01, very significant. The pollen types cor-
responding to anemophilous species were not considered for
the analysis because they do not correspond to nectariferous
resources (Louveaux et al., 1978). The Infostat software ver-
sion 2018 (Di Rienzo et al., 2018) was used.

RESULTS AND DISCUSSION
Melissopalynological analysis

The pollen content of Citrus limon in all samples was high-
er than 10% and honeys were considered monoflorals. The
mean content + standard deviation was 31.1 + 17.3%, wide-
ly varying between 11.1 and 56.3%. At least, between 7 and
18 nectariferous pollen types were identified, but only those
whose percentage was higher than or equal to 3% were quan-
tified, since they represented between 87 and 100% of the
total pollen present (table 1). For the same type of honey,
between 14 and 19 pollen types for sample were reported
(Gurini et al., 2009), while in Citrus honey from Italy and Spain
were found 124 and 188 types of pollen respectively (Corvuc-
cietal, 2015).

Other pollen species frequently present were Salix type (Fam-
ily: Salicaceae) in 100% of the samples, Asteraceae in 73% and
Solanaceae, Rapistrum rugosum in 55%. Also, Celtis, Fraxinus,
Juglans and Urticaceae-Moraceae were identified but they
correspond to plants of anemophilous pollination and only
provide information about the apiary environment. Previously,
Gurini et al. (2009) reported the presence of Cercidium and
Heliotropium, but without specifying collection sites.
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Year
Parameter 2016 2017 2018 Mean
Moisture 15.7+0.82 16.1+0.52 17.240.6° 16.6%0.9
[g/100 g (15.0-16.9) (15.5-16.8) (16.2-18.2) (15.0-18.2)
Color 19+9° 20+7°2 20+82 208
[mmPfund] (7-28) (11-28) (5-29) (5-29)
pH 3.96+0.102 3.97+0.032 3.86+0.09 3.91+0.10
(3.82-4.07) (3.94-4.04) (3.76-4.10) (3.76-4.10)
FA 14,0+2,8° 13.842.02 15.3%2.22 14.6%2.3
[meq.kg] (10.4-16.9) (11.0-16.0) (11.7-19.3) (10.4-19.3)
HMF 1,320,332 1.4+0.42 0.9+0.4° 1.1+0.5
[mg.kg] (0.9-1.4) (1.1-2.1) (0.3-1.6) (0.3-2.1)
EC 0.21+0.062 0.20+0.012 0.24+0.052 0.22+0.05
[mS.cm] (0.14-0.28) (0.19-0.22) (0.17-0.32) (0.14-0.32)
TP 0.24+0.04 0.1910.01%® 0.22+0.03° 0.22+0.04
[mg GAE.g] (0.18-0.29) (0.17-0.21) (0.13-0.27) (0.13-0.29)
DA 16.1+2.4° 16.5+2.32 15.5+5.8° 15.9%4.5
[Gothe units] (12.8-18.1) (13.0-19.4) (9.6-26.9) (9.6-26.9)
RS 75.79+1.542 76.49+1.702 76.16+1.042 76.20+1.30
[g/100 g (74.50-78.03) (73.62-78.95) (74.47-77.87) (73.62-78.95)
TS 79.19+1.092 78.91+1.992 80.46+1.632 79.79%1.77
[g/100 g] (78.20-80.38) (74.91-81.08) (77.47-84.00) (74.91-84.00)
AS 3.23%0.85° 2.30+0.922 4.08+1.07° 3.4241.24
[9/100 g] (2.23-4.24) (1.23-3.90) (2.49-6.19) (1.23-6.19)

Table 2. Physicochemical parameters of Citrus limon monofloral honey from Tucuman. Original, made for this paper.

Mean values * standard deviation, (minimum - maximum). Mean values with a common letter in the same row are not significantly diffe-

rent (Tukey test, P>0.05).

Physicochemical analysis

The results of the parameters determined in 3 consecutive
harvests are indicated in table 2. In all cases they meet the
requirements of the Argentine Food Code for honey. The color
varied between 5 and 29 mm Pfund, equivalent to Water Whi-
te and White respectively (USDA classification). The range of
variation was higher than that reported for citrus honeys from
Tucuman (Isla et al., 2011), possibly due to the greater number
of samples analyzed in this study.

The values obtained for FA, less than 40 meq.kg™, show that
the honeys analyzed were fresh and with no fermentative pro-
cesses, as also suggested by the values of diastatic activity
comparable to those reported for orange monofloral honeys
from Spain (Bonvehi and Coll, 1995).

The low values of EC are in agreement with those reported
by Isla et al. (2011) and those proposed for citrus honey from

Italy (Gardini et al., 2013). This would indicate that the mineral
content in Citrus limon monofloral honey is low, since the va-
lues of FA are also low. Reducing sugars and apparent sucrose
contents were higher than those reported by Isla et al. (2011),
possibly due to the greater freshness of the honeys analyzed
in this work, a fact confirmed by the lower values of HMF ob-
tained. Phenolic compounds, secondary metabolites of plants,
are transported to honey through the nectar. The mean value of
total phenols obtained was 0.22 mg GAE.g"' of honey, consis-
tent with those reported for honey from northwestern Argenti-
na (Isla et al., 2011; Salomén et al., 2014).

Relationship between physicochemical parameters and
pollen types

The influence of pollen types on the physicochemical pa-
rameters and on each other was determined by means of a
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Moisture Color pH FA HMF EC TP DA RS TS

Color 0.638*

pH -0.611"

FA 0.755* 0.620° -0.843*

EC 0.800* 0.776* -0.734*  0.936*

TP 0.707" 0.862* -0.590*  0.875* 0.897*

DA 0.603" 0.799* 0.788*

TS 0.824*

AS 0.606"
acac 0.673"

allo 0.752* 0.670* -0.751"  0.942* 0.905* 0.922*

aste -0.666"

bora 0.749* 0.624" 0.715 0.626* 0.775* 0.313"

citr -0.767* -0.669" -0.702° -0.831*
euca 0.800*
myrt 0.702 0.694 0.704 -0.749*
para 0.762*

rapi -0.712 0.663"

rosa 0.644"

salx 0.615

Table 3. Pearson correlation coefficients. Original, made for this paper.

Correlation: (*) significant (P<0.05), (+) very significant (P<0.01).

PCA to reduce dimensionality. Hence, the problem of stud-
ying the interaction between 28 variables (11 physicoche-
mical parameters and 17 pollen types) could be carried out
through 9 principal components (PC) with which 99% of the
total variability was explained. With the first two, 58% of
the variability is explained and the parameters studied can
be represented graphically, as shown in figure 2. The angle
between the vectors can be interpreted as the correlation
between them. Values lower or higher than 90 degrees in-
dicate positive or negative relationships (direct or inverse).
The correlation coefficients are presented in table 3, where
only those that were significant and very significant are in-
dicated. Tables 4 and 5 show the effects that pollen content
variations would cause on the physicochemical parameters.
A moisture increase would cause a greater dissociation of
chemical species that increase FA and EC while those ho-
neys of more intense color would present greater EC, TP and
lower Citrus limon pollen content.

Profile of sugars

The typical chromatogram is shown in figure 3, while the
average, minimum and maximum contents of each of the
sugars studied are presented in table 6. Results show con-

sistency with those of reducing sugars and apparent sucro-
se. The concentrations of both monosaccharides were hig-
her than those reported for monofloral orange honeys from
Spain, while sucrose and maltose were lower compared to
honeys from Spain and Greece (Bonvehi and Coll, 1995;
Lazaridou et al., 2004). Trehalose and melezitose were de-
termined in small quantities, lower than the other sugars
and in general higher than those reported for orange honeys
from Spain and Greece (Bonvehi and Coll, 1995; Lazaridou
et al., 2004).

Honey may be considered as a concentrated solution of su-
gars that can often be oversaturated in relation to its glucose
content, which causes it to crystallize under certain condi-
tions, causing marketing problems since it is separated into
a solid and a liquid phase. In order to predict the behavior of
honey in relation to crystallization, some indicators have been
proposed. One of the most reliable is based on the Glucose/
Moisture relationship. If the value obtained is lower than 1.70,
honey will not crystallize, but it will quickly do so if it is higher
than 2.16 (Bhandari et al., 1999). In Citrus limon monofloral
honey from Tucuman, a value of 1.95 was obtained, which
would indicate an intermediate tendency towards crystalliza-
tion. Gurini et al. (2009) classify them as “incipient” crystalli-
zation honeys.
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Increase in parameter

Effect
Moisture Greater free acidity and electrical conductivity.
Color Greater electrical conductivity and total phenols.
pH Lower free acidity, electrical conductivity and total phenols.
Free acidity Lower pH.

Higher electrical conductivity, total phenols and diastatic activity.

Electrical conductivity

Greater color (darker), free acidity, diastatic activity and total phenols.

Total phenols

Greater color (darker), free acidity and electrical conductivity.

Table 4. Relations between the physicochemical parameters of Citrus limon monofloral honey from Tucuman.

Increase in% pollen

Effect on physicochemical parameters

Citrus limon

Lower color (lighter), free acidity, electrical conductivity and total phenols.

Salix type

Greater color (darker).

Allophylus edulis

Greater moisture, free acidity, electrical conductivity, total phenols.

Boraginaceae

Greater moisture and total phenols.

Eucalyptus
Parapiptadenia excelsa

Greater content of HMF.

Myrtaceae

Greater color (darker), moisture and electrical conductivity.
Lower content of total sugars.

Rapistrum rugosum

Lower content of HMF.

Greater amount of reducing sugars.

Apiaceae, Bignoniaceae, Lamiaceae,
Schinus sp., Solanaceae.

No significant effects.

Table 5. Influence of pollen types on the physicochemical parameters of Citrus limon monofloral honey from Tucuman.

MeanSD Minimum Maximum
Sugar
(9/100 g)

Fructose 37.412.6 34.6 40.8

Glucose 33.1x4.7 23.7 38.2
Sucrose 4.0+0.8 29 4.8
Maltose monohydrate 1.941.0 0.3 3.0
Trehalose dihydrate 0.2+0.1 0.1 0.4
Melezitose trihydrate 0.810.3 0.4 1.2

Table 6. Content of sugars in Citrus limon monofloral honey from Tucuman. Original, made for this paper.

SD: standard deviation.
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Chemical markers of botanical origin

Methyl anthranilate is an important component of the aro-
ma of citrus honeys. European buyers have commercially es-
tablished the minimum value at 2.0 mg.kg”’, but sometimes
this value is not achieved by genuine monofloral citrus honeys
(Gardini et al., 2013; Juan-Borras et al., 2015) and thus, MA
could be used as an additional descriptive element (Juan-Bo-
rras et al., 2015; Sesta et al., 2008).

Hesperetin has also been proposed as a chemical marker
since it is not volatile and is found in the nectar of citrus blos-
soms, but in the form of its hesperidin glycoside (Ferreres et
al., 1994). In previous works, hesperidin and hesperetin have
been reported in Citrus limon honeys from Tucuman in a ra-
tio (hesperidin:hesperetin) between 2:1 and 26:1 (Isla et al.,
2011), and that makes hesperidin better for quantification.

Figure 4 shows typical chromatograms of honey and com-
mercial standards. For MA a variation range of 0.10 to 0.32
mg.kg"' was obtained with an average value of 0.18 + 0.08
mg.kg™ (mean t standard deviation) (LOD: 0.07 mg.kg"). MA
was not detected in two samples, a fact also reported for ci-
trus honeys from Morocco and Spain (Karabagias et al., 2017).
These results indicate that the Citrus limon monofloral honeys
from Tucuman have a low and sometimes undetectable con-
tent of methyl anthranilate.

Hesperidin variation and mean value + standard deviation

were 0.20 to 4.42 mg.kg™ and 2.40 * 1.41 mg.kg™ respectively
(LOD: 0.2 mg.kg™). They are lower than those reported for the

same type of honeys from Tucuman (Isla et al., 2011; Salomén
etal.,2011), and can be used to establish the minimum values.

CONCLUSIONS

In Citrus limon monofloral honeys from Tucuman, the typical
nectariferous pollen species present were Citrus limon, Salix
type, Asteraceae, Solanaceae and Rapistrum rugosum. The
Salix type was present in all samples, then could be used as a
geographic origin marker.

Physicochemical parameters indicated that this honey is
very light in color (= 30 mm fund), slightly acidic (= 20 meq.
kg"), with moisture values from 15 to 19 g/100g, low diastatic
activity (< 27 Gothe units), HMF (= 3.0 mg.kg™") and electrical
conductivity (= 0.32 mS.cm™). Color is strongly and directly
correlated with EC and TP content and inversely with Citrus
limon pollen amount. The increase of Salix type pollen would
result in darker honeys and a higher content of TP.

The sugar profile indicated that the fructose content was hig-
her than glucose, sucrose and maltose, with an intermediate
tendency towards crystallization.

Hesperidin was easily detected and quantified in all sam-
ples and could thus be used as an indicator of the authentici-
ty (= 0.2 mg.kg™"). Since MA was not detected in some sam-
ples and the maximum content was lower than 2.0 mg.kg™,
should be considered as a complementary indicator (= 0.1
mg.kg"). These results provide fundamental information to

Fructose

Glucose
Sucrose
12000,0- )
L\—/\ Maltose / Trehalose Melezitose H
10000,0-
80000/
2 60000
40000/
20000
00 Ne~— u
0,00 5,00 1000 15,00 20,00 ‘2500 3000 3500 4000 4500 5000
Mnutes

Figure 3. Sugar profile of Citrus limon monofloral honey from Tucuman. Chromatograms (a) mixture of sugar standards (b) honey. Ori-

ginal, made for this paper.
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Figure 4. Chromatograms of Citrus limon monofloral honey from Tucuman. (a) extracted at 290 nm, indicating hesperidin peak, b) ex-
tracted at 330 nm, indicating methyl anthranilate peak, c) standard of hesperidin, d) standard of methyl anthranilate. Original, made for

this paper.

establish reference values that allow Citrus limon monofloral
honeys produced in Tucuman to use the Gl seal “Lemon blos-
som honey from Tucuman”.
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RESUMEN

En este trabajo se sistematizan las causas y respuestas que dan cuenta del area del bosque de caldén en Coér-
doba en el dltimo siglo. A partir del marco conceptual Fuerza Presion Estado Impacto Respuesta, y usando datos
de censos nacionales agropecuarios fue posible establecer las relaciones causales que explican dicho fenémeno.
Las fuerzas motoras que ejercieron presién sobre el bosque de caldén han sido diferentes, asi como sus impactos
asociados con las catastrofes ecosistémicas sucedidas. Consecuentemente, las repuestas inducidas por dichas
catastrofes han sido incluidas en la agenda colectiva, aunque de manera parcial, ya que los productores con bos-
que tuvieron una vision desintegrada con el resto de usos del suelo y no han considerado el aprovechamiento del
bosque a perpetuidad. Comprender las causas y respuestas sociales de los procesos ocurridos en la superficie
forestal constituye una herramienta util para el disefio de renovadas politicas de conservacién del bosque nativo.

Palabras clave: deforestacion, bosque seco, politicas ambientales.

ABSTRACT

In this work, the causes and responses that account for the area of the caldén forest in Cérdoba of the last century
are systematized. From the conceptual framework Driver Pressure State Impact Response, and using data from na-
tional agricultural censuses it was possible to establish the causal relationships that explain this phenomenon. The
drivers that exerted pressure on the caldén forest have been different, as well as their impacts associated with the
ecosystem catastrophes that have occurred. Consequently, the responses induced by these catastrophes have been
included in the collective agenda, although partially, since the forest producers had a disintegrated vision with the
rest of the land uses and have not considered the use of the forest in perpetuity. Understanding the causes and so-
cial responses of the processes that occur in the forest area is a useful tool for the design of renewed conservation
policies for the native forest.

Keywords: deforestation, dry forest, environmental policies.
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INTRODUCCION

Alrededor de un 25% de los bosques del mundo se desarro-
llan en regiones subhiimedas, semiaridas o aridas (Bastin et
al., 2017). Los bosques secos del mundo constituyen un eco-
sistema valioso para la sociedad. Estos ecosistemas cumplen
un rol fundamental en la provision de bienes como productos
forestales, alimenticios, energéticos y medicinales, asi como
también servicios ecosistémicos tales como la regulacion del
ciclo hidrolégico, del clima, la proteccién del suelo, la regula-
cion de disturbios (eventos climaticos extremos) y la conser-
vacion de biodiversidad (MEA, 2005; Sunderland et al., 2015).
A pesar del valor social de los bienes y servicios ecosistémicos
comerciales y no comerciales que generan, la deforestacion y
la degradacion del ecosistema natural amenazan los servicios
que este brinda. El reemplazo de bosques nativos por cultivos
de cosecha en regiones subhiimedas y semidridas reduce la
provision de bienes y de servicios ecosistémicos aumentando
la vulnerabilidad ecolégica, productiva y econémica del terri-
torio (Geist y Lambin, 2004; Malagnoux et al., 2008).

En el mundo atin existen vacios de informacion en cuanto al
area ocupada por bosques secos. Bastin et al. (2017) identifi-
caron 467 millones de hectareas (un 47% adicional) de super-
ficies de bosques en tierras secas no reportadas en estudios
previos. El bosque de caldén en Argentina constituye un tipo
de bosque de estas caracteristicas. Este bosque conforma un
distrito fitogeografico con predominancia del arbol del caldén
(Prosopis caldenia), en transicion con sabanas de gramineas,
dunas con vegetacion sammdfila y suelos salinos con mato-
rrales o estepas haldfilas (Cabrera, 1976).

Particularmente, en la provincia de Cérdoba existe incerti-
dumbre sobre el estado de conservacion del bosque de cal-
dén y se pueden diferenciar tres lineas bibliograficas diferen-
tes. En primer lugar, hay autores que ignoran la presencia de
bosque de caldén en el suroeste de Cérdoba. Cabrera (1980)
sistematiza los estudios de vegetacion de la Argentina en
territorios fitogeograficos y los clasifica jerarquicamente de
acuerdo a la composicion floristica, climax en cuatro catego-
rias de mayor a menor amplitud geografica: Regién, Dominio,
Provincia y Distrito. El distrito del Caldén estd incluido en la
Provincia del Espinal, Dominio Chaqueiio, Regién Neotropical.
En estas publicaciones, el Distrito del Caldén esta descripto
Unicamente en las provincias de La Pampa y San Luis. De for-
ma similar a Cabrera (1980), Brown y Pacheco (2006) omiten
la presencia del bosque de caldén en el suroeste de Cérdoba.
Debido a que no consideran su existencia, estos autores no
describen la dinamica de este bosque en la provincia de Cor-
doba. Adicionalmente, Zarrilli (2008) solo considera el bosque
de caldén en las provincias de la Pampa y San Luis y muestra
una pérdida significativa de este ecosistema. De hecho, este
autor presenta una tasa de pérdida de bosque anual de alre-
dedor 5% entre el afio 1915y 1956 usando como referencia la
publicacién de Cozzo (1967).

En contraste, una segunda linea bibliografica considera que
en la provincia de Cérdoba existia una gran cobertura del bos-
que de caldén alcanzando los tres millones de hectareas. Cabi-
do y Zak (2010) interpretan el mapa publicado de Kurtz (1904)
y consideran que la provincia de Cérdoba tenia doce millones
de hectareas de bosques maduros en la que aproximadamente
tres millones de hectéreas corresponderian al area del bosque
de caldén. Estos ultimos datos son mencionados como area
de distribucion del caldén por Rosacher (2002) y en informes
regionales del bosque de caldén de la Secretaria de Ambiente

y Desarrollo Sustentables de la Nacién (SAyDS, 2006, 2007).
Particularmente, en dichos informes de SAyDS (2006, 2007) se
toma como limite norte, arboles aislados en la cuenca media del
rio Cuarto. Por contraste de los mapas de 1904 y de 2004 de
Cabido y Zak (2010) o por el citado en los informes de la SAyDS
(2006,2007) se estima que la tasa anual de pérdida de bosque
del caldén en promedio habria sido de un 4%.

Para los autores precedentes la expansion agricola y forestal
representarian las principales causas de la pérdida de bosque.
Cabido y Zak (2010) sefialan a la expansion de la agriculturay las
innovaciones tecnolégicas entre sus principales factores. Por su
parte los informes de la SAyDS (2006,2007) atribuyen las pérdi-
das de bosque de caldén a la “explotacion forestal”, al reempla-
zo por agricultura debido a la rentabilidad de corto plazo de los
cultivos de cosechay al escaso conocimiento para aprovechar el
bosque, asociado a la falta de desarrollo foresto-industrial.

Por tltimo, existe una tercera linea bibliografica que reconoce
la presencia del bosque del caldén con cobertura limitada en el
suroeste de la provincia de Cérdoba. Posiblemente, la primera
referencia sobre la presencia del bosque de caldén en el su-
roeste del departamento General Roca fue Mansilla (1870) en el
libro Una excursion a los indios ranqueles. El croquis elaborado
por Mansilla describe los paisajes, postas, lagunas, médanos,
bosquetes, hasta la laguna del Cuero, donde menciona el bos-
que de caldén. El detalle de la expedicion tomada del libro de
Mansilla y de los Documentos Histéricos Franciscanos de la
Republica Argentina es revisado por Della Mattia y Mollo (2005)
para reconstruir el mapa de Mansilla. Este mapa permite iden-
tificar claramente que el bosque de caldén se localizaba en el
suroeste de la provincia. Por su parte, Boyero (1985) describe
el caldén en Cérdoba en los valles del rio Quinto y en los limites
de la provincia de La Pampa, San Luis y Cérdoba. Similar a lo re-
portado por Boyero (1985), Bianco et al. (1987), a partir del uso
de imagenes LANDSAT, fotografias aéreas y con relevamiento
de campo, describen formaciones vegetales en el sur de la pro-
vincia de Cérdoba y dimensionan que el bosque de caldén ocu-
paba 94.000 hectdreas. Estos autores sefialan un area en forma
de lengiieta que ingresa desde la provincia de San Luis por am-
bos margenes del rio Quinto de 14.000 hectéreas (sudoeste del
departamento Rio Cuarto y noroeste del departamento General
Roca), y otra drea en el sudoeste de la provincia de Cérdoba
(departamento General Roca) en el limite con La Pampa y San
Luis de 80.000 hectéreas. Adicionalmente, Burkart et al. (1999)
quienes desarrolla el concepto de ecorregion y actualiza los
mapas de regiones naturales de Argentina usando un concep-
to de multiples atributos (relieve, suelo, agua, vegetacion y el
clima) sefalan la ecorregion del Espinal ingresando en el su-
doeste de la provincia de Cérdoba que abarca las dos formacio-
nes vegetales de bosque de caldén descriptas por Bianco et al.
(1987). Por su parte, Viglizzo et al. (2011) usando datos de los
censos agropecuarios nacionales muestra la presencia del Es-
pinal en el sur de Cérdoba indicando un fuerte incremento en la
cobertura con bosques y montes en lo que se corresponde con
la Provincia fitogeografica del Espinal. De hecho, agregando los
datos de los departamentos de las provincias de Corrientes, En-
tre Rios, Santa Fe, Cérdoba, San Luis, La Pampay Buenos Aires,
aproximadamente 24.600.000 hectareas, muestran que el area
cubierta de bosques y montes del Espinal se incrementé con
una tasa anual de 2% (pasando de 3,2 millones a 6 millones de
hectareas) entre 1960 y el afio 1988, y posteriormente se esta-
biliz6 hasta el afio 2002. En tanto, Viglizzo y Frank (2006) men-
cionan que el incremento de los cultivos anuales de cosechas
en interacciéon con factores naturales traspasé los umbrales
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ecoldgicos del ecosistema y causaron dos grandes colapsos
ecosistémicos. El primer evento estuvo asociado con la erosion
edlica en las décadas de 1930 y 1940 y el segundo asociado a
inundaciones entre los afios 1970 y 2002).

En sintesis, existen diferencias importantes entre los autores
sobre la presencia del bosque de caldén, su evolucién, y las
causas que explican su estado actual en la provincia de Cor-
doba en los ultimos cien afos. A partir del uso de datos histé-
ricos de los Censos Nacionales Agropecuarios (CNA) que no
han sido considerados por los autores precedentes, el objetivo
del articulo es sistematizar las causas y respuestas que dan
cuenta de la evolucion del bosque de caldén en la provincia de
Cordoba en el dltimo siglo.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El area de estudio fue el departamento General Roca de la pro-
vincia de Cérdoba (figura 1). Este ocupa 1.265.900 hectareas,
posee una poblacién urbana de 35.645 habitantes, aglomera-
dos en 13 localidades, y rural de 23.531 habitantes (CNPHyV,
2010). El departamento General Roca esta conformado princi-
palmente por la cuenca del rio Quinto con dos areas edafolo-
gicas diferentes. Hacia el oeste, donde se desarrolla el bosque
de caldén, son suelos poco desarrollados del orden Entisoles
(en algunos casos con presencia de tosca) y de bajo contenido
de materia orgdnica, con alta susceptibilidad a erosién edlica
(Cantero Gutierrez et al., 1998). En el este, un sistema de sue-
los del orden Molisoles con lagunas temporales y permanen-
tes que constituyen un sistema de drenaje poco desarrollado
propenso a inundaciones (Cantero Gutierrez et al., 1998). El
clima es subhimedo a semiarido, con precipitaciones medias
anuales que varian entre 600 y 1000 mm y temperaturas me-
dias anuales maximas entre 22 °C a 24 °C y minimas entre 8 °C
y 10 °C (Seiler y Vianco, 2017).

Marco conceptual

El marco conceptual utilizado para el articulo es el de Fuerza
Presion Estado Impacto Respuesta (FPEIR), que consiste en
cinco tipos de indicadores: las fuerzas impulsoras, presion del
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cambio, estado de situacion, impacto y respuestas sociales.
Establecidos los limites del ecosistema en analisis, se consi-
deran fuerzas impulsoras a aquellos factores o variables exter-
nas (indicadores) no controlables que causan indirectamente
un cambio en el ecosistema. La presién del cambio se refiere a
los comportamientos de los agentes que operan y modifican el
ecosistema en estudio, las causas directas del cambio. El es-
tado de situaciéon del ambiente esta constituido por variables
que muestran la estructura del ecosistema, que son alterados
por las presiones. En tanto, el impacto son los indicadores que
capturan los efectos positivos o negativos debidos al cambio
de Estado del sistema; y la respuesta social son las medidas
de accion para modificar los indicadores de Presién, restaurar
cambios en el componente estado de situacion, o bien miti-
gar los impactos no deseados de la problematica en estudio
(Gabrielsen y Bosch, 2003). En el presente trabajo el marco
FPEIR se usa para tres periodos diferentes dados los cambios
operados en el ecosistema y su dindmica usando los censos
nacionales agropecuarios.

Datos

Para definir las variables fuerza, presién y respuestas so-
ciales se consideraron fuentes bibliograficas, politicas y leyes
sancionadas a nivel nacional y provincial. Se recurre a la base
de informacion legislativa y documental de Argentina (Info-
leg, 2018). Para las variables de Estado se consideraron los
datos de superficie cultivada (cereales y oleaginosas), pas-
toreada (pastizal natural y forrajeras anuales y perennes), de
bosques nativos (montes naturales) de los censos nacionales
agropecuarios, asi como la cantidad de poblacién del depar-
tamento General Roca: 1895, 1908, 1914, 1937, 1947, 1960,
1969, 1970, 1980, 1988, 1991, 2001, 2002, 2008 y 2010 (DEIE,
2018; INDEC, 2018). Para el célculo de la tasa de cambio de
superficie de bosque se utilizaron la férmula de la Unidad del
Manejo del Sistema de Evaluacion Forestal (UMSEF, 2018). Se
cuantificé uno de los impactos, la regulacién hidrica, a través
del método de curva nimero. Este método estima el volumen
medio de escurrimiento que produce una cuenca en forma de
lamina considerando la precipitacion de un afio promedio, la
condicién hidrolégica del suelo, el uso y manejo del suelo y

Referencias
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Figura 1. Departamento General Roca, Cérdoba, Argentina.
Fuente: elaboracion propia con base en UPSSIA (2008).
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las practicas de conservacion de suelo y agua (Cisneros et
al., 2012).

Para determinar los periodos de analisis se recurrié a los re-
gimenes agroalimentarios globales (McMichael, 2009). Exis-
ten tres grandes procesos de regimenes agroalimentarios y
cada régimen constituye un periodo estable de acumulacion
de capital asociado a configuraciones de poder geopolitico
que condicionaron entre otros aspectos las formas de pro-
duccioén agricola y uso de la tierra. El primer régimen es entre
1870y 1930, cuando Gran Bretaiia impone un sistema de libre
comercio y comienza a importar cereales y carnes provenien-
tes de tierras virgenes de Estados Unidos, Canad4, Australiay
Argentina. Hacia mediados del siglo xix y comienzos del siglo
XX, Argentina se encontraba en la udltima etapa de consolida-
cién del Estado Nacional moderno y comenzaba su insercion
en el sistema capitalista, en el proceso denominado Modelo
Agroexportador (Oszlak, 1982). El segundo régimen 1950-
1970 es una etapa de posguerra donde inicia el proceso de
Guerra Fria, alli Estados Unidos promueve la legitimacién y ex-
pansion de las relaciones del sistema capitalista. En particular,
en el sector agrario de América Latina se promueven reformas
agrarias y comienza la adopcion de la revolucion verde. Se
destaca en Argentina un proceso de mecanizacién del agro y
de subdivision del latifundio (Barsky y Gelman, 2001). El tercer
régimen 1980-actualidad es una etapa de consolidacion del
régimen anterior donde se impone un sistema de globaliza-
cién. En particular, en el sector primario se expanden los com-
plejos agroindustriales trasnacionales exportadores de protei-
nas y se promueven tecnologias agrobiotecnolégicas. En este
sentido, en 1996, y de manera concomitante a la decisién de
Estados Unidos, Argentina aprueba el evento transgénico soja
RR (Bisang, 2007). En paralelo a este periodo, la sociedad co-
mienza a percibir los conflictos socioambientales.

RESULTADOS

A continuacién se presenta una sintesis del proceso de las
causas y respuestas a la deforestacion.

La evolucidn del uso del suelo y del bosque nativo

A laluz de los datos de los censos nacionales agropecuarios
fue posible interpretar que la cobertura de bosque nativo entre
1908 y 2008 tuvo una leve variacién en términos absolutos,
con la excepcion de un periodo ocurrido entre 1937 y 1948.
Como puede observarse en la tabla 1, la cobertura de bosque
en los dltimos 100 afios se mantuvo alrededor de las 75.500

Ao Cultivada Pastoreada Br;s;g’l;ess c::st:(lio
Hectareas
1908 117.061 472.287 75.490 664.838
1937 596.225 582.332 40.743 1.219.300
1947 356.827 683.165 54.172 1.094.164
1969 173.188 901.725 81.256 1.156.169
1988 194.707 874.891 82.357 1.151.955
2002 329.867 583.847 79.078 992.792
2008 441.042 473.174 75.362 989.578

Tabla 1. Evolucion del uso del suelo y cobertura del bosque 1908-
2008.

Fuente: elaboracion propia con base en CNA 1908,1937, 1947,
1969, 1988, 2002, y 2008.
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Figura 2. Evolucion del area cultivada, pastoreada y de bosques nativos 1908-2008.
Fuente: elaboracién propia con base en CNA 1908,1937, 1947, 1969, 1988, 2002, y 2008.
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hectareas. Cuando se analizé el area total relevada por los da-
tos censales en la figura 2, se hall6 que difiere en términos
relativos la proporcion de la cobertura de bosque, mostrando
una reduccion significativa en el porcentaje de participacion
de los afios 1937 y 1947 y en menor medida en el resto de los
censos posteriores. En consecuencia, en los ultimos 100 afios
se pudo apreciar que el bosque nativo transité de una parti-
cipacion de 11% al 7% del total de la superficie relevada por
el CNA con una dinamica muy diferente en la deforestacion y
regeneracion entre periodos.

A partir de los regimenes agroalimentarios descriptos y con
los antecedentes de normativas vinculadas a bosques nativos,
se analizaron tres periodos en la evolucion del uso del sue-
lo y la cobertura de bosque nativo: periodo de deforestacién
(1880-1948), periodo de regeneracion (1948-1988) y tercer
periodo de estabilizacion con deforestacion aislada (1988-
2008). Durante el primer periodo de deforestacion, la tasa de
cambio de superficie de bosque (tabla 2) entre 1908-1937,
especificamente fue una pérdida anual de -2,1%. En tanto, los
periodos intercensales 1937-1947 y 1947-1969 fueron de alta
regeneracion con tasas de 2,8% y 1,8% anual respectivamente.
En los periodos intercensales 1969-1988 y 1988-2002 fueron
de estabilizacién, con tasas anuales de 0,1% y -0,3% respecti-
vamente. Finalmente, el periodo intercensal 2002-2008 fue de
baja pérdida de bosque (-0,8%).

Del andlisis de la informacion precedente se pueden sefalar
dos aspectos. En primer lugar, estos resultados coincidieron
con la tercera linea de investigacion planteada en la introduc-
cion, que sefalaba la existencia limitada de bosque de caldén
en el sur de Cérdoba desde principio de siglo xx. La dindmica
de la cobertura de bosque hallada es diferente a la que suce-
dieron en el resto de ecorregiones con bosques nativos de la
provincia de Cérdoba (ej. Burkart, 1999; Bianco et al., 1987).
Posiblemente, el dato del CNA 1908 subestimé la superficie
de bosque porque la cobertura del CNA fue la mitad del de-
partamento General Roca. Sin embargo, el orden de magnitud
muestra consistencia con lo descripto por Della Mattia y Mollo
(2005) sobre el mapa de Mansilla. Por un lado, es probable que
los autores omitieran la existencia del bosque de caldén en el
sur de Cérdoba basandose en el trabajo original de Cabrera
(1951) que sistematiz6 la informacion publicada en revistas
cientificas. Por otro lado, los autores que consideran la exis-
tencia de tres millones de ha de bosques maduros en el sur de
Cérdoba basados en el mapa de Kurtz (1904), es probable que

Tasa anual de cambio de superficie de bosque

Etapa

intercensal %

1908-1937 -21%
1937-1947 2,8%
1947-1969 1,8%
1969-1988 0,1%
1988-2002 -0,3%
2002-2008 -0,8%

Tabla 2. Tasa anual de cambio de superficie de bosque 1908-2008.
Fuente: elaboracion propia a partir del Censo Nacional Agropecua-
rio 1908, 1937, 1947, 1969, 1988, 2002, y 2008.
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se refieran a la distribucién de los bosques nativos y no a su
cobertura espacial.

En segundo lugar, el proceso de deforestacién y regeneracion
del bosque de caldén es similar a lo hallado por otros autores
en bosques secos del mundo y del Espinal, aunque difiere de
los autores que describen la dindmica del bosque nativo en la
provincia de Cérdoba. En este sentido, Seabrook et al. (2006)
describieron el proceso de pérdida de bosque seco entre 1840-
2004 para la region biogeografica del Cinturén de Brigalow en
Australia a partir de cuatro fases: baja tasa de deforestacion;
regeneracion del bosque nativo; alta tasa de deforestacion; re-
valorizacion y conservacion de los remanentes. Por su parte,
Viglizzo y Frank (2006) seiialan un periodo de regeneracion
del bosque nativo en la ecorregion del Espinal omitido por au-
tores que consideran un proceso de deforestacién continua.
Este proceso de deforestacion y regeneracion del bosque de
caldén hallado contrasta con la dindmica descripta para todas
las ecorregiones con bosque nativo en la provincia de Cérdoba
(incluida el bosque de caldén) de Cabido y Zak (2010). Estos
autores describen una trayectoria temporal de deforestacion
en forma continua y como fuerza inductora a la expansion de
la agricultura.

Periodo de deforestacion (1880-1948)

En el primer periodo se observé un proceso claro de pérdida
de bosque nativo. Esta disminucidon se vincula a la dinamica de
tres fuerzas impulsoras asociadas a la colonizacién europea
como presion (figura 3).

La primera fuerza impulsora fue el proceso de distribucion de
tierras y la politica de inmigracién europea de fines del siglo
XIX. A partir de 1879, se produjo la expansién de la frontera al
sur del rio Quinto donde se incorporan 1.950.882 hectareas a
la provincia de Cérdoba’. Dentro de esta superficie se consti-
tuira el departamento General Roca (Elizalde Romano, 2012).
La distribucion de la propiedad de las tierras fue a partir de
subastas publicas. La tierra se dividié en fracciones denomi-
nadas “suertes” de 2.500 hectdreas y se oblig6 a los opera-
dores a adquirir al menos cuatro suertes (10.000 hectareas).
Después de 1881, las tierras quedaron en tenencia privaday se
inicié una politica de inmigracion (Ferrero, 1978).

En segundo lugar, sobre este proceso se debe destacar la
fuerza impulsora asociada al aumento de los precios interna-
cionales del trigo. El aumento del precio de los cereales, par-
ticularmente el trigo, originado por la gran necesidad que los
paises en guerra tenian de ellos, determiné que muchos gana-
deros liquidaran parte de sus haciendas para dedicar sus tierras
a sistemas agricolas (Instituto de Suelos y Agrotecnia, 1948).

La tercera fuerza impulsora en este periodo fue el desarro-
llo de infraestructura publica. El ferrocarril se constituy6 en el
factor dinamizador de la colonizacion de la regién. En 1901
se construyd el ramal de Rufino a Buena Esperanza (San Luis)
de la linea de ferrocarril Buenos Aires al Pacifico (BAP) y en
1907 cuando se conecta la estacion de Huinca Renancé con
el ramal del ferrocarril Sud que llegaba hasta Bahia Blanca.
Este desarrollo permitié la colonizacion y el traslado de trigo al
puerto (Alonso, 2009).

'Si bien los primeros registros de pobladores de la region aparecen
con los indios ranqueles haciendo un uso extensivo del bosque con
utilizacion del fuego para la caza (SAyDS, 2006).
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Figura 3. Relaciones causa efecto en el periodo de deforestacién (1880-1948).

Fuente: elaboracién propia.

1895 4149 12% 88%
1914 26174 531% Nd Nd
1947 32128 674% 22% 78%

Tabla 3. Evolucién de la poblacién 1895-1947.
Fuente: elaboracion propia a partir de datos Censos Nacionales
1895, 1914 y 1947. Nd: dato no disponible.

Distribuidas las tierras y desarrollada la infraestructura, se inicia
el proceso de presion a partir de la colonizacion y puesta en pro-
duccién por arrendamiento agricola. Como puede observarse en
tabla 3, la poblacién se incrementa en un 674% en 1947 respecto
de 1895 (4194 habitantes); la mayoria es poblacion rural.

En este sentido, los propietarios de las estancias dividen la tierra
en unidades menores, arrendando a colonos y, en menor medida,
vendiendo (cesion de la propiedad) a inmigrantes, predominan-
temente de nacionalidad italiana. En la tabla 4 se puede apreciar
una gran presencia de arrendatarios en los establecimientos agri-
colas (90% del total) en contraste con los establecimientos gana-
deros (solo un 20% de arrendatarios del total).

Italiana 30% 79% 954 14% 11% 36
Argentina 46% 8% 149 46% 47% 122
Espafiola 14% 10% 137 15% 15% 40

Otras 10% 2% 38 24% 26% 65
Total 120 1.158 1.278 210 53 263

Tabla 4. Régimen de Tenencia de la tierra en 1914.
Fuente: elaboracion propia con base en CNA 1914 (DEIE, 2018).
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Escurrimiento Variacion intercensal

Afio promedio respecto 1908
mm/ha anuales %

1908 92

1937 119 29%

1947 136 48%

Tabla 5. Simulacién del escurrimiento 1908-1947.
Fuente: elaboracién propia a partir de datos de Censo Nacional
Agropecuario 1908, 1937 y 1947.

El resultado de esta presion fue el reemplazo del ecosistema
natural de bosque y de pastizal natural por pasturas implanta-
das y cultivos. Los propietarios ganaderos iniciaron un proceso
de rotacion trienal de arrendatarios a los que se les asignaba lo-
tes de pequeiias superficies en zonas ocupadas en su totalidad
o parcialmente de bosque o pastizal natural, los cuales debian
ser cultivados (trigo y lino) y posteriormente se debian devolver
alfalfados (Alonso, 2009). Como puede observarse en la tabla
1, la expansioén de los cultivos agricolas se produjo hasta 1937,
pasando de 3.100 hectareas de trigo en el afio 1890 a 117.000
hectdreas en el afio 1914, y alcanzé el maximo de casi 600.000
hectareas cultivadas hacia 1937; consecuentemente se produ-
jo la expansién de los cultivos, principalmente sobre pastiza-
les naturales y, en menor medida, debido a la deforestacion (de
75.490 a 40.743 hectéareas de bosque).

Este nuevo estado ambiental condujo a un impacto am-
biental en la reduccion de la funcién de proteccién del suelo
del ecosistema natural. La expansién agricola, junto con el
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sobrepastoreo de principio del siglo xx, contribuyé a incre-
mentar significativamente la susceptibilidad del ambiente al
proceso de erosion edlica (Instituto de Suelos y Agrotecnia,
1948). Como puede observarse en la tabla 5, el volumen de
escurrimiento anual promedio se incrementé en 1947 en un
48%, en comparacion con el volumen de escurrimiento de
1908. En el lapso de 1930 y 1940, una serie de sequias reite-
radas afectaron a toda esta region (Viglizzo y Frank, 2006) y
como consecuencia de este fendmeno se agravaron los pro-
cesos de erosion edlica, provocando pérdidas de alfalfares y
cosechas, y la mortandad de ganado entre otros impactos,
produciendo quebrantos de colonos y estancieros (Instituto
de Suelos y Agrotecnia, 1948).

El impacto ambiental negativo en la region, y principalmente
en las zonas con bosques del pais, indujo a considerar el di-
sefio de normativas que dieran respuesta a la problematica.
Al final de este periodo se sancion6 en 1948, la Ley 13.273
denominada Ley de Defensa de la Riqueza Forestal.

Esta respuesta social (ver figura 3) establecié como bosques
protectores y permanentes a aquellos de propiedad privada
que cumplieran una determinada utilidad publica a los fines
de un mejor aprovechamiento de las tierras, reduciendo la pre-
sion (deforestacion) mediante una restriccion al dominio del
titular de la tierra. Asimismo, la ley promovié la mitigacion del
impacto mediante la forestacion y reforestacion de aquellas
zonas en donde los bosques fijen médanos con el fomento de
créditos especiales de los bancos publicos.

Esta respuesta social tuvo escasa incidencia probablemen-
te porque no fue reglamentada hasta fines del siglo (Schmidt,
2018). Sin embargo, la modificacidn de las fuerzas impulsoras
cambié la presion e indujo a un proceso de regeneracién del
bosque que se describe a continuacién.

Estado
-Aumenio de
superficie
adera e
incremento de la
cobertura forestal
respecto a Estado
previo
Los bosgues +
nativos son
considerados de Impacm
baja - Incremento
productividad y funcién
s promueve la - _n:! ecosistémica de
1 Desesti Meala

1 imporancia
1 da los

I servicios
lacosistémicos
: del bosque

Respuesta
Hespuesta
Normativa (-): Ley
Promocion

|

i

|

|

|

i
deforestacion |

: regulacion hidrica

|

|

|

|

- -  agropecuaria para

tierras rurales de

baja
productividad
(1980)

Figura 4. Relaciones causa efecto en el periodo de regeneracion (1948-1988).

Fuente: elaboracion propia.
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Periodo de regeneracién 1948-1988

En el segundo periodo (1948 a 1988) se aprecia un proceso
de regeneracién del bosque nativo o ampliacién de superficie
de bosques. Los componentes fuerzas impulsoras y presion
fueron modificados sustancialmente y esto promovié un cam-
bio en las variables de estado y de impacto como puede apre-
ciarse en la figura 4.

Tres fuerzas impulsoras se consideraron relevantes en el
periodo de regeneracion. La primera fuerza impulsora fueron
los eventos naturales extremos (sequias reiteradas) que afec-
taron a toda la region. La expansioén agricola con un modelo
tecnolégico que no considerd la fragilidad de los ecosistemas
provocé un fuerte y reiterado proceso de erosion edlica del
suelo (Instituto de Suelos y Agrotecnia, 1948; Viglizzo y Frank
2006). La segunda fuerza impulsora estuvo asociada a la fuer-
te caida de los precios internacionales de los cereales en la
década de 1940, en particular, el trigo (Fuster, 1954). La terce-
ra fuerza impulsora en este periodo fue el efecto de la Ley de
Arrendamiento y las politicas crediticias de acceso a la tierra.
En la regién en estudio, dicha ley tuvo un efecto contrario ya
que redujo la cantidad de arrendatarios.

Estas tres fuerzas impulsoras generaron el desplazamiento
de la actividad agricola (llevada a cabo principalmente por
arrendatarios) por la ganaderia (Barsky y Gelman, 2001) y
consecuentemente disminuyeron la presién sobre el bosque
nativo. Las leyes sancionadas en este periodo promovieron a
los propietarios de la tierra (latifundistas) a desalojar a gran
parte de los productores agricolas arrendatarios que migraron
hacia centros urbanos (Barsky y Pucciarelli, 1991). En para-
lelo, se fomento la divisiéon de la tierra de los latifundistas y
se facilitaron créditos a los arrendatarios para adquirir tierras
que trabajaran en arrendamiento (Barsky y Pucciarelli, 1991).

Categoria 1937 1988 Variacion
Propietarios 635 984 55%
Arrendatarios 1573 142 -91%
Otros 78 430
Total EA 2286 1556

Tabla 6. Régimen de Tenencia 1937-1988.
Fuente: elaboracion propia a partir de CNA 1937 (DEIE, 2018) y
1988 (INDEC, 2018).

Consecuentemente, entre 1937 y 1988, aunque se redujo el
nimero de explotaciones agropecuarias se observa un creci-
miento de explotaciones con productores propietarios de la
tierra que pasan 635 a 984, esto es un incremento de mas del
50%, y una reduccién de mas de 90% de las explotaciones con
productores-arrendatarios (pasa de 1573 a 142) (ver mas de-
talles en la tabla 6).

En términos de poblacién absoluta se observa un decreci-
miento de un 21% de la poblacién en 1960 respecto de 1947,
recuperando esta cantidad de habitantes 44 afios después (ta-
bla 7). En el caso de poblacion rural, se observa una disminu-
cién relativa de 41% entre 1947 y 1970, siendo absorbida por
las localidades del mismo departamento, pero principalmente
migran hacia otros centros urbanos de otros departamentos
(Busso, 1996).

Esta combinacién de factores produjo un cambio en las varia-
bles del estado del ambiente: un crecimiento significativo de la
superficie asignada a ganaderia y una regeneracion del bosque
perdido en el periodo precedente. La superficie pastoreada au-
menta de 683.165 a 874.891 hectareas, la superficie cultivada
agricola se redujo de 356.827 a 173.188 hectareas y la super-
ficie de bosque se incrementé de 54.172 a 82.357 hectareas.
Por ejemplo, dentro del area de estudio, en la Estancia Ralicé,
en el primer periodo funcioné un sistema de arrendamiento
con colonos que deforestaban para incrementar las hectareas
agricolas. Sin embargo, en el segundo periodo se desalojaron
los colonos y debido a la menor fuerza de trabajo, como no po-
dian mantener el drea cultivada con pasturas o agricola, el area
con bosque en dicha estancia se incrementd entre 1937 (3.977
hectareas) y 2002 (8735 hectareas) en un 120% (figura 5).

Este nuevo estado del ecosistema redujo en términos de im-
pacto ambiental la vulnerabilidad del ecosistema y permitié
mejorar el servicio ecosistémico de regulacién hidrica. A partir
de la reduccién de cultivos anuales, el incremento de la super-
ficie con pasturas de este periodo y el proceso de regeneracion
del bosque se redujeron los niveles medios de escurrimiento
del suelo, pasando de 138 a 103 mm/ha en promedio entre los
afios 1947 y 1969 (tabla 8).

En este periodo se consideré al bosque nativo como des-
perdicio productivo con la excepcién del que se encuentra en
dareas protegidas. El Decreto Ley 22.211 de promocién agrope-
cuaria (1980) establecié que los bosques nativos fueran con-
siderados tierras de baja productividad o desperdicio, y que la
proteccion de ecosistemas naturales fuera Ginicamente a partir
de politicas de creacidn de areas protegidas (Merenson, 2018).
Los efectos de esta respuesta social fueron escasos en el sur

_ Poblacion Variacion intercensal respecto 1947 Poblacion urbana Poblacién rural
ane habitantes % % %
1947 32128 22% 78%
1960 25396 -21% nd nd
1970 27630 -14% 63% 37%
1980 29787 -7%% 69% 31%
1991 32866 2% 76% 24%

Tabla 7. Evolucion de la poblacién urbana y rural 1947-1991.

Fuente: elaboracion propia a partir de Censos Nacionales 1947, 1960, 1970, 1980, y 1991. nd: dato no disponible.
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Figura 5. Bosque de caldén en la Estancia Ralicé afio 1937 y 2002.
Fuente: CNA, (2002) y Plevich (2017).

Escurrimiento Variacioén intercensal

Ao promedio respecto 1908
mm/ha anuales %

1908 92

1947 136 48%

1969 103 12%

1988 104 13%

Tabla 8. Simulacién del escurrimiento 1908-1988.
Fuente: elaboracion propia a partir de datos del Censo Nacional
Agropecuario 1908, 1947, 1969 y 1988.
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de Cérdoba, como se podra interpretar a partir de lo ocurrido
en el siguiente periodo.

Periodo de estabilizacion con deforestacion aislada
1988-2008

Entre 1988 y 2008 se estabiliz6 el area de cobertura de bos-
ques y se producen pérdidas de bosques aisladas. Las fuer-
zas impulsoras y las respuestas cambiaron significativamente
como se ilustra en la figura 6.

Dos fuerzas impulsoras en este periodo promovieron los
cambios: la modernizacién de la agricultura y el aumento de la
presion social hacia la conservacién ambiental. El proceso de
modernizacion inici6 en la década de 1960 con la mecaniza-
cion en la region Pampeana central, y en las regiones margi-
nales el proceso se desarrollé con algin rezago. La expansion
agricola se produjo con la adopcién y generalizacién de semi-
llas mejoradas (p. ej. maiz y trigo) (Rossi, 2007) y la incorpo-
racién de tecnologia quimica de control de malezas, plagas y
enfermedades (Da Veiga, 2005). Adicionalmente, a mediados
de 1990 se avanz6 en la adopcién del sistema de produccién
de doble cultivo que luego fue combinado con la técnica de
siembra directa, el incremento de la potencia de maquinarias,
el uso de cultivos modificados genéticamente resistentes a
herbicidas y el uso de insumos quimicos con un modelo de
negocios basado en multiples actores e intereses (tenedor de
tierra, empresas proveedoras de insumos, contratistas, entre
otros) (Bisang, 2003). En paralelo a este proceso, la sociedad
comenzé a demandar por nuevas funciones medioambienta-
les. En la provincia de Cérdoba, en 1985 se aprueba la Ley
7343 “Principios rectores para la preservacién, conservacion,
defensa y mejoramiento del ambiente”. A nivel nacional, in-
greso a la agenda del Estado nacional un enfoque global del
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Figura 6. Relaciones causa efecto en el periodo 1988-2008.
Fuente: elaboracion propia.
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_ Poblacion Variacion intercensal respecto 1991 Poblacion urbana Poblacion rural
Ane Habitantes % % %
1991 32866 76% 24%
2001 33323 1% 87% 13%
2010 35645 8% 90% 10%

Tabla 9. Evolucion de la poblacién urbana y rural 1991-2010.

Fuente: elaboracion propia a partir de Censos Nacionales 1991, 2001, y 2010.

.. . Variacioén intercensal
Escurrimiento promedio

Afio respecto 1908
mm/ha anuales %

1908 92

1988 104 13%

2002 115 25%

2008 124 35%

Tabla 10. Simulacion del escurrimiento 1908-2008.
Fuente: elaboraciéon propia a partir de datos del Censo Nacional
Agropecuario 1908, 1988, 2002 y 2008.

cuidado del ambiente urbano y rural, en la que se incluyé en la
Constitucion Nacional (reforma de 1994) el derecho a un am-
biente sano (art. 41) en la que penaliza al responsable de los
dafos ambientales (art. 43). Adicionalmente, en el afio 2007,
se sancioné la Ley Nacional de Presupuestos Minimos de Pro-
teccion Ambiental de los Bosques Nativos (Ley 26331, 2007).

El aumento de la productividad agropecuaria generé un pri-
mer factor de presién, como fue la migracién de la poblacion
de la zona rural. La poblacién absoluta se incrementé un 8%
respecto a 1991, en tanto la poblacién rural contintia con la
tendencia de afios anteriores disminuyendo 11% entre 1991
y 2001, y 3% entre 2001 y 2010 (tabla 9). Adicionalmente, la
presion venia dada por la adopcién del modelo tecnolégico
sesgado hacia el ecosistema agrario, y en menor medida na-
tural, lo que produjo cambios en las variables de estado. La su-
perficie agricola se increment¢ significativamente. Para el pe-
riodo 1988-2008, la superficie cultivada aumenté de 194.707
a 441.042 hectareas, la superficie pastoreada se redujo de
874.891 a 473.174 hectéreas y la superficie de bosque se re-
dujo a 75.362 hectareas (8% de la superficie operada).

Este proceso generd un impacto ambiental negativo a par-
tir de una serie de inundaciones registradas en el periodo,
asociando la mayor vulnerabilidad del sistema agrario con
un periodo climatico mas himedo, y pobre infraestructura de
manejo del excedente hidrico. Entre 1983 y 1988, y entre 1995
y 2000 se registraron inundaciones de magnitud que induje-
ron la construccion de canales derivadores, la transformacion
de redes de caminos (primaria, secundaria y terciaria) en vias
de desagiie, acrecentando el impacto ambiental, tanto en las
areas productivas como urbanas con inundaciones (Cuello
et al., 2003; Valenzuela et al., 2001; Viglizzo y Frank, 2006).
Como puede observarse en la tabla 10 el volumen de escurri-

miento anual promedio de las explotaciones se incrementé en
un 35% en 2008 en comparacién con el volumen de escurri-
miento de 1908. Estos impactos ambientales produjeron en la
sociedad local una mayor conciencia ambiental, con diversas
respuestas, p. ej. la creacion, en defensa del ambiente, de la
organizacién local Mamull Mapu que denuncié subsecuentes
deforestaciones ocurridas en la regiéon (OCSA, 2012; Puntal,
20009, 2013).

En consecuencia, la sociedad local comenzé a valorizar los
nuevos beneficios obtenidos de los bosques nativos. Ademas
de la funcién de la naturaleza, regulacién hidrica y proteccién
del suelo -reconocidas en el proceso histérico de periodos an-
teriores-, se percibié al bosque como una fuente importante
de biodiversidad, en particular se reconocieron las especies
endémicas, como el arbol del caldén (SAyDS, 2006), la im-
portancia de aves y humedales (Miatello, 2005), la captura
de carbono para mitigar efectos de cambio climatico (Risio et
al., 2014). En este sentido, desde el Estado provincial se cred
el Corredor Biogeogréfico del Caldén (Decreto 891, 2003). En
2003 la provincia de Cérdoba declaré de interés publico el
Corredor Biogeografico del Caldén como estrategia de orde-
namiento territorial y conservacién ambiental con un area de
665 mil hectareas, localizadas en el suroeste de la provincia
de Cérdoba. Esta normativa reconoci6 la necesidad de su con-
servacion por su importancia endémica y cultural, asi como
protector del suelo ante erosion hidrica o edlica por hallarse
en suelos fragiles y de facil degradacion. Si bien no prohibe el
desmonte se establece que los proyectos de cambio de uso de
suelo estaran sujetos a estudio de impacto ambiental y aque-
llos establecimientos agropecuarios que acepten la restriccion
del uso del suelo mediante la declaracién de areas protegidas
dentro de sus inmuebles seran compensados con el beneficio
de la eximicion de tributar el impuesto inmobiliario rural. Mas
recientemente, la provincia adhirié a la ley nacional de bosque
nativo (Ley 9814, 2010) en la que el 85% del bosque de caldén
es considerado de alto valor de conservacion y el 15% de valor
intermedio (Gattinger et al., 2011).

DISCUSION

Este articulo realiza tres contribuciones principales. La pri-
mera de ellas es revalorizacion de los datos de los CNA que
permiten dilucidar una dinamica sin precedentes en la provin-
cia de Cordoba, reconociendo claramente tres etapas: defo-
restacion, regeneracion y estabilizacién del bosque de caldén,
aunque con deforestacion aislada. La segunda contribucién es
sefalar que las fuerzas que ejercen presién sobre el bosque de
caldén han sido diferentes en cada etapa, asi como sus impac-
tos asociados con las catastrofes ecosistémicas. Por ultimo,
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las repuestas inducidas por estas catdstrofes ecosistémicas
han sido incluidas en la agenda colectiva y han inducido a nue-
vos comportamientos sociales, particularmente en los tenedo-
res de tierras con bosque. Sin embargo, aun existe la desinte-
gracion del bosque con el resto del ecosistema agrario, natural
en general (pastizales y humedales), y del territorio rural y ur-
bano en su conjunto, asi como también no existe una vision
de largo plazo del aprovechamiento del bosque a perpetuidad.

En este sentido, es necesario rediscutir como contracara a
la difusion de la innovacién agricola y ganadera adoptada en
todo el siglo xx, el bajo nivel de adopcién de las innovacio-
nes tecnoldgicas desarrolladas para el aprovechamiento del
bosque nativo. La innovacién tecnoldgica para la agricultura
y la ganaderia ha contado histéricamente con el apoyo de los
centros de investigacion, politicas publicas, organizaciones
de productores en la que se estudian y ajustan las respuestas
de las intervenciones al menos en la region central del pais y
se promovié y difundié el paquete tecnolégico mostrando las
respuestas. Por su parte, el bosque de caldén cuenta con un
potencial agricola-ganadero, silvopastoril, melifero y de bio-
diversidad muy valioso, pero ha sido escasamente difundido
(Galetto et al., 2007; Lell, 2004). Adicionalmente, no hubo es-
fuerzos para desarrollar mercados para productos del bosque,
como extractos de plantas medicinales o maderas de calidad
para muebleria (Boyero, 1985). Consecuentemente, no se co-
nocen las respuestas del bosque a las posibles intervenciones
tecnoldgicas, y no han sido difundidas las potencialidades pro-
ductivas de este. Inclusive, considerando el desarrollo meli-
fero entre 1980 y 2000 (con rendimientos promedio de hasta
50 kg por colmena), y el consecuente servicio de polinizacién
a cultivos agricolas y forrajeros no conté con un sistema de
innovacion apropiado. Posteriormente, el incremento de pre-
cipitaciones y el uso de agroquimicos desplazé esta produc-
cion hacia el noroeste de Cérdoba (Cuello et al., 2003; Garzén
y Young, 2016). En consecuencia, los profesionales, producto-
res, extensionistas y la comunidad en general no han percibido
el potencial de produccién multipropdsito del bosque.

En coincidencia a estos aspectos sefialados, Murray et al.
(2016) sefalan que la vegetacion nativa del bosque de caldén
no ha sido valorada en todo el proceso histérico. Los autores
analizan la performance de la vegetacion natural y cultivada en
las ecorregiones del Chaco seco y del Espinal occidental (Cal-
denal) en los gradientes de precipitaciones de 400 a 900 mm
anuales. En el estudio sefialan que los cultivos genéticamente
modificados en combinacion con practicas de conservacion del
suelo y del agua (en particular el maiz) tienen mejor performan-
ce en términos ecolégicos, agrondmicos y econémicos en casi
todos los gradientes de precipitaciones, que la vegetacién na-
tural. Entre otros aspectos, sefialan que el mal uso ganadero, el
bajo uso silvicola y los bajos niveles de inversion en innovacio-
nes en la vegetacién natural, en comparacién con los cultivos
agricolas, han sido consecuencia de este peor desempeiio. Los
autores concluyen que bosques mejor manejados generarian
mayores beneficios econémicos y consecuentemente podrian
conducir a una mayor conservacion del bosque remanente.

CONCLUSIONES

La evolucién del bosque, usando datos de los censos nacio-
nales agropecuarios y un enfoque conceptual de relaciones
causales, ayuda a comprender y precisar la importancia de
este, y delimitar los efectos colaterales asociados a la defo-

ARTICULOS

restacion en el area de estudio. En primer lugar, se sefiala que,
durante el siglo xx, la cobertura de bosque de caldén en el
departamento General Roca de la provincia de Cérdoba varié
entre el rango aproximado de 40.000 y 100.000 hectareas con
una dindmica de este con tres periodos contrastantes: defo-
restacion, regeneracion y estabilizacién, con una leve reduc-
cién del area de cobertura. En segundo lugar, se destaca que el
proceso histérico de deforestacién y regeneracién del bosque
es ciertamente complejo en sus relaciones causales. Entre las
fuerzas impulsoras, se pasa de relaciones internacionales de
precios favorables a la agricultura en el primer periodo (junto
con distribucién de tierra, colonizacion y expansién de lineas
de ferrocarriles) a un segundo periodo con cambios de pre-
cios relativos en favor de la ganaderia (con sequias reiteradas,
despoblamiento), que favorece la regeneracion del bosque; y
finalmente, el desarrollo diferencial del sistema de innovacion
tecnolégica de la agricultura en el dltimo periodo. Las repues-
tas sociales también son hechos para remarcar; las politicas
y el activismo social han jugado un rol importante tanto en la
dindmica del proceso como en la valorizacion del bosque y su
proteccion, especialmente en el tltimo periodo.

La implicancia mds importante de este hallazgo es que la de-
gradacion de los ecosistemas naturales, y su reemplazo por cul-
tivos agricolas o pasturas implantadas, se asociaron a las pér-
didas de servicios ecosistémicos. El bosque nativo constituye
menos del diez por ciento de la cobertura del area de estudio y
su dindmica no regeneré los servicios ecosistémicos. Muy pro-
bablemente, la conversién de pastizales naturales a tierras im-
plantadas, la degradacion de los humedales, la degradacion del
bosque (especies invasoras, fragmentacion, incendios), el patron
de poblamiento rural, caminos integrados a la red de desagiie na-
tural con obras de canales aisladas, y el patrén de produccién con
escasa consideracion de la vulnerabilidad de estos ecosistemas
marginales a la regién Pampeana son elementos para considerar
para comprender mejor la situacién y dilucidar mas claramente
las posibles intervenciones. Solo controlar la deforestacion no
alcanzara para recuperar los servicios ecosistémicos.

Finalmente es necesario sefalar como limitacién que los re-
sultados de impacto ambiental ponen énfasis en solo un in-
dicador. Se utilizaron las pérdidas por escurrimiento hidricos
considerando los cambios de usos y manejos del suelo en toda
el area de estudio. Este indicador muestra sensibilidad para el
agua retenida en el ecosistema, pero subestima la desestabi-
lizacion del sistema hidrico en periodos de altas intensidades
de precipitaciones, que es cuando ocurren los fenémenos mas
intensos asociados a la erosion hidrica: cortes de rutas, ca-
minos, inundaciones temporarias urbanas y rurales. Ademas,
existen otros indicadores ambientales complementarios para
mostrar los impactos ambientales (indices diversidad genéti-
ca, grados de fragmentacién de ecosistemas naturales, areas
de tierras con practicas de conservacion de suelo y agua) que
no fueron usados. Estas limitaciones debieran ser considera-
das en la agenda de investigacién futura.
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ABSTRACT

The objective of this work was to determine the isoflavones accumulation in soybean pods and grains during the
filling period in field conditions. Pods of the same phenological stage (marked in R5, i.e. beginning of grain filling
period) were collected at R5, R6 (full grain), and R7 (beginning of physiological maturity) stages. At each analyzed
stage, grains always exceed pods isoflavone concentrations. A decreasing tendency of isoflavone concentration
was observed in pods towards the late grain filling. In this maternal tissue, no acetyl glucosides at any stage or
aglycones at physiological maturity were detected. In grains, glucosides, malonyl glucosides, and total isoflavones
increased and acetyl glucosides decreased from R5 to R7, whereas aglycones increased to R6, but then decreased.
It is concluded that grains are the main accumulation tissue of these bioactive compounds, whereas pods seem to
contribute to their accumulation in advanced stages of grain development.

Keywords: Glycine max, aglycones, glycosides, malonyl glycosides, acetyl glycosides, maternal tissue and seed
isoflavones.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la acumulacién de isoflavonoides en vainas y granos de soja durante el pe-
riodo de llenado en condiciones de campo. Vainas de la misma fenologia (marcadas en R5, es decir, inicio del llenado
de granos) fueron colectadas en los estadios R5, R6 (maximo tamaio de grano) y R7 (inicio de madurez fisiolégica).
En cada estadio analizado, los granos siempre superaron la concentracién de isoflavonoides de las vainas. Se obser-
v0 una tendencia decreciente de la concentracién de isoflavonoides en las vainas hacia el llenado tardio de granos.
En este tejido materno no se detectaron acetil glucésidos en ningun estadio ni agliconas a madurez fisiolégica. En
los granos los glucdsidos, los malonil glucésidos y los isoflavonoides totales aumentaron y los acetil glucésidos
disminuyeron de R5 a R7, mientras que las agliconas aumentaron a R6, pero luego disminuyeron. Se concluyd que
los granos son el principal tejido de acumulacion de estos compuestos bioactivos, mientras que las vainas parecen
contribuir a su sintesis mas tarde en el desarrollo de los granos.

Palabras clave: Glycine max, agliconas, glicdsidos, malonil glicésidos, acetil glicésidos, isoflavonoides del tejido
materno y del grano.
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INTRODUCTION

Isoflavones, abundant in soybean meal, are physiologically
active compounds with great nutraceutical value. The health
benefits of isoflavones consumption are prevention of hor-
mone-dependent cancers, cardiovascular diseases, osteopo-
rosis, adverse menopausal manifestations and age-related
cognitive decline (Pilsakova et al., 2010) and prostate cancer
(Mahmoud et al., 2014). Although soybean grain isoflavone
concentration is influenced by genotype, environment and
their interaction (Carrera et al., 2014b), it is widely report-
ed that, in the processed soybean meal, malonyl glucosides
represent approximately 72% of the total isoflavones. Gluco-
sides, acetyl glucosides and aglycones forms represent 20%,
6% and less than 4%, respectively (Wilson, 2004). Despite
their low quantity, aglycones are proposed as responsible for
the physiological activities attributed to the entire group of
grain isoflavones (Izumi et al., 2000).

Isoflavones are ubiquitous natural organic compounds that
display several physiological activities in soybean crops.
For instance, they were shown to induce nodulation genes
in Bradyrhizobium japonicum during the symbiosis process
(Ferguson and Mathesius, 2003), and also are one of the main
chemical defenses against insect attack (Zavala et al., 2015)
or pathogen infection (Graham and Graham, 1996). Thus, large
amounts of isoflavones were found in leaves, stems, and roots
tissues, which would be channeled into sink tissues such as
grains (Dhaubhadel, 2011). Indeed, an in vitro study revealed
that although soybean embryos have the ability to synthesize
isoflavones by themselves, the maternal tissues might con-
tribute to the total grain isoflavones accumulation at maturity
(Dhaubhadel et al., 2003). Therefore, information about the
contribution of total isoflavones in grains derived from trans-
location of maternal tissues (pods) under field conditions still
needs quantification (Carrera and Dardanelli, 2016).

The synthesis of isoflavones in soybean grains takes place
35-60 days after flowering, i.e. during the grain filling pe-
riod (Kim and Chung, 2007; Medic et al., 2014). During this
period many environmental factors (climatic variations, soil
types) and the cropping management’s diversity (sowing
date, plant density, genotypes, water regimes, among oth-
ers) affect the final amount of these compounds in grains
(Al-Tawaha and Seguin, 2006; Carrera and Dardanelli, 2016).
Even when there are some studies addressing the changes
of isoflavones from beginning of grain filling to physiological
maturity, all of them are focused on grain and they present
discrepancies regarding the patterns of accumulation fol-
lowed by the different isoflavones conjugates in the grains
(Carrao-Panizzi et al., 2019; Kim and Chung, 2007; Kim et al.,
2006). Therefore, the objective of this study was to quantify
isoflavones accumulation in soybean maternal tissue (pods)
as well as on grains during the filling period in field condition.
The information generated may be useful i) physiologically,
to understand the deposition pattern of these health-promot-
ing compounds in the fruit tissues during grain filling in field
conditions, and ii) agronomically, to improve decisions relat-
ed to harvest time in order to obtain specific raw material for
the functional foods industry.

MATERIALS AND METHODS

An experiment was carried out at the field station of the Na-
tional University of Lomas de Zamora (34°45 S, 58°29 W), un-

der rainfed conditions. The soybean cultivar DM40R16 (Don
Mario seeds) was sowed on the 29t of December 2017 on a
typic Argiudoll soil (USDA Soil Taxonomy). This cultivar (of
indeterminate growth habit and maturity group 1V) is wide-
ly cropped in the Rolling Pampas. Inoculated seeds were
hand-planted in three rows 0.52m apart and three meters long
using a stand density of 35 plants/m2 The experimental field
trial was laid out as a completely randomized design with three
replications. At the beginning of grain filling (R5 phenologi-
cal stage), 50 pods were hand-marked per plot (2-4 pods per
plant) on the upper six nodes of the main stem. The selected
pods contained grains of 3 mm length indicative of R5 stage
(according to the scale of Fehr and Caviness 1977). Marked
pods were collected at the stages R5, R6 (full grain) and R7
(beginning of physiological maturity), placed on ice in the field,
and immediately after stored in the freezer (-20°C). To ensure
enough sample size, the marked pods were collected as fol-
lows: 25 pods per plot were harvested at R5 stage, 20 pods
per plot were harvested at R6 stage, while 5 pods per plot were
sampled at R7 stage. Meteorological data during the grain fill-
ing period, namely average daily maximum and minimum air
temperature, as well as daily precipitation, were provided by
the National University of Lomas de Zamora’s Meteorological
Station. Mean air temperature was calculated as the average
between maximum and minimum air temperature.

Quantitative analysis of isoflavones was carried out by ul-
tra-high-performance liquid chromatography (UPLC, Waters,
USA) equipped with a photodiode array detector according
to Berhow (2002). The extraction was done separately in
both tissues of the fruit, i.e. pod (without grains) and grain
in triplicate according to Carrdo-Panizzi et al. (2002). The
isoflavones were eluted in a reverse phase column Acqui-
ty UPLC BEH C18 (Waters, Milford, MA, USA), the gradient
system was compounded by methanol and water. Since the
different isoflavones isomers vary in their molecular weights,
isoflavones concentration were expressed as mg of isofla-
vones per 100 g of defatted samples on a dry weight basis.
Total isoflavones were calculated as the sum of the 12 forms
whose peaks were identified from 12 standards (Sigma Co
and Fuji Co). The following variables were defined by add-
ing the concentrations of their respective isomers, namely:
aglycones = daidzein + genistein + glycitein; glycosides =
daidzin + genistin + glycitein; malonyl glycosides = malonyl
daidzin + malonyl genistin + malonyl glicitin, and acetyl gly-
cosides = acetyl daidzin + acetyl genistin + acetyl glicitin. All
determinations were made at the Physicochemical and Chro-
matographic Analysis Laboratory, located at EMBRAPA Soja,
Londrina, Paran4, Brazil.

Chemical analyses were performed in the three replicates.
The data obtained from the field trial was modeled according
to a bifactorial experiment with tissues of the fruit and phe-
nological stage as factors, using ANOVA and following the
mentioned experimental design. The level of significance was
5%. The comparison of means was performed using Fisher's
least significant difference (LSD) test. From this analysis, the
variance components were also calculated as a percentage
(as part of total sums of squares) of the total variance for the
four isoflavone conjugates (aglycones, glycosides, malonyl
glycosides, acetyl glycosides) as well as the total isoflavones,
accounted by the effects of the mentioned factors and their
interaction. All calculations were done with the statistical soft-
ware InfoStat (InfoStat, http://www.infostat.com.ar).
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RESULTS

Average daily mean, maximum and minimum air temperature
and daily precipitation during soybean grain filling period are
shown in figure 1. The time elapsed between beginning grain
filling (R5 stage) and physiological maturity (R7 stage) was 45
d, being within the mean duration for this region and soybean
cultivar, during which the daily mean air temperature ranged
was 15.1°C to 29.2°C, whereas the daily maximum air tempera-
ture ranged from 21.5°C to 36.3°C. Moreover, the proportion of
the grain filling duration having a daily maximum temperature
above 30°C was 49% of days and occurred mainly during the
first half of this period. Precipitations during grain filling to-
talized 171mm, however, the first half of the period was fast
dry with only one day of 23mm of rainfall, and with 60mm rain
registered three days before physiological maturity (figure 1).

The analysis of variance (table 1) showed that tissues of the
fruit, phenological stage, and tissues of the fruit x phenologi-
cal stage interaction were significant (p < 0.0001) for all iso-
flavones, including the total concentration. Nevertheless, the
tissues of the fruit were the most important source of variation
for all of them, explaining up to 70% of the isoflavones total
variability (table 1).

Interestingly, at the level of maternal tissue (pods), the ma-
jor conjugated isoflavones, namely aglycones, glycosides, and
malonyl glycosides decreased 100%, 73%, and 93% between
R5 and R7 stages (figure 2A-C), resulting in a 91% decrease of
total isoflavones concentration in this period (figure 2E). No
presence of the acetyl glucosides conjugates was detected
in any of the sampled stages (figure 2D) and of aglycones at
physiological maturity (figure 2A).

In grains conjugates and the total isoflavones concentration
varied significantly (P < 0.001, table 1) throughout the late
reproductive development exhibiting different patterns of ac-
cumulation. For instance, glycosides and malonyl glycosides
increased 192% and 270% between stages R5 and R7 (figure
2B-C) resulting in a 222% increase in total isoflavones, from
89.1 mg/100 g in R5 to 286.9 mg/100 g in R7 (figure 2E).
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The conjugate forms aglycones represented less than 7% at
R5 and R6, and 2% at R7 of grains total isoflavones, whereas
acetyl glucosides accounted for less than 6% at R5 and less
than ~ 0.5% of grains total isoflavones at R6 and R7 (figure 2A
and 2D, respectively). Although representing a small propor-
tion of the total isoflavones, we found that aglycones forms,
responsible for the biological activity, increased 82% between
R5 to R6 stages, then decreased steadily to R7 stage, reach-
ing values similar to those at R5 (6.27 mg/100 g) (figure 2A).
In contrast, acetyl glucosides showed an inverse trend to the
rest of isoflavones, decreasing 74% from R5 to R6, and then
remained unchanged until R7 (figure 2D).

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

Results showed that grains always exceed pods isoflavone
concentrations at each of the analyzed phenological stages
(Figure 2A-E). Chennupati et al. (2012) observed that individu-
al aglycones as well as their sum (considered by these authors
the total isoflavones) were consistently greater in grains than
in pods across the filling period. Nevertheless, it is important
to note that we did not find studies addressing the accumu-
lation dynamics extended to the other conjugated forms of
isoflavones (glycosides, malonyl glycosides, and acetyl gluco-
sides) in pods. The highest grain concentration compared to
pods is expected, since developing grains become highly spe-
cialized storage tissues compared to maternal organs, which
supply many products synthesized in different plant tissues
to grains. In turn, this higher concentration of isoflavones in
grains contributes to conferring this tissue, antioxidant proper-
ties and defense against stinkbug attacks for example.

Conjugates glycosides and MAL significantly increased
throughout the whole filling period, resulting in a significant
total isoflavones increases, which is expected since both con-
jugates accounted for 97.4% of total isoflavones at physiologi-
cal maturity. Likewise, previous field studies by Kim and Chung
(2007), Kim et al. (2006) and Carrao-Panizzi et al. (2019) re-

Average daily air temperature (°C)

T3 5 7 9 11131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45

Precipitations (mm)

Days after beginning grain filling (R5)

Figure 1. Average daily maximum (grey square), mean (green square), and minimum (black square) air temperature, and precipitations
(grey bars) in field station of the National University of Lomas de Zamora (34°45 S, 58°29 W) during soybean grain filling period (R5-R7),

growing season 2017-2018.
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Source AGL GLC MAL ACE TI
Tissues of the fruit (T) 71.71%%* 69.7%** 65.8%** 53.1%** 68.7%**
Phenological stage (PS) 17.8%** 9.5%x* 11.8%** 23.3%** 10.4%**
TxPS 8.5%** 20.7%** 22.0%+* 23.3%%* 20.5%**
Residual 2.6 0.7 0.4 0.2 0.4

***P < 0.001

Table 1. Variance components as a percentage (as part of total sums of squares) of the total variance for aglycones (AGL), glucosides
(GLC), malonyl glucosides (MAL), acetyl glucosides (ACE), total isoflavones (TI) (mg/100 g of defatted sample), accounted by the effects
of the tissues of the fruit, phenological stage, and their interaction.
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Figure 2. Concentration of the conjugated forms of isoflavones: A) aglycones (AGL), B) glycosides (GLC), C) malonyl glycosides (MAL),
D) acetyl glycosides (ACE), and E) total isoflavones (TI) in pod (dashed line) and grain (continuous line) of the DM40R16 soybean cultivar.
Determinations correspond to pods and grains harvested at the following phenological stages: R5 (beginning grain filling), R6 (full grain)
and R7 (physiological maturity) according to Fehr and Caviness (1977). Values are expressed as mean * SD (n = 3). Means with different
letters were significantly different (P < 0.05).
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ported malonyl glycosides and glycosides as the most abun-
dant conjugates and also observed increases of both forms
during grain development. Even though it has been found that
malonyl glycosides are highly thermolabile compounds during
the course of extraction (Kudou et al., 1991), the majority of
soybean grain isoflavones accumulate in this form. This has
been related to facilitation of glycoside isoflavones transport
through the tonoplast into the cell vacuole where they are
located, remaining unknown what stabilizes this form in the
plant (Dhaubhadel, 2011).

Regarding the other two isoflavone conjugates, namely
aglycones and acetyl glucosides, discrepancies emerge in
the literature regarding their accumulation patterns in grains.
Kim et al. (2006) found that these two conjugates increased
during the filling period. Later studies also described this
rising tendency during grain filling (Berger et al., 2008; Car-
rdo-Panizzi et al., 2019; Chennupati et al., 2012; Kumar et al.,
2009). The opposite trend was observed by Kim and Chung
(2007), who found a decrease of aglycones and acetyl glu-
cosides during grain development. Our results showed that
the direction followed by both isoflavones conjugates varied
across the filling period. While aglycones increased during
the early grain filling (from R5 to R6 stages) and then de-
creased steadily to physiological maturity; acetyl glucosides
showed an inverse trend to the rest of isoflavones, decreas-
ing from R5 to R6, and then remaining unchanged until R7.
According to the general theory, acetyl forms are degradative
products generated from the malonate forms (heat unstable
compounds), either in the grain or during the course of ex-
traction and processing (Kim et al., 2006). Probably, the pre-
vailing heat and drought conditions at the beginning of the
filling (Figure 1) exposed immature grains to rising tempera-
tures promoting degradation products of malonyl-glucose
conjugates into acetyl glucosides explaining, at least in part,
the higher acetyl glucosides levels at stage R5 compared to
levels at stages R6 and R7 (figure 2D). In an advanced grain
filling the increase of the other conjugates (malonyl gluco-
sides, glucosides and aglycones) would have diluted acetyl
glucosides concentrations to negligible amounts in the mini-
mally processed grains. Regarding aglycones, this conjugate
significantly increased between R5 and R6 (figure 2A), the
most active period of isoflavones accumulation (Kumar et al.,
2009), matching with the higher rate of glycosides and mal-
onyl glycosides accumulation (figure 2B-C). Considering that
aglycones synthesized via the phenylpropanoid pathway are
then derivatized to the corresponding glucosides and malonyl
glucosides (Kudou et al., 1991), then the higher the amount of
aglycones, the greater the possibility of converting them into
glycosides and malonyl glycosides and vice versa. The sig-
nificant decrease of aglycones from R6 to R7 also matched
with the decreasing increments of glycosides and malonyl
glycosides conjugates in the mentioned stages. Besides, the
decrease of aglycones during the late grain filling could be
related to reductions in leaf primary metabolism towards the
end of the cycle in a crop characterized by accelerated senes-
cence processes and loss of leaves. This hypothesis is sup-
ported by the fact that isoflavones are secondary metabolites
that need carbon skeletons synthesized by photosynthesis,
given rise to carbon fluxes from the primary to the secondary
metabolism (Caretto et al., 2015). Moreover, in a field study
it was found that factors enhancing soybean photosynthet-
ic rates such as cooler canopies (canopy temperature lower
than air ones) with higher total leaf chlorophyll content were
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significantly related with higher grain levels of isoflavones
(Carrera et al., 2015).

On the other hand, discrepancies regarding the patterns
of accumulation followed by the different isoflavones con-
jugates in the grains among literature (Carrao-Panizzi et al.,
2019; Kim and Chung, 2007; Kim et al., 2006) could be also
related to the methodology followed when sampling. In previ-
ous studies at each phenological stage during the grain filling
period, samples corresponded to pooled pods, whereas in our
research we collected at each sample date marked pods of
the same phenological age. This is an important difference
since it is well documented that canopy position has a pro-
found effect on soybean grain composition, due to the asyn-
chrony between grains growth of different nodal positions in
the plant (Huber et al., 2016; Bellaloui and Gillen, 2010).

Although the magnitude of the decrease in the proportions,
between R5 and R7 stages, observed for most of isoflavone
conjugates including the total at the level of maternal tissue
(pods) was high (up to 100%), differences between both stag-
es of the grain filling were not statistically significant. The lack
of significance could be related to the great differences in
all isoflavones concentration between pod and grain tissues,
which were exacerbated at R7, indeed glycosides, malonyl
glycosides and total isoflavones were 22-fold, 104-fold, 71-
fold higher in grains respect to pods (figure 2). The decreased
tendency of isoflavones in pods towards physiological matu-
rity indicates translocation from the maternal tissues to the
growing grains. Dhaubhadel et al. (2003) reported that the
maternal tissue constitutes a substantial source of contribu-
tion to the total isoflavones concentration of grains in vitro. In
control conditions data from Chennupati et al. (2012) limited
to aglycones, also suggested that pods play a key role in the
translocation of synthetized isoflavones and/or metabolic pre-
cursors into grains. It is particularly important that bioactive
compounds such as the one analyzed in this study accumulate
in grains, minimizing the rest that is wasted in the residual bio-
mass (pods). On the other hand, the analysis of the isoflavone
profile in both tissues showed that in grains as well as in pods
the predominant forms were the malonyl glucosides conju-
gates followed by the glucosides conjugates. This character-
istic was maintained through the different sampled phenolog-
ical stages. Although from previous studies it is known that
both conjugates are the predominant ones in soybean grains
at maturity (Carrera et al., 2014a; Wang and Murphy, 1994; Wil-
son, 2004), these results would not be obvious in the case of
pods isoflavone composition which as mentioned above, has
been less explored. Indeed, to the best of our knowledge, this
is the first report that described the dynamic of accumulation
of all 12 isoflavones in soybean pods, and also the first that
analyzed pods of the same phenological age marked at the be-
ginning of the grain filling which represents an improvement in
the methodology followed respect to previous research stud-
ies. Additional studies on the dynamics of accumulation ex-
panding to other compounds should be carried out to provide
a more comprehensive chemical composition characterization
of fruit tissues during grain filling. This information will help
growers to improve decisions related to harvest time in order
to obtain a specific raw material for the functional foods indus-
try, key for the majority of the population who uses this crop as
a main nutrition source. Besides this study is also relevant for
the edamame (immature soybean) production strategy, which
is an imported vegetable in the world, especially in East Asia.
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ABSTRACT

Annual winter pastures are strategic components in crop-livestock systems in Uruguay. The aim of this study
was to evaluate the N legume fixation into an annual ryegrass pasture contrasted to the N fertilizer addition. The
experimental design was a randomized complete block design with 2x2 factorial arrangement of the treatments, two
pasture types: a) annual ryegrass (Lolium multiflorum L.) pasture, and b) of annual ryegrass with two annual legume
species (Trifolium resupinatum L. and Trifolium vesiculosum L.); and two levels of N fertilizer: a) no N fertilizer, and b)
64 kg N ha'. They were grazed with Holstein steers. Setaria italica crop was planted in summer to evaluate the carry
over effects of the treatments on its herbage mass production. Pasture accumulated herbage mass was significantly
increased with N fertilizer (P < 0.01), increment of 1277 + 322.5 kg DM ha™'. The legume species’ addition plus N fertili-
zation led to a higher nitrogen nutrition index in the mixed pastures. Ryegrass herbage mass was positively influenced
by N addition, but with that there was a 47% of weed herbage mass increase in the pure annual ryegrass pastures.
The average daily gain of steers was positively influenced by legumes, with an average of 1.01 kg PV day'in mixtures.
N fertilizer addition allowed a higher stocking rate and higher animal production in winter. A carryover effect of the
treatments was not found on S. italica accumulated herbage mass. Legumes’ addition to annual ryegrass allowed a
greater animal performance but did not provide any additional benefit to the following summer crop.

Keywords: nitrogen use, BNF, legumes incorporation, NNI (Nitrogen Nutrition Index).

RESUMEN

Las pasturas anuales de invierno son componentes estratégicos de los sistemas agropecuarios en Uruguay. El objeti-
vo de este estudio fue evaluar el efecto de Ia fijacion bioldgica de N de leguminosas en una mezcla con raigrds anual en
contraste con la adicion de fertilizante nitrogenado. El disefio experimental fue un disefio de bloques completos al azar
con arreglo factorial 2 x 2 de los tratamientos, con dos tipos de pasturas: a) pastura de raigras anual (Lolium multiflorum
L.), y b) pastura mezcla de raigras anual con dos especies de leguminosas anuales (Trifolium resupinatum L. y Trifolium
vesiculosum L.); y dos niveles de fertilizacion con N: a) sin fertilizante, y b) 64 kg N ha™'. Las pasturas fueron pastorea-
das con novillos Holstein. En verano se realizo un cultivo de Setaria italica para evaluar los efectos de los tratamientos
en la produccion de biomasa de este. La biomasa acumulada de las pasturas de invierno incrementé significativamente
con fertilizacién de N (P < 0.01), con un incremento de 1277 + 322.5 kg MS ha’'. La pastura mezcla fertilizada con N
produjo un mayor indice de nutricion nitrogenada que la pastura de raigras anual. La biomasa aérea de raigras presento
un incremento con el agregado de N; sin embargo, en las pasturas monofiticas de raigrds hubo un aumento del 47% de
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malezas. La ganancia media diaria de los novillos incrementé con la incorporacion de leguminosas, con un promedio
en las pasturas mezclas de 1,01 kg PV dia’'. La adicion de fertilizante nitrogenado permitié una mayor carga animal y
una mayor produccion animal en invierno. No se encontré un efecto de los tratamientos en la biomasa acumulada de S.
italica. La incorporacion de leguminosas al raigras anual permitié una mayor ganancia diaria de peso vivo por animal,
pero no produjo un efecto adicional sobre el cultivo sucesor de verano.

Palabras clave: eficiencia del nitrégeno, FBN, incorporacién de leguminosas, INN (Indice de nutricién nitrogenado).

INTRODUCTION

Integrated crop-livestock systems create synergies between
livestock and crops (Peyraud et al., 2014). These systems al-
low agriculture to be more sustainable by diminishing the soil
degradation processes generated by the over utilization of
resources produced by certain practices, such as continuous
cropping. Pasture inclusion within a crop rotation has shown
to break soil degradation processes, the reason why this prac-
tice has been adopted in agricultural countries such as Uru-
guay, since the 60s decade (Garcia-Prechac et al., 2004). The
inclusion of legume species, as annual legume cover crops or
as part of long-rotation pastures accompanying grasses, is
supported by the legume’s atmospheric nitrogen fixation ca-
pability (Peyraud et al., 2014).

In mixed pastures, nitrogen (N) fixation is associated with
the amount of clover in the mixture total yield, due to the rela-
tion between N fixation and the percentage of legume present
in the pasture botanical composition, however, this is dimin-
ished by N fertilizer addition (Enriquez-Hidalgo et al., 2016).
The transference of the N fixed by legumes to the companion
grasses in a pasture is highly variable, it depends on which
are the other species, the agricultural management and the
environmental conditions (Ledgard, 1991; Pirhofer-Walzl et
al., 2011). Nevertheless, in a grazing system the amount of N
coming from the animal excreta, especially urine, can be larg-
er than that from the legume N fixation activity (Whitehead,
1970; Schnyder et al., 2009). The spatial distribution of N in
the soil through large herbivores, which generates patchiness
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Figure 1. Average temperatures during the experimental period (April 2016 to February 2017) and historical series (2002-2014) in
Paysandu, Uruguay. Bars indicate precipitations, potential evapotranspiration (ET) and soil water balance (Bal) in mm from April 2016 to

February 2017. Temp. (Series): average temperature during 2002-2014; Temp. (Period) average temperature for the experimental period.
Horizontal arrows indicate length of each grazing cycle and vertical arrows indicate application time of mineral N and herbicide.
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in the pastures, is influenced by several factors including the
percentage of legume utilization, excreta distribution in the
area and the magnitude of N losses by lixiviation and denitrifi-
cation (Vallis, 1978).

Legumes in pastures have shown that animal live weight gain
per day improves with their inclusion in a grass-only pasture,
because of the high legume nutritive value (Sleugh et al., 2000).
Normally this has been associated with the larger protein content
in legume tissues compared to the grasses, which also favors a
greater amount of N cycling in the system. The proportion of N
retained by animals is relatively constant, about 10%. The remain-
ing N is returned to the soil, mainly as urine deposition (Wetselaar
and Ganry, 1982). More N could be restored to the soil if animals
harvested more N from fodder (Cadisch et al., 1994).

The N captured while the biological fixation process is be-
ing carried out by winter annual legumes may be a feasible
strategy to increase the available N for the next growing sea-
son and, thus, be utilized by the following crop in the rotation.
However, this process can be erratic when a pasture is grazed.
Animal depositions tend to be not homogeneously distribut-
ed in paddocks, concentrating larger amounts of N in specific
individual soil positions. This increased patchiness in the soil
exacerbates pasture growth unevenness, reaching up to 25%
of the total defoliated area destined for an individual grazing
event (Moir et al., 2010).

The implementation of integrated crop-livestock systems
may result in high agricultural productivity levels, enhancing
the efficient use of N by the whole system (Peyraud et al.,
2014). The research was realized to test the hypothesis that
the inclusion of an annual legume alongside an annual rye-
grass pasture reduces the need for N fertilizer addition without
diminishing pasture forage production, improves the animal
performance, and provides soil fertility conditions that allow
the successor summer crop to perform competitively without
the extra N addition. The aim of the trial was to evaluate herb-
age mass accumulation and animal production in annual win-
ter pastures and carryover effects of legumes incorporation
and/or N fertilization in a no-tillage crop-livestock system.

MATERIALS AND METHODS
Site, treatments and climatological data

The trial was carried out in Paysandu (32° 23’ 27.1” S; 58° 03’
41.76" W), Uruguay. The soil was Typic Argiudol, superficial to
moderately deep and clay loam texture (Altamirano et al., 1976).
Two types of pastures (M) were sown on 26 March 2016 to be
evaluated, monophyte annual ryegrass pasture (RG), and RG -
legumes mixture pasture (MX), under two N fertilizer rates (N), 0
(NO) and 64 (N64) kg N ha. The combination of both main fac-
tors generated the following treatments: 1) Lolium multiflorum
L. cv. LE284 (RG) pasture without N fertilizer addition (0 kg N
ha), called RGO; 2) RG with 64 kg N ha™' (RG64); 3) RG, Trifolium
resupinatum cv. Maral and Trifolium vesiculosum cv. Fertiseta
pasture (MX) without N fertilizer (MX0); 4) MX with 64 kg N ha”'
(MX64). The N fertilization criterion was based on the herbage
mass production (~2000 kg ha™) (Leborgne, 1984), as well as
the forage N content (~3%) during winter.

Legume seeds were inoculated with Rhizobium legumino-
sarum and pelleted with calcium carbonate. The temperature
conditions and the hydric balance for the period are shown in
Fig. 1. Evapotranspiration was estimated using the FAO meth-
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od, with weather data (temperature, relative humidity, solar ra-
diation and wind speed).

For the monophyte pastures, the annual ryegrass sowing rate
was 19.2 kg ha™. In the mixed pastures the annual ryegrass sow-
ing rate was 12 kg ha™, plus 5 kg ha™ of legumes. Seed germina-
tion tests and seed weight calculation in laboratory determined
that the monophyte pastures had 626 RG viable seeds per m?,
meanwhile the MX pastures had 392 RG viable seeds per m?
and 305 viable seeds per mZclovers. The annual legumes were
composed of 24% of T. resupinatum and 6% of T. vesiculosum,
which were not possible to distinguish the seedlings between
species in the laboratory due to the morphological similarity.
The proportion of each species used in the mixtures was to
pursue a pasture legume biomass capable of fixing a similar
amount of N as the provided by N fertilizer utilized.

Seeds were sown by direct drilling in lines 17 cm apart. In
MX, seeds were allocated in the same sowing line. Soil sam-
ples taken from the first 20 cm soil depth indicated that OI-
sen-P levels were 6 mg kg™'. To fulfill species P requirements,
all plots received 17.5 kg ha™ of P. Urea fertilizer (46% of N)
was applied to RG64 and MX64 at the rate of 32 kg ha™' of N in
two opportunities: 50 days after sowing date (May 18, 2016)
and after first grazing (September 6, 2016).

The experiment was a randomized complete block design, with
six blocks and a 2 x 2 factorial arrangement of the treatments:
two pasture types and two N rates, resulting in RGO, RG64, MX0
and MX64 treatments. The area of the plots was 0.35 ha, com-
prising a total experimental area of 8.4 ha. The trial was grazed
with yearling Holstein steers (average weight of 200 kg + 17 kg).
Each grazing event started when the undisturbed pasture height
reached 15-20 cm. The residual pasture height target was 5-7 cm
height. Non-core animals were added or removed to keep pasture
forage allowance at about 8 kg DM pasture mass per 100 kg of
animal body weight. Thus, the number of steers per plot was dif-
ferent with a minimum of three and a maximum of five animals.

A rotational grazing was utilized. Three groups of steers were
randomly assigned to the pastures and three of the six blocks
were grazed at the same time. When the post-grazing target
was reached in one block, the steers were moved to a second
block, after which they returned to the prior block, completing
with this a grazing cycle. Each plot was grazed by three to five
steers; thus, the forage allowance was maintained steady.

To avoid nutrient transference between treatments, at all times
the animals grazed the same treatment during the whole trial.
Grazing began on 15 July 2016, and ended on 3 November
2016. Three grazing cycles were completed, with an average of
15 days of grazing and 20 days of rest for each block. The first
grazing cycle was from 15 July to 6 September and correspond-
ed to winter, the second grazing cycle was between 6 Septem-
ber to 14 October and the last cycle was from 14 October to 3
November. The last two cycles occurred in the spring season.

After the last cycle, the pastures were sprayed with 3 | ha” of
glyphosate and 1 | ha” of 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid her-
bicides to establish the summer crop. Setaria italica was sown
in all treatments, on 12 December 2016, with a seeding rate of
20 kg ha™ by direct-drilling.

Tiller number per plant and tiller number m

Immediately before the first grazing cycle, the ryegrass tiller
population was measured, tillers m?2 were counted in situ at
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six locations per plot (in a one-meter line following the sown
rows, 15 cm between sowing rows). Daughter tillers per plant
was registered by destructive technique collecting six 10 cm2
cores per plot (Jewiss, 1972).

Accumulated herbage mass and botanical composition

Herbage mass production was calculated according to
Campbell (1996). The pre-grazing and post-grazing herbage
mass were determined using the double sampling technique
with 8 samples per plot and a 20 x 50 cm quadrat. The double
sampling technique consisted in measuring undisturbed pas-
ture height in three locations inside the quadrats, and after cut-
ting the forage inside them to a ground level, the herbage mass
was dried in a forced air oven at 65 °C until constant weight.
A regression analysis between herbage height (independent
variable) inside the quadrat and its herbage weight (dependent
variable) was made. In order to calculate the herbage mass per
plot, the formula obtained from the regression analysis was re-
placed with the average of 40 undisturbed pasture height mea-
surements recorded in each plot (Haydock and Shaw, 1975).
This procedure was repeated for each pre and post-grazing
herbage mass measurement. The botanical composition was
estimated by the area estimation cover method (Brown, 1954),
using a 20 x 50 cm quadrat to perform the estimation. Forty
visual samples per plot were taken to estimate botanical com-
position and the percentage of pasture cover was sorted into
“grass”, “legumes” and “weeds”. Thus, the kg ha' of each com-
ponent of the pastures was calculated as the product of each
component percentage and pasture herbage mass production.

Nutrition status of pastures

From RG and MX pastures, grass and legume herbage N con-
centration (N_ ) was measured separately using the Kjeldahl
method (Bradstreet, 1954). Thus, the nitrogen content of the
pre-grazing herbage mass was measured at the beginning of
the second grazing cycle. This was performed to four of the
six blocks. The nitrogen status of the pastures was assessed
through the Nitrogen Nutrition Index (NNI) (Lemaire and
Gastal, 1997):

NNI=N_/N_
where, N_is the critical N concentration estimated as
N = 4.8 Wo

where, W is the pre-grazing dry matter herbage mass (t ha™).
NNI was calculated also for the grass and legume compo-
nents. A regression analysis was made between the NNI and
the second grazing cycle accumulated herbage mass for the
RG and MX pastures.

Successor summer crop

Total soil nitrogen concentration was measured from soil sam-
ples taken from the first 5 cm of soil before sowing S. italica.
The soil sampling was carried out before applying the herbicide
pre-direct drilling S. italica on the remnant pastures growing at
that time. Soil sampling was done in a paired basis, from the soil
directly located under the urine patches and at 1.5 m distance
from that individual urine patch, being called “no urine patch”
position. A urine patch was detected by the stronger green color
of the forage and larger plant size, compared to its surround-
ing pasture. A total of 7 paired samples per plot were taken and
assessed in December 2016. Soil N content was determined

through the Kjeldahl method (Bradstreet, 1954) in the Agricul-
tural School Laboratory, Universidad de la Republica, Uruguay.

Soil bulk density (g cm™) from a urine patch and from a no urine
patch was assessed by inserting a cylinder (5 cm length and 2.5
cm diameter) to a ground level. The soil was dried at 104°C during
48 h and weighted. Bulk density was calculated based on the vol-
ume of the cylinder and the dried weight of the soil.

In addition, on 1 February 2017, the concentration of N in S.
italica was determined by the Kjeldhal method, in the stage 49
according to Zadoks et al. (1974) and the accumulated herb-
age mass (kg DM ha') was measured through eight samples
(quadrat 50 x 50 cm) per plot cut to a 1 cm above ground level.

Biological N fixation

In the pre-grazing herbage mass of the second and the third
grazing cycle, N fixation of legumes was evaluated with the
natural abundance N technique. First, shoot material from
MXO0 was separated into grass (non-fixing crop) and legumes
(fixing crop components), oven-dried at 60°C per 48 h, weight-
ed, and ground using a 1-mm sieve. Total N and 8"°N (%) were
determined using ANA-mass spectrometers (at the Soil Labo-
ratory, Universidad de la Republica, Uruguay). The %Ndfa (% of
fixing N) was estimated according to Ledgard (1989):
%Ndfa = [6 *N(%) = 8 N (%) 1ying crop] / [6 "°N(%o)
Cmp-B]x1 00
where, factor B (correction factor) is -1% (Peoples et al., 1991).

non-fixing crop non-fixing

The total amount of N, fixed was the result of multiplying
%Ndfa by kg N ha™ of legumes in MXO0.

Animal average daily gain and animal production per
hectare

Animals were weighted once a month in order to calculate
herbage allowance and animal daily gain (ADG) per treatment.
As the experiment involved three animal groups (repetitions),
it was possible to do a statistical analysis for WG per hectare
for winter, spring and the whole period.

Statistical analysis

The variables were analyzed assuming normal distribution.
General linear model was applied, and Tukey test performed to
separate the means. The interaction of the two main factors, pas-
ture type (M) and N fertilizer (N), at their two levels (nitrogen at 0
and 64 kg N ha'; pasture type [RG and MX]) was evaluated in the
model, and the interaction was nested within grazing cycles.

The evaluation of the nutritional status of the pastures and
its relationship with the herbage mass production were car-
ried out by regression analysis between NNI (independent
variable) and net dry matter production (dependent variable)
for the period. The level of significance used in all the analy-
ses was 5% (P = 0.05).

RESULTS

Pastures herbage mass production

The accumulated herbage mass from 26 March 2016 to 3
November 2016 along the three grazing cycles is shown in
Table 1. The first grazing cycle started with the accumulated
herbage mass from sowing to the 6" September. There was no
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Regarding the grazing cycles, N fertilizer level was statistical-
ly different (P < 0.05) for the first and second grazing cycles,
showing higher herbage mass productions on the fertilized
pastures (table 1). Thus, for the whole experimental period the
nitrogen use efficiency for N fertilized pastures was 19.9 kg
DM kg™ per kg of N applied.

significant interaction between pasture type (M) and N fertiliz-
er (N) for the total accumulated herbage mass. The N fertilizer
addition significantly increased (P < 0.01) the total accumu-
lated herbage mass. No statistically significant differences (P
> 0.05) were found for pasture type (M). The annual ryegrass
flowered by mid of November 2016.

Total Cycle one Cycle two Cycle three (kg Tillers Tillers
(kg DM ha™) (kg DM ha™) (kg DM ha™) DM ha™) plant”’ m2
RGO 5281 +399.2 2890 * 246.5 823 +339.3 1567 +161.2 4.8+0.5 1390 + 135.7
MXO0 4525 + 349.2 2419 +193.8 821 +179.7 1284 +180.8 3.5+04 1075 £ 40.1
RG64 6065 * 758.7 4292 + 577.8 881.2 +344.5 1222 + 248.9 5.45+0.95 1768 +137.7
MX64 6295 + 528.1 3396 + 87.0 1619 * 463.1 1279 + 302.2 4.85+1.55 1374+140.5
P value pasture 0.513 0.051 0.178 0.492 0.371 0.574
P value nitrogen 0.005 0.001 0.001 0.294 0.004 0.027
P value pasture*nitrogen 0.229 0.581 0.176 0.309 0.451 0.679

Table 1. Herbage mass production per grazing cycle, total accumulated herbage mass and tillers number for mixed pastures with (MX64)
and without (MX0) addition of 64 kg N ha™', and annual ryegrass pastures with (RG64) and without (RG0) addition of 64 kg N ha™.
Values are expressed as means + SEM.

Total Cycle one Cycle two Cycle three (kg DM
(kg DM ha™) (kg DM ha™) (kg DM ha™) ha')
Ryegrass
RGO 3773 £196.1 2115 +247.6 606 + 230.1 1050 + 220.9
MX0 2323 £231.6 1246 +121.7 466 +125.3 610 + 108.4
RG64 4986 + 608.9 3141 £355.5 932+ 2779 912 +217.1
MX64 3802 + 359.8 2010 £92.6 973 +286.9 819 +202.8
P value pasture <0.001 <0.001 0.751 0.121
P value nitrogen <0.001 <0.001 0.015 0.831
P value pasture*nitrogen 0.645 0.483 0.562 0.301
Legumes
MX0 1832 +348.6 651 121.6 578 +134.5 602 + 237.4
MX64 1748 +260.1 660 + 83.7 645 +143.8 443 +192.7
P value nitrogen 0.875 0.486 0.798 0.503
Weeds
RGO 505+ 172.7 133+45.6 108 +73.9 262+61.4
MX0 217 +43.4 64+13.9 35+13.4 118 £32.5
RG64 274 + 63.7 81+28.9 64 +20.7 128 £ 30.6
MX64 185+ 36.7 91+29.9 40+13.7 52+10.6
P value pasture 0.045 0.412 0.043 0.009
P value nitrogen 0.198 0.743 0.623 0.161
P value pasture*nitrogen 0.323 0.279 0.531 0.359

Table 2. Botanical composition of the total accumulated herbage mass and per grazing cycle. MX0: mixed pasture without N fertilizer
addition; RGO: annual ryegrass pasture without N fertilizer addition; MX64: mixed pasture fertilized with 64 kg N ha'; RG64: annual rye-
grass pasture fertilized with 64 kg N ha™.

Values are expressed as means + SEM.
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Foliage N (%) Accumzlllzt;dhl;ﬁ;bage N H?I::abgh: Lnaa_?)s NNI

RGO 1.5+0.1 27.6+1.6 1831.1+£134.8 0.38 £ 0.01
MXO0 24+0.2 46.2+6.5 1955.5 + 283.8 0.59 £ 0.05
RG64 2.2+0.2 56.2+11.3 2502.5+293.8 0.63 + 0.08
MX64 29+0.1 78.9+8.8 2775.3 +349.8 0.82+0.02

P value pasture <0.001 0.007 0.419 <0.001

P value nitrogen 0.003 <0.001 0.011 <0.001

P value pasture*nitrogen 0.525 0.741 0.759 0.738

Table 3. Accumulated herbage N (kg ha™), foliage N concentration

(%) and NNI in the pre grazing herbage mass for annual ryegrass pas-

ture with (64 kg N ha') (RG64) and without N fertilizer addition (RG0), and for the mixed pasture with (64 kg N ha™') (MX64) and without

N fertilizer addition (MX0).
Values are expressed as means + SEM.

Changes on tiller population

Nitrogen fertilizer addition significantly increased (P <
0.01) the tiller number per plant and the tillers m2. There was
non-significant interaction between N fertilizer addition and
type of pasture (P > 0.05) (table 1).

Total and seasonal botanical composition

The herbage mass of ryegrass in the pastures diminished
towards spring for both pastures and fertilizer levels. Total
ryegrass accumulated herbage mass was statistically dif-
ferent between pasture types (P = 0.05), being higher in RG
than in MX pastures. Similar thing was measured during the
first grazing cycle (P < 0.001). In addition, N fertilization
significantly increased (P = 0.001) ryegrass accumulated
herbage mass and ryegrass herbage mass for grazing cy-
cles one and two (P < 0.001). Weed accumulated herbage

mass and weed herbage mass during grazing cycles two
and three were statically different (P < 0.05) for type of pas-
ture, with an increase of 47% for the RG pastures in relation
to the MX pasture (table 2).

The legume component maintained a similar accumulated
herbage mass and herbage mass per grazing cycle between
MXO0 and MX64, despite the N fertilizer addition, with an av-
erage of 1790.0 + 207.7 kg ha and 596.0 + 47.3 kg ha?, re-
spectively.

Nutritional status of the pastures

During the second grazing cycle, the N fertilization increased
the herbage mass N concentration (P < 0.05), accumulated N
(kg N ha") (P < 0.05) and NNI. In addition, these three variables
were different for pasture type, being higher for the mixed pas-
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Figure. 2. Herbage mass production (kg DM ha) according to different NNI (Nitrogen Nutrition Index). Closed circles: annual ryegrass

pastures (RG); gray triangles: mixed pastures (M).
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Mean Winter Spring Total Winter Spring M::n Mean
ADG ADG ADG WG WG WG (kg DM 100 k stocking rate
(kg LW day') (kgLWday') (kgLWday') (kgLW ha') (kgLWha') (kgLW ha") 9 LW) 9 (kg LW ha")
RGO 0.83%0.1 1.00 £ 0.1 0.63 0.1 474 +14.9 232+232 241+86 79+0.7 2006 + 128.1
MX0 1.00 £ 0.1 1.13+0.2 0.80 £ 0.1 555+ 48.8 252+27.5 302151.8 8.5+0.8 1823 +133.9
RG64 0.93%0.1 1.17 £ 0.1 0.70 £ 0.1 643+103.4 339%37.9 303+70.6 7.7+0.7 2545 +141.8
MX64 1.07£0.2 1.33+0.2 0.80 £ 0.1 622 +72.5 321+354 300+38.6 7.7+0.6 2576 +239.7
P value 0.009 0.082 0.037 0.693 0.978 0.496 0.716 0.632
pasture
P. value 0.081 0.043 0.529 0.155 0.047 0.481 0.505 <0.001
nitrogen
P value
pasture* 0.689 0.824 0.529 0.504 0.604 0.454 0.726 0.501
nitrogen

Table 4. Mean average daily gain (ADG) (kg LW day), ADG in winter

and spring, total live weight gain (WG), WG in winter and spring of

steers. Mean herbage allowance (HA) and mean stocking rate utilized in the pastures. MX0: mixed pasture without N fertilizer addition;
RGO: annual ryegrass pasture without N fertilizer addition; MX64: mixed pasture fertilized with 64 kg N ha'; RG64: annual ryegrass pas-

ture fertilized with 64 kg N ha™.
Values are expressed as means + SEM.

tures. There was no significant interaction between N fertilizer
and pasture type. The legume species NNI was 0.75 + 0.04,
while 0.56 % 0.05 for the ryegrass in MX64, and 0.38 + 0.04 in
MXO (table 3).

Biological N fixation

Legumes Ndfa in MX0 was 95%, with 2.9% N concentration
and 1220 kg DM ha™. Thus, during the last two grazing cycles,
a total of 33.6 kg ha™' N were fixed by MX0.

Animal production

During winter, independently of what type of pasture was
evaluated, the ADG showed significant differences (P < 0.05)
only for N fertilizer rate factor, being N64 the best alternative.
However, during spring, independently of the N fertilizer rate,

significant differences (P < 0.05) were related to the type of
pasture factor, where ADG behaved better when animals were
grazing the MX pasture. For both seasons, there were no sta-
tistical differences with respect to the interaction (pasture*N).
The mean ADG had the same trend as the spring period, where
the type of pasture factor showed significant differences (P
< 0.05) in favor of the MX pasture. As well as in winter and
in spring, there were no statistical differences when the inter-
action (pasture*N) was studied (table 4). The WG per hectare
was only different in winter for the N fertilizer level (P < 0.05),
independently of the pasture type used (RG or MX). Total WG
did not probe differences between treatments.

Summer crop and carryover effects of treatments

The soil analysis performed immediately after the pastures
finished their productive cycle showed no statistically differenc-

Urine patch No urine patch Accumulated herbage mass

(kg N ha™") (kg N ha™") (kg DM ha™)

RGO 4.2+0.1 41+1.7 1695 + 43.1

MXO0 22.7+41 45+25 2192 + 409.6

RG64 129+4.6 6.1+3.9 1785 +228.8

MX64 34.2+10.7 25+04 1750 £+ 321.2
P value pasture 0.065 0.524 0.408
P value nitrogen 0.407 0.993 0.524
P value pasture*nitrogen 0.988 0.421 0.344

Table 5. Soil mineral N in urine patches and in areas without visible urine patches and S. italica accumulated herbage mass at 49 stage,
according to Zadoks et al. (1974) scale. MX0: mixed pasture without N fertilizer addition; RGO: annual ryegrass pasture without N fertili-
zer addition; MX64: mixed pasture fertilized with 64 kg N ha'; RG64: annual ryegrass pasture fertilized with 64 kg N ha'.

Values are expressed as means + SEM.
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es in the total soil N levels, neither by consequence of the N
application, nor by the effect of legumes N symbiotic fixation.

The overall average total soil N, for the no urine patches was 4.3
+1.15 kg ha™, and for the urine patches was 18.5 + 3.8 kg N ha™.
The total soil N for the urine patches showed a statistical trend
only for the pasture type (P=0.065) (table 5).

Setaria italica herbage mass production and N concentration in
the foliage were not statistically different between the treatments.
The average herbage mass production was 1855.0 + 137.2 kg DM
ha”, while the foliage N concentration was 1.52 + 0.06%.

DISCUSSION
Pasture production and botanical composition

This study highlighted the relevance of N fertilizer addition to
increase annual ryegrass pasture production. This evidences
the low N contribution from annual legumes to grasses during
their initial stages (table 1). Nitrogen deficiency is shown in
pastures through the diminishing in the number of tillers per
plant, leaves growth and leaves photosynthetic rate (Woledge
and Pearse, 1985). A higher tiller density of the pastures with N
fertilization showed greater accumulated herbage mass in the
first cycle compared with not fertilized pastures. The rate of til-
ler production per plant is sensitive to soil mineral N fluctuations
(Langer, 1963; Simon and Lemaire, 1987), which was shown in
the current study by the increase of tiller per plant and tiller per
m? when the pasture was fertilized with N (table 1).

A similar amount of accumulated herbage mass between
RG and MX pastures during the grazing cycles (table 1) was a
consequence of complementation growth processes between
species within each of them (Hooper et al., 2005). The water
deficit that occurred from the second half of the second cycle
and throughout the third cycle (fig. 1) negatively affected the
RG growth probably due to its greater density and, consequent-
ly, its higher intraspecific competition (Hall, 1978), which likely
led to equalize the differences measured in the first cycle (table
2). On the other hand, according to Whitehead (1995), mixed
pastures of grasses-legumes without N fertilization produce
a higher yield than pure grasses pastures exposed to condi-
tions of low mineral N in the soil, because of the presence of
biological N fixation of the legume species. In the present trial,
the lack of difference could be attributed to the short life of the
pastures, therefore long-term effects, such as N fixation-utili-
zation by companion species, were not able to be expressed
as grass dry matter growth. It was not enough time for the N
fixed by the legume to be transferred to the neighboring grass
species, a process that is carried out after the first year of the
pasture’s life (Harris, 1990).

The production of T. resupinatum behaved similarly to a
legume monoculture fertilized with N, where production re-
mains unchanged (Soussana and Tallec, 2009). The present
study suggests that adding low rate of N fertilizer to a mixed
pasture of annual ryegrass and annual legumes has a differ-
ent outcome compared with perennial mixed pastures, where
in the latter there is a diminishment of clover herbage mass,
which is caused by a shading effect of grass (Enriquez-Hidal-
go et al., 2016).

The lack of differences on weed accumulated herbage mass
(kg ha™") in the first grazing cycle probably was a consequence
of high growth rates and good tillering of the pastures, which
allowed to quickly close the furrow, preventing the invasion

of non-sown species. In the following grazing cycles, there
was an increase of weeds in the RG pastures, evidencing that
there was an available ecological niche which eventually could
have been occupied by any species (table 2). Other non-sown
species were found, such as Medicago lupulina and Trifolium
repens, both species capable of fixing atmospheric nitrogen.
Schwinning and Parsons (1996), using hierarchical models,
determined that the amount of legumes (Trifolium repens in
this case) was positively related to the extent of available sites
with low soil N concentration to be colonized by them, as it was
determined in this study.

Nitrogen content in pastures and biological N fixation

In the mixture, the grass component could not use the atmo-
spheric N fixed, reflected on the similar amount of NNI regarding
the annual ryegrass pasture without N fertilizer. Morris et al. (1990)
reported that 4 kg ha™ of N were transferred from T. vesiculosum
to the companion grasses only after the second year, which corre-
sponded to a minor N supply compared to the N fixation capacity
of these species (Mueller and Thorup-Kristensen, 2001).

In the current study, NNI was closely related to herbage
mass production and turned to be an important indicator in
the decision to apply N fertilizer (fig. 2) (Lemaire and Mey-
nard, 1997). In mixed pastures, a high proportion of NNI
values were between 0.6 and 0.8 NNI (Fig. 2), a range that
is close to that reported by Soussana and Arregui (1995),
between 0.7-0.8 NNI in mixed grass and legume pastures,
but without fertilizer addition. The findings of Soussana
and Arregui (1995) were based on perennial grasses with
greater root systems compared to the annual ryegrass
roots, therefore with a greater soil exploratory capacity to
potentially acquire soil mineral N from a larger soil volume
(Garnier, 1992). In the present research, greater NNI values
in the mixed pastures compared with the annual ryegrass
pastures (table 3) are mainly explained by the presence of
legume components in the former, since legumes have more
crude protein in the foliage than grasses. However, herbage
mass production in mixtures did not reflect it, because le-
gumes proportion was comparatively lower in relation to
ryegrass component (table 2).

Animal production

The lack of significant difference between treatments when
studying total WG suggests that it is possible to achieve similar
animal production using either N fertilizer or legume incorpora-
tion, in spite of the important numerical differences. The greater
effect of the type of pasture factor on the mean ADG, evidences
the importance of including legumes in order to get better indi-
vidual performances, also reported by Fruet et al. (2019).

Total WG results concur with the ones exposed by Butler et
al. (2012), in which they evaluated the third year of production
of a tall fescue under N fertilizer addition (112 kg ha) or us-
ing annual legumes (T. vesiculosum, Vicia villosa and Pisum
sativum) beside the tall fescue, but this did not occur for the
mean ADG which in the current experiment were favored by the
presence of legumes during spring period while the authors
reported similar daily gains.

During winter, the increase of WG per hectare in the pastures

that received N fertilizer, as reported in Table 4, was associat-
ed with more fodder production, due to higher levels of forage
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mass and also an improvement in forage quality. This enabled
maintaining high individual gains at the previously proposed
forage allowances.

Although total WG was similar between treatments, the high-
er stocking rate used in pastures with N fertilizer addition (25%
higher) compared with pastures without N addition, allowed to
keep more and heavier animals growing in the fertilized pas-
tures, being probably the reason of the similar ADG between
N fertilized and unfertilized pastures. Furthermore, according
to Aguirre (2018) the animal production results (kg ha™ of live
weight) of the present trial for pastures with and without N fer-
tilizer were located in the top 5% of the farms with the highest
production in the last 10 years in Uruguay.

It stands out based on the results above not only the signifi-
cance that presents N by promoting higher fodder production
during winter determining an increase in individual animal per-
formance, but also the importance of stimulating the presence
of legumes within the pasture, which through its contribution
to digestibility and protein enhance animal diet quality during
spring, leading to better individual weight gain during the sea-
son, and mean ADG along the whole period.

Successor summer crop and carryover effects of
treatments

The low mineral N levels in the soil prior to S. italica sown
and the lack of differences between treatments rejected the
hypothesis that the inclusion of annual legumes alongside an
annual ryegrass pasture adds a high amount of N to the soil
enough to support the herbage mass production of the follow-
ing crop within the rotation.

The findings in the present trial agree with Franzluebbers
and Stuedemann (2014), which did not find an increase in the
summer crop production due to the legume incorporation in the
cover crop. In grazing systems, the animals are a source of soil
heterogeneity, modifying soil nutrients levels and distribution,
through dung and especially urine, also they alter soil physical
attributes and pasture condition, through stimulating changes
on variables such as botanical composition, tiller and plant den-
sity, herbage mass accumulation amongst others (Auerswald et
al., 2009). In the present trial, the lack of statistical differences
in herbage mass production of S. italica between treatments
could have been explained by the absence of differences in the
soil N concentration between the urine patches and the non-
urine patches. Previous research has reported that the soil N
concentration in the urine patches can be reduced to similar
values to no urine patch conditions in the first 50 days after an
urine application (Simon et al., 2019). This probably explains the
small amount of soil N in the urine patches in the present study
(Hoogendoorn et al., 2010), as the soil N sampling was done
more than 30 days from the end of the least grazing cycle.

In addition, the water shortage that occurred during late
spring and early summer probably contributed to a low N soil
mineralization from soil organic matter and plant litter (Bloem
et al., 1992), preventing differences between S. italica treat-
ments yield to be detected (Cabrera et at., 2005).

CONCLUSIONS

Pasture production increased in response to the N fertilizer
addition, regardless of the type of pasture factor.

ARTICULOS

The legume addition to the pasture increased individual ani-
mal performance in a no-tillage crop-livestock system.

Setaria italica herbage mass production did not evidence
significant differences associated neither with the legume’s
incorporation, nor the N fertilizer addition. Climatic conditions
related to a negative hydric balance and spring-summer tem-
peratures, had greater effects than that from the predecessor
treatments. Hence, it is suggested to repeat the trial in order to
diminish the climatic effects.
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RESUMEN

Los baculovirus son patégenos aislados de insectos, principalmente del orden Lepidoptera. Se caracterizan por
su alta especificidad, pues poseen un espectro de hospedadores reducido, y por ser inocuos para artrépodos bené-
ficos, plantas y mamiferos. Estas caracteristicas les confieren a los baculovirus propiedades éptimas para su uso
como bioinsecticidas. Su aplicacién permite el control de plagas claves en cultivos de lechuga, tomate, berenjena,
morron y maiz en elevados porcentajes de efectividad. El empleo de estos agentes en la horticultura va en aumento
a nivel regional. En Latinoamérica su utilizacidn se asocia principalmente a sistemas horticolas con produccién
orgdnica. En la Argentina se han caracterizado numerosos aislamientos baculovirales autéctonos que poseen un
alto potencial para su aplicacion como bioinsecticidas en el control de plagas presentes en sistemas horticolas.
La incorporacion de estos agentes en programas de manejo de plagas permite disminuir el uso de insecticidas
sintéticos y minimizar el impacto negativo sobre alimentos de consumo humano y el ambiente.

Palabras clave: control bioldgico, control de plagas, bioinsecticidas, horticultura.

ABSTRACT

Baculoviruses are pathogenic viruses isolated from insects mainly included in the order Lepidoptera. These viruses
have a high host-specificity, with no effects on non-target insects, plants or vertebrates. Baculoviruses are an effec-
tive tool for insect pest management. These bioinsecticides allow farmers to control key pests in lettuce, tomato,
eggplant, bell pepper and corn crops with high percentages of effectiveness. The use of baculovirus-based pesticides
in horticulture is increasing at regional level. In Latin America these types of bioinsecticides are used in horticultural
systems with organic production. In Argentina, new indigenous baculovirus isolates were characterized and most of
them demonstrated a high potential for application as bioinsecticides to control horticultural pests. The incorporation
of baculovirus in pest management programs decrease the use of synthetic insecticides and their negative impact on
food for human consumption and the environment.

Keywords: biological control, pest control, bioinsecticides, horticulture.
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INTRODUCCION

Entre las diferentes herramientas utilizadas en el control de
plagas agronémicas, el uso de microorganismos representa
una alternativa eficaz y de bajo impacto ambiental (Deshayes
et al., 2017). Los virus de insectos denominados baculovirus
(Fam. Baculoviridae) poseen el mayor nimero de agentes con
potencial para ser utilizados en el desarrollo de insecticidas
bioldgicos (Lacey et al., 2015). En la actualidad se cuenta en
el mundo con mas de 80 productos comerciales elaborados
sobre la base de unos quince baculovirus diferentes (Afolami
y Oladunmoye, 2017; Grzywacz y Moore, 2017). Los baculovi-
rus fueron aislados exclusivamente de artropodos, los cuales
en su mayoria estan incluidos en la clase Insecta y el orden
Lepidoptera (Theilmann et al., 2005). Los aislamientos ba-
culovirales presentan un reducido espectro de hospedantes
y su aplicacion como bioinsecticidas no produce dafio sobre
plantas, insectos benéficos y mamiferos incluyendo al hombre
(Groner, 1986). Durante su ciclo de replicacion, este grupo de
virus forman unas estructuras proteicas (cuerpos de oclusion)
en las cuales se alojan los viriones infectivos (Rohrmann,
2019). Estas particulas microscépicas, del orden del micré-
metro de tamaiio, pueden ser facilmente aplicables mediante
pulverizadores tradicionales, permanecer estables en el am-
biente varios meses (principalmente en suelo y hojas) y, por lo
tanto, servir como inéculo infectivo a poblaciones de insectos
susceptibles (Granados y Federici, 1986).

Entre los baculovirus que se han empleado comercialmente
a nivel regional para el control de plagas agricolas se desta-
can entre otros, el virus aislado de la oruga de las legumino-
sas (Anticarsia gemmatalis) denominado AGMNPV. Este virus
fue incorporado en los programas de proteccion vegetal del
cultivo de soja en Brasil y aplicado en casi dos millones de
hectareas (Moscardi y Sosa-Gémez, 1992). Otro ejemplo des-
tacado es el del baculovirus aislado de carpocapsa o polilla
del manzano (Cydia pomonella) llamado CpGV (Jaques et al.,

1987). Este bioinsecticida se utiliza para el control de este
lepidéptero en cultivos de manzana, pera, membrillo y nuez.
Se estima que a nivel mundial unas 100.000 ha son tratadas
anualmente con este virus (Lacey et al., 2008a). En la Argen-
tina, el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)
registré el primer formulado de CpGV en el afio 2000, y su uso
se ha extendido de manera lenta pero sostenida en el sector
fruticola. Asi, cada ano se tratan con este virus entre 3000 a
5000 ha de frutales en las regiones productoras de Patagonia
y Cuyo (Quintana y Alvarado, 2004).

A diferencia de la agricultura extensiva, la horticultura se dis-
tingue por mostrar diferentes practicas especializadas segun
el cultivo, pero principalmente por la pequefa escala de las ta-
reas y la superficie en que se desarrolla (Leguizamén, 2018).
En la actualidad, debido al impulso de la produccion organica
de alimentos humanos y la tendencia a la disminucion del em-
pleo de plaguicidas de sintesis, el uso de los baculovirus ha
tomado impulso como alternativa sustentable. En este trabajo
se presentan caracteristicas moleculares, bioldgicas y ejem-
plos de baculovirus usados para el control exitoso de plagas
claves en cultivos horticolas en Latinoamérica.

Estructura y biologia de los baculovirus

A nivel estructural, los baculovirus poseen un genoma de
ADN doble cadena, circular, que varia entre 80 y 180 kpb y co-
difica entre 90y 180 genes (Kelly et al., 2016). Durante su ciclo
infectivo se diferencian dos tipos de viriones genéticamente
iguales, pero morfolégicamente diferentes: los viriones oclui-
dos (occluded virions, OVs), los cuales se encuentran incorpo-
rados en una matriz proteica que constituye los denominados
cuerpos de oclusion (occlusion bodies, OBs) (figura 1). El se-
gundo tipo de virion son los denominados viriones brotantes
(budded virions, BVs), los cuales se generan luego del primer
ciclo de replicacién del virus dentro del hospedador y son los

Figura 1. Cuerpos de oclusion baculovirales (OBs). Izquierda: poliedros de Autographa californica Multiplenucleopoliedrovirus (AcMNPV).
Derecha: granulos de Epinotia aporema Granulovirus (EpapGV). (Fotos obtenidas por microscopia electronica de barrido. Ricardo Salvador).
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encargados de dispersar la infeccidn a diferentes células y te-
jidos (Theilmann et al., 2005). De esta forma, los dos tipos de
viriones cumplen funciones diferentes durante el ciclo biolégi-
co del patégeno.

El ciclo infectivo de los baculovirus se divide en dos etapas:
la infeccion primaria y la infeccion secundaria (figura 2). En
la primera etapa, las larvas ingieren los cuerpos de oclusion
(OBs) que se encuentran en el ambiente contaminando su ali-
mento, principalmente hojas, tallos o frutos. Estos OBs inge-
ridos, al alcanzar el intestino medio de la larva, son disueltos
permitiendo la liberacién de los viriones derivados de los cuer-
pos de oclusién (ODV). Los viriones atraviesan la membrana
peritréfica, que reviste internamente el intestino, la cual alte-
ran mediante proteinas asociadas a los cuerpos de oclusion
(Rohrmann, 2019). Luego, se unen a las microvellosidades del
epitelio intestinal mediante la fusién de sus membranas y las
nucleocapsides (NC) contenidas en el interior del virion, las
cuales son liberadas en el citosol (Blissard y Theilmann, 2018).
Estas NC son transportadas al nucleo iniciando la replicacion
del ADN y la transcripcidn de las proteinas virales que permite
la formacién de nuevas NCs.
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Figura 2. Ciclo de infeccion de baculovirus.1. Los cuerpos de oclu-
sion de los baculovirus (OBs) son ingeridos por el estadio larval
debido a que se encuentran contaminando su alimento (hojas, ta-
llos y frutos). 2. En el intestino medio, los OBs se disuelven debido
a la accion de proteasas intestinales y liberan los viriones (ODVs).
La membrana peritréfica (MP) que recubre el epitelio intestinal
(El) es degradada por enzimas asociadas a los OBs permitiendo
la entrada de los ODVs a las células intestinales. 3. En el epitelio
intestinal los ODV pueden iniciar un ciclo de replicacion generan-
do el fenotipo de los viriones brotantes (BV) o alternativamente
dirigirse hacia la membrana basal del epitelio y salir de la célula
como BV. 4. Se inicia la infeccién secundaria hacia otros tejidos
del hospedador. 5. Los BV replican su material genético y comien-
za la sintesis de la proteina que constituye los cuerpos de oclu-
sion, formandose de esta forma los OBs. 6. En etapas finales del
ciclo, las células se encuentran con una gran cantidad de OBs. 7.
Al morir la larva como consecuencia de la infeccion viral, los OB
son liberados al medio contaminando las fuentes de alimentacion
del estadio larval de los hospedadores.
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En la etapa secundaria de la infeccion, las NCs formadas son
transportadas hacia la membrana celular, desde donde emer-
gen de la célula por brotacién o a través de la membrana basal.
Asi, se conforman los viriones brotantes (BV) que migran a cé-
lulas vecinas y son los responsables de infectar otros tipos ce-
lulares o tejidos susceptibles. Avanzada esta etapa, se empie-
zan a constituir los cuerpos de oclusiéon (OBs), debido a que la
proteina que lo compone (poliedrina o granulina) se sintetiza
en grandes cantidades y se acumula rodeando a los viriones
(Theilmann et al., 2005). Al finalizar esta etapa se produce la
lisis celular, adquiriendo el insecto una coloracién blanquecina
debido a la acumulacién de los OBs. Luego, el tegumento de
la larva muerta se rompe y se liberan los OBs en el ambien-
te, reiniciando el ciclo cuando larvas de insectos susceptibles
ingieren alimento contaminado con estos (Rohrmann, 2019).

El suelo es considerado el principal reservorio de baculovirus
en el ambiente (Kelly et al., 2016). Los cuerpos de oclusion
(OBs) pueden permanecer viables durante largos periodos
(meses o afios), dependiendo de las condiciones ambientales
y las caracteristicas fisicoquimicas del suelo. En general, los
OBs persisten mejor en suelos acidos o neutrales, mientras
que condiciones como la exposicién a radiacién ultravioleta
o ambientes alcalinos suelen reducir considerablemente la
viabilidad del virus (Fuller y Dwyer, 2012). También, se ha com-
probado que ciertos genotipos virales estan mejor adaptados
ala persistencia en el ambiente que otros (Murillo et al., 2007).
Todos estos factores son considerados con el fin de optimizar
la utilizacion de los baculovirus en el control de plagas.

Uso de los baculovirus como bioinsecticidas

Dentro del control biolégico, el uso de agentes entomopaté-
genos se realiza mediante la estrategia aumentativa, la cual
consiste en incrementar la presencia del agente de biocontrol
en el ambiente (Lacey, 2016). A su vez, dentro de esta estra-
tegia, para el uso de virus, bacterias y hongos se emplea la
variante inundativa, la cual requiere de la introduccién periddi-
ca del patégeno en el medio donde se encuentra la plaga. De
esta forma se intenta asegurar en el medio una concentracion
adecuada del virus que sea capaz de controlar de forma signi-
ficativa a la poblacion blanco. En esto ultimo es determinante
la patogenicidad del aislamiento, la cual es esencial para redu-
cir el tiempo en el cual el insecto muere desde la ingestion del
virus. Cuanto mas virulento es el aislamiento, menor sera el
dafio de la plaga sobre el cultivo (Lacey et al., 2001).

Una vez establecida la eficacia de un aislamiento como
agente de control es posible multiplicarlo y combinarlo con
un soporte solido o liquido que optimice su aplicacién y con-
servacion, proceso conocido como formulacion (Grzywacz y
Moore, 2017). A partir de los formulados comerciales, en pol-
vo mojable o en suspension liquida, los productos solo requie-
ren para su aplicacion ser disueltos en agua a un pH neutro.
También, segun las condiciones ambientales en las cuales se
aplique el producto (humedad, precipitaciones, vientos, etc.),
la mezcla acuosa puede requerir de la adicion de algin com-
puesto adherente o protector contra la radiacion ultravioleta
(Haase et al., 2015).

Durante el periodo comprendido entre la produccién del
formulado y el momento de aplicacién, el producto no debe
experimentar una pérdida significativa en su viabilidad. Esta
ultima puede verse afectada por la descomposicion de los
componentes de la formulacion, por cambios en la composi-
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cion fisica del formulado (por sedimentacion o agregacion de
virus en suspensiones), y en el caso de formulaciones a base
de polvos mojables, por el resecamiento y endurecimiento de
estos (Couch e Ignoffo,1981). Para asegurar la actividad bio-
légica de los agentes virales deben evitarse las temperaturas
elevadas ya que alteran por desnaturalizacion los componen-
tes proteicos del virus. Por lo tanto, es fundamental mantener
la cadena de frio durante la etapa de distribucion para asegu-
rar la viabilidad del producto (Jarvis y Garcia, 1994).

Los formulados actualmente disponibles se caracterizan por
su gran estabilidad ante periodos prolongados de almacena-
miento (Tamez-Guerra et al., 2002; Behle et al., 2003). Por ejem-
plo, a una temperatura de 4 °C pueden mantenerse activos has-
ta dos afios, mientras que el almacenamiento por debajo de esa
temperatura puede extender ain mas el tiempo de viabilidad
del producto (Jarvis y Garcia, 1994). Por ejemplo, el producto
comercial Tutavir®, utilizado para el control de la polilla del to-
mate Tuta absoluta, puede mantenerse viable durante dos afios
a una temperatura de almacenamiento de 5 °C (Boletin de infor-
macion técnica Tutavir®, 2020). Otro estudio demostr6 que una
formulacion del virus CpGV conservada a-18 °C durante 3 afios,
mantiene la misma efectividad insecticida que una preparacion
reciente de virus (Lacey et al., 2008b).

Debido a la naturaleza particulada de los cuerpos de oclusion
infectivos, las formulaciones pueden ser aplicadas sobre los
cultivos empleando los pulverizadores tradicionales utiliza-
dos con insecticidas quimicos (Boletin de informacion técnica
Gemstar®, 2020). También, el formulado puede ser aplicado
mediante sistemas de riego automatico por aspersion, el cual
favorece una correcta cobertura del follaje de las plantas (Vali-
cente y Costa, 1995). La frecuencia de las aplicaciones depen-
dera de la virulencia del agente utilizado, la presion de la plaga
sobre en el cultivo y las condiciones del medioambiente. Asi,
las pulverizaciones pueden realizarse en intervalos que van de
los 3-5 dias hasta los 14 dias 0 mas, dependiendo del nivel de
incidencia de la plaga.

Otra caracteristica ventajosa de los baculovirus, en relacién
con su aplicacidn, es su compatibilidad con otros plaguicidas
como insecticidas, fungicidas y reguladores de crecimiento
o abonos foliares, siempre que el pH de estos se mantenga

en valores cercanos a la neutralidad (Boletines de informa-
cién técnica Littovir®, Tutavir®, Loopex®, Helicovex® y VPN
Ultra®, 2020). Esto permite el empleo de los baculovirus en
forma simultanea con otro tipo de productos utilizacion de co-
mun en sistemas horticolas.

En relacion con la eficacia de control de los productos co-
merciales a base de baculovirus, se puede mencionar que esta
depende de la concentracion del virus empleada, el cultivo, las
condiciones ambientales y la plaga. Por ejemplo, bioinsecti-
cidas baculovirales utilizados para el control del lepidéptero
Spodoptera exigua tienen una eficacia de control con valores
cercanos a un 80% cuando es aplicado sobre el cultivo de
lechuga, y de un 100% cuando es empleado para controlar a
esta plaga en el cultivo morrén (Lasa et al., 2007; Boletin de
informacion técnico Spexit®, 2020) (figura 3). Los productos
comerciales disponibles en la actualidad permiten porcentajes
de control de las plagas blancos que oscilan entre un 70% y
100%, dependiendo de las condiciones citadas anteriormente.

La utilizacion de estos productos, ya sea a campo o en in-
vernaculo, se asocia generalmente a una produccién de tipo
organica que, si bien eleva los costos de mantenimiento del
cultivo, también aumenta el valor de comercializacion cuando
se compara con la produccion horticola tradicional que em-
plea insecticidas quimicos.

Uso regional de baculovirus en horticultura

La horticultura se diferencia de otro tipo de agricultura por em-
plear una amplia diversidad de técnicas especializadas segun el
cultivo y, principalmente, por la pequefia escala de las tareas y la
superficie en que se desarrolla (Leguizamén, 2018). Esto tltimo
representa una ventaja para la utilizacion de agentes baculovi-
rales en el control de plagas presentes en cultivos horticolas. Si
bien la utilizacién de estos agentes de biocontrol es incipiente
a nivel regional, existen numerosos ejemplos de su aplicacion
exitosa para el control de plagas claves en horticultura.

Desde México hasta en paises sudamericanos como Colom-
bia, Ecuador, Per, Bolivia y Brasil se emplean baculovirus capa-
ces de generar un control efectivo sobre plagas claves encon-
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Figura 3. Eficacia de baculovirus. Principales insectos plagas encontrados en cultivos horticolas y porcentajes de control alcanzados
mediante el uso de formulaciones comerciales a base de baculovirus. (Fuente: Lasa et al.,2007; Valicente y Costa, 1995, Arrizubieta et
al., 2015; boletines de informacién técnica de productos Littovir®, Tutavir®, Loopex® y Helicovex®).

Utilizacién regional de baculovirus en el control de plagas horticolas 357



ECUADOR

PERU

BOLIVIA

Figura 4. Uso regional de baculovirus. Paises latinoamericanos y
cultivos horticolas en los cuales son empleados bioinsecticidas a
base de baculovirus para el control de plagas claves.

tradas en cultivos como morréon, tomate, lechuga, maiz dulce,
mandioca, berenjenas y papa (Haase et al., 2015) (figura 4).

En Latinoamérica, un total de 8 baculovirus diferentes son
empleados en formulaciones comerciales para controlar 20
plagas claves en cultivos horticolas (tabla 1). Estos bioinsec-
ticidas pueden ser utilizados en combinacién con insecticidas
quimicos (Dader et al., 2020), otro tipo de agentes de control
microbianos como la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) (Han et
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al., 2015), u hongos entomopatégenos como Beauveria bassia-
na o Metarhizium anisopliae (Pauli et al., 2018). Estos ultimos,
ampliamente utilizados para el control de hormigas y chinches,
entre otros artrépodos perjudiciales (Mascarin et al., 2019).

A nivel mundial existe un incremento sostenido en la produc-
cion y uso de bioinsecticidas (Glare et al., 2016). En esta déca-
da, la utilizacion de esta clase de bioinsumos registré un incre-
mento anual del 15% a nivel global (Pelaez y Mizukawa, 2017).
Los virus entomopatégenos, hasta el momento solo represen-
tan el 5% del mercado de comercializacion mundial (Mishra et
al., 2015). En Latinoamérica, el mercado se concentra principal-
mente en el uso de los bioplaguicidas microbianos a base de B.
thurigensis (Bt) y de hongos (micoplaguicidas), con un valor de
41% y 49%, respectivamente (Bautista et al., 2018). El porcenta-
je de comercializacion de los baculovirus es similar al estima-
do a nivel global (Mishra et al., 2015), aunque no existen datos
precisos que indiquen el uso de estos en sistemas horticolas.

Aislamientos locales de baculovirus con elevada
patogenicidad en plagas presentes en horticultura

En Argentina, se realizaron diferentes aislamientos baculo-
virales con elevada capacidad insecticida sobre sus hospeda-
dores y, por lo tanto, con potencial para ser utilizados como
bioinsecticidas. Entre estos, se pueden mencionar los aisla-
mientos obtenidos del lepidoptero S. frugiperda denominados
como SfMNPV y SfGV, los cuales fueron caracterizados a ni-
vel bioldgico y molecular (Berretta et al., 1998; Ferrelli et al.,
2018; Pidre et al., 2019; Niz et al., 2020). Estudios preliminares
muestran que la combinacién en mezclas del virus SFTMNPV
con el virus de la granulosis SfGV produce una elevada y rapi-
da mortalidad en larvas de S. frugiperda (Cuartas-Otalora et al.,
2019). Asi, esta mezcla con ambos agentes virales evidencia
ser un potente bioinsecticida, el cual podria ser utilizado en el
control de esta plaga polifaga con una elevada presencia en
los principales cultivos horticolas.

Recientemente, se aislé de la oruga Helicoverpa geloto-
poeon, un baculovirus altamente patogénico, el cual fue deno-
minado HearSnPV (Ferrelli et al., 2016). Los ensayos realiza-
dos en H. gelotopoeon demostraron que la administracién oral
de poliedros de HearSNP es capaz de producir una mortalidad

Insecto plaga

Agente de control baculoviral

Cultivo

Trichoplusia ni, Pseudoplusia
includens, Heliotis virescens,

Autographa californica MNPV +

Lechuga, pepino, tomate, batata,

Estigmene acrea, Sopodoptera spp. Spodoptera albula NPV repollo y pimiento
y Plutella xylostella
Erinnyis ello Erinnyis ello GV Mandioca

Heliothis y Helicoverpa spp.

Helicoverpa zea SNPV y Helicoverpa armigera
NPV

Tomate, maiz y pimiento

Phthorimaea operculella, Tecia
solanivora, Symmetrischema
tangolias y Tuta absoluta

Phthorimaea operculella GV

Tomate y papa

Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda MNPV

Tomate, papa, berenjena y pimiento

Sopdoptera exigua

Sopdoptera exigua NPV

Tomate, berenjena, cebolla,
pimiento y sandia

Tabla 1. Baculovirus incluidos en formulaciones comerciales en Latinoamérica para el control de plagas presentes en cultivos hortico-
las. (Fuente: Hasse et al.,2015. Boletines técnicos de Littovir®, Tutavir®, Loopex®, Helicovex® y VPN-ULTRA®).
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del 91% en larvas infectadas. Los resultados obtenidos hasta
el momento indican que el aislamiento es un buen candidato
viral para ser utilizado como bioinsecticida en el control de
orugas bolilleras presentes en cultivos horticolas como maiz
dulce, tomates, morrén y lechuga entre otros.

Dos aislamientos nativos a partir del lepidéptero Rachiplusia
nu se estan caracterizando y evaluando bajo condiciones de
laboratorio. Uno de ellos es un baculovirus clasificado como
RanuMNPV, que podria considerarse una variante de Auto-
grapha californica MNPV, el cual presenta un amplio rango de
hospedadores diferente (Rodriguez et al., 2012.). El otro ais-
lamiento denominado RanuSNPV parece ser un virus ain no
descrito en la literatura, pero con alto potencial como bioin-
secticida (Jakubowicz et al., 2019). Estos aislamientos po-
drian emplearse en el control de este lepidoptero, el cual cau-
sa importantes dafios mediante defoliacién en cultivos como
arveja, papa, tomate, poroto, zapallo y espinaca, en los cuales
produce importantes dafios mediante defoliacion.

CONCLUSIONES

Los baculovirus demuestran ser agentes ideales en el biocon-
trol de plagas de interés agronémico. Su utilizacién como insec-
ticidas bioldgicos es impulsada debido a su elevada patogeni-
cidad, su especificidad sobre el insecto blanco, su persistencia
en el ambiente y otras caracteristicas como su facil aplicacion
en los cultivos. También, se puede destacar su prolongada via-
bilidad ante diversas condiciones de almacenamiento.

Los productos comerciales que se utilizan a nivel regional
demuestran ser altamente eficientes en el control de plagas
presentes en cultivos horticolas. Estos insumos, dependiendo
del nimero de agentes virales contenidos en el formulado de
comercializacién, pueden tener una o varias plagas como es-
pecie blanco. La posibilidad de combinar en una formulacion
mas de un agente viral es una opcién que permite ampliar su
espectro insecticida. En este aspecto, también esta demostra-
da la compatibilidad de uso de los baculovirus con otros bioin-
secticidas a base de bacterias u hongos entomopatégenos.

Si bien el comercio regional de los baculovirus es relativa-
mente bajo en comparacion con otros tipos de bioinsumos
aplicados al control de plagas, los datos actuales indican
un aumento sostenido de su utilizacién en los ultimos afios.
Aunque no hay datos precisos sobre el &mbito en el cual son
empleados estos bioinsecticidas, los sistemas horticolas pre-
sentan caracteristicas ideales para su aplicacién.

Las economias locales y regionales, centradas basicamente
en la produccién de alimentos frescos para consumo interno
y exportacién, son mercados propicios y aln poco explota-
dos para la introduccién de bioinsumos como los baculovi-
rus. Ante este escenario, se hace necesaria la difusion de las
caracteristicas de estos insumos entre los productores del
sector, asi como la implementaciéon de medidas comerciales
y regulatorias que alienten su comercializacién y empleo. Esto
ultimo, podria acelerar la incorporacion de estos bioinsectici-
das, como herramientas de proteccion vegetal de bajo impac-
to, en los sectores de produccion horticola de la region.
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RESUMEN

La avena negra (Avena fatua L.) es una de las malezas mas frecuentes de los cereales de invierno en Argentina.
Su control se realiza mayoritariamente mediante la aplicacién de herbicidas inhibidores de ACCasa y ALS. La efi-
cacia de estos herbicidas se evalia principalmente mediante el control visual y la supervivencia, sin considerar
otros procesos demograficos tal como la fecundidad. Entre 2012 y 2015 se realizaron siete experimentos en la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires. El objetivo fue estudiar el efecto de tres inhibidores
de la ALS (pyroxsulam, iodosulfuron + mesosulfuron, imazamox) y dos inhibidores de la ACCasa (fenoxaprop y
pinoxaden) sobre la supervivencia, crecimiento y fecundidad de individuos de avena negra. Ademas, se estudié
el efecto del origen de la poblacién (con o sin aplicacién previa de herbicidas). Cada herbicida se aplicé en cinco
dosis (0x, 0,25x, 0,5x, 1x, 1,5x), siendo x la dosis recomendada en marbete. Se evalué la supervivencia a los 30 y 60
dias después del tratamiento y la biomasa individual a los 30 dias después del tratamiento y en madurez. La fecun-
didad se evalué cosechando las semillas de las plantas sobrevivientes. A los 30 dias de aplicados los herbicidas,
a la dosis de uso recomendada, pinoxadén mostré menor supervivencia que los otros herbicidas. lodosulfuron +
mesosulfuron e imazamox a la dosis recomendada fueron mas efectivos que pyroxsulam y fenoxaprop. A 60 dias
después del tratamiento no hubo diferencias entre pinoxaden, iodosulfuron + mesosulfuron e imazamox a la dosis
recomendada y fueron mas efectivos que fenoxaprop y pyroxsulam. Los individuos que sobrevivieron produjeron
menor biomasa que los no tratados. En promedio los individuos con o sin aplicacion de herbicidas produjeron 31
semillas por gramo de biomasa individual.

Palabras clave: ACcasa, ALS, malezas gramineas, malezas en trigo.

ABSTRACT

Wild oat (Avena fatua L.) is one of the most frequent weeds of winter cereals in Argentina. Its control is carried out
mainly with the application of ACCase and ALS inhibitor herbicides. The efficacy of these herbicides is evaluated by
visual control and survival, without considering other demographic processes such as fecundity. Between 2012 and
2015, seven experiments were carried out at the Faculty of Agronomy of the University of Buenos Aires. The objective
was to study the effect of three ALS inhibitors (pyroxsulam, iodosulfuron + mesosufuron, imazamox) and two ACCase
inhibitors (fenoxaprop and pinoxaden) on the survival, growth and fecundity of wild oat individuals. In addition, the
effect of the origin of the population (with or without previous application of herbicides) was studied. Each herbicide
was applied at five rates (0x, 0.25x, 0.5x, 1x, 1.5x), being x the recommended rate on the label. Survival at 30 and 60
days after treatment and individual biomass at 30 days after treatment and at maturity were evaluated. Fecundity was
evaluated by harvesting the seeds of the surviving plants. Thirty days after the herbicides application, at the recom-
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mended rate, pinoxadén showed lower survival than the other herbicides. lodosulfuron + mesosulfuron and imazamox
at the recommended rate were more effective than pyroxsulam and fenoxaprop. At 60 days after treatment there were
no differences between pinoxaden, iodosulfuron + mesosulfuron and imazamox at the recommended rate and were
more effective than fenoxaprop and pyroxsulam. The survivors individuals produced less biomass than the untreated
ones. On average, individuals with or without herbicide application produced 31 seeds per gram of individual biomass.

Keywords: ACcase, ALS, grass weeds, weeds on wheat.

INTRODUCCION

La avena negra (Avena fatua L.) es una de las especies de ma-
leza mas frecuente en los cultivos de trigo (Triticum aestivum
L) y cebada (Hordeum vulgare L.) en todo el mundo (Holm et
al., 1977; Simpson, 1990). En Argentina, avena negra y raigras
(Lolium multiflorum Lam.) son las malezas poaceas mas im-
portantes en los cultivos de trigo y cebada por su distribucién
regional, las pérdidas de rendimiento causadas en los cultivos,
el costo de su control y la contaminacién del grano cosecha-
do. Gigon et al. (2009) registraron presencia de avena negra en
45% de los lotes del sudoeste bonaerense en los primeros es-
tadios del cultivo. Scursoni et al. (2014) reportaron presencia
de avena negra en el 56% de los cultivos de trigo en estado de
macollaje, en el sudeste de Buenos Aires, representando un in-
cremento de 24% respecto a relevamientos realizados por Ca-
tullo et al. (1983). Asimismo, Martin (2017) registré presencia
de avena negra en el 61% de los lotes de trigo en precosecha,
indicando una alta persistencia de la maleza durante el ciclo
del cultivo. Respecto al efecto sobre el rendimiento, Strimmer
et al. (1990) registraron incrementos de rendimiento en trigo
de 30% en promedio, con controles de la maleza superiores a
90%. Scursoni y Satorre (2005) documentaron pérdidas de ren-
dimiento cercanas a 30% en cebada, con 70 plantas de avena
negra/m?y 160 plantas/m? del cultivo. Asimismo, Scursoni et
al. (2011) registraron disminucion de rendimiento del 20% en
cultivos de trigo con densidades de avena negra de 100 plan-
tas/m2. Ademas de las pérdidas de rendimiento, la presencia
de avena negra redujo tanto la eficiencia de la cosecha como
la calidad del grano cosechado, debido a la contaminacién con
semillas de malezas (Tourn et al., 2019).

Desde comienzo de la década de 1970, la aparicién en el
mercado de los herbicidas selectivos para control de avena
negra tales como diclofop-metil y difenzoquat permitié redu-
cir los dafios causados en cultivos de trigo. Sin embargo, pese
alaincorporacién de nuevos y mas eficaces ingredientes acti-
vos tales como como inhibidores de ALS e inhibidores de AC-
Casa, la presencia de avena negra en los lotes contintia siendo
elevada (Gigon et al., 2009; Vigna et al., 2013). Los inhibidores
de ALS son mas frecuentemente utilizados debido a la posi-
bilidad de controlar tanto las malezas anuales de hoja ancha
como las gramineas en una sola aplicacién. Si bien en Argen-
tina no hay registro de casos de resistencia a inhibidores de
la ALS en avena negra, se registran 19 casos en el mundo, in-
cluyendo los casos de resistencia multiple. En cuanto a los in-
hibidores de la ACCasa, se registraron 38 casos en el mundo,
también incluyendo los casos de resistencia miltiple (Heap,
2020). En nuestro pais, Vigna et al. (2011) registraron resisten-

cia a clodinafop-propargil, diclofop-metil, fenoxaprop-P-etil en
poblaciones de avena negra del sudoeste de la provincia de
Buenos Aires (Heap, 2020). En los ultimos afios, ante el avan-
ce de la resistencia a herbicidas inhibidores de ALS y ACCasa,
principalmente en raigrds, comenz¢ a difundirse el uso de her-
bicidas con otros modos de accion tales como inhibidores de
PPO (flumioxazin) e inhibidores de acidos grasos de cadena
muy larga (pyroxsasulfone), aplicados en preemergencia de
la maleza. No obstante, segun el nivel de abundancia de la
maleza, la aplicacion de estos herbicidas debe complemen-
tarse con herbicidas posemergentes selectivos. Experimentos
realizados por Gigon et al. (2014) mostraron niveles de control
de 50% a mas de 90% cuando se aplicé solo flumioxazin en-
premergencia y cuando se agreg6 la aplicacién de pinoxadén
o iodosulfurén+mesosulfuron en posemergencia.

La mayor cantidad de los experimentos realizados para eva-
luar la eficacia de los herbicidas se centran en el analisis del
control visual y en menor medida en la cuantificacién del cre-
cimiento y la supervivencia de las malezas. Pocos estudios se
han focalizado en evaluar la fecundidad de las plantas sobre-
vivientes a los distintos tratamientos, lo cual resulta necesario
para estimar la evolucién de la poblacion. En el presente estu-
dio se evalué el efecto de tres herbicidas inhibidores de la ALS
(iodosulfuron + mesosulfuron, pyroxsulam e imazamox) y dos
inhibidores de la ACCasa (pinoxaden y fenoxaprop p-etil) so-
bre la supervivencia, crecimiento y fecundidad de individuos
de avena negra procedentes de areas cultivadas (con aplica-
cion de herbicidas) y no cultivadas (sin presién de seleccion
con herbicidas).

MATERIALES Y METODOS
Sitio y disefio experimental

Durante el periodo 2012-2015 se realizaron siete experimen-
tos en el campo experimental de la Facultad de Agronomia
(UBA) 34° 35’ S, 58° 29’ 0. Se incluyeron plantas obtenidas
de semillas cosechadas en lugares no cultivados donde no
hubo aplicacién previa de herbicidas y en lotes de produccién
con historial de aplicacion de herbicidas. Los tratamientos
consistieron en la aplicacion de herbicidas inhibidores de ALS
iodosulfuron + mesosulfuron, pyroxsulam e imazamox, y los
inhibidores de ACCasa fenoxaprop p etilo y pinoxaden (tabla 1).
Cada herbicida se aplicé en cuatro dosis (0,25x, 0,5x, 1x y
1,5x), siendo x la dosis comercial recomendada. También se
incluyd un tratamiento control (0 x). Las dosis recomendadas
expresadas en producto formulado de los herbicidas fueron:
400 cc/ha + 6,7 g/ha (Pyroxsulam 4,5% + metsulfuron metil
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60%), 100 g/ha imazamox (70%), 160 cc/ha (5% de iododul-
furon-metil-sodio + 0,75 de mesosulfuron-metil), 800 cc/ha
(fenoxaprop p etilo 6,9% + mefenpir dietil 7,5%) y 600 cc/ha
(pinoxaden 5% + cloquintocet mexil 1,25%). Cada tratamien-
to (herbicida x dosis) se replicé cinco veces. Cada repeticion
(unidad experimental) consistié de una maceta que contenia
cuatro plantas. Las macetas se llenaron con una mezcla de
tierra fértil, turba y arena y se fertilizaron con un equivalente
a 100 kg/ha de fosfato de diamonio y 120 kg/ha de urea. Los
herbicidas se aplicaron cuando las plantulas se encontraban
en la etapa 13 Z (Zadoks et al., 1974) mediante mochila pul-
verizadora presurizada de CO, en un volumen de 140 L/ha.
Durante el experimento se aseguré un adecuado suministro
de agua para el buen crecimiento de las plantas y se monito-
rearon periédicamente para prevenir la presencia de plagas y
enfermedades. Todos los experimentos se realizaron en dise-
fo factorial de 4 factores: la poblacion de avena negra (con o
sin aplicacidon previa de herbicidas), los herbicidas y la dosis
aplicada.

Respuesta a herbicidas

La respuesta a los herbicidas se evalu6 mediante la cuanti-
ficacion de supervivencia (%), peso seco individual (g/indivi-
duo) y fecundidad (semillas/individuo). También se estudié la
relacién entre fecundidad y peso seco individual. La supervi-
vencia se definié como la cantidad de plantulas vivas respec-
to al total presente en cada maceta y se evalué 30 y 60 dias
después de la aplicacién de herbicidas. La biomasa individual
se evalud a los 30 dias después de la aplicacién de herbicidas
y en la madurez. La fecundidad se cuantificé en cada plan-
ta recolectando las semillas antes del desprendimiento de la
planta madre.

Andlisis estadistico

El andlisis de los datos se realizé mediante el programa In-
fostat® (Di Rienzo et al., 2008). Todos los experimentos fueron
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sometidos a un solo ANOVA de acuerdo a un diseiio factorial,
considerando el efecto de las poblaciones, herbicidas, dosis y
sus interacciones. Los valores de supervivencia (%) se trans-
formaron en (arcoseno vx). Cuando el valor F fue significativo
(P<0,05), se utilizo la prueba LSD corregida por Fisher para la
comparacioén entre medias. Ademas, se evalué el efecto del
momento de realizacion del experimento.

RESULTADOS

Supervivencia 30 y 60 dias después de aplicados los
tratamientos herbicidas (DDA)

El andlisis de supervivencia no mostré efecto significativo
(P>0,05) del origen de la poblacién (con y sin aplicacién pre-
via de herbicidas). Sin embargo, se registrd interaccion signi-
ficativa herbicida x dosis (P<0,05). A los 30 dias, pinoxadén
aplicado a la dosis recomendada (30 g.i.a./ha) y maxima (90
g.i.a./ha) mostré6 menor supervivencia que los otros herbici-
das aplicados a la dosis recomendada y a la maxima. A su
vez, lodosulfuron+mesosulfuron e imazamox fueron mas
efectivos que pyroxsulam y fenoxaprop (tabla 2). La reduccion
de la dosis (0,5x) incremento la supervivencia con pinoxaden
e iodosulfuron+mesosulfurén respecto a la registrada con la
dosis recomendada (datos no presentados).

A los 60 DDA, fenoxaprop y pyroxsulam aplicado a la dosis
recomendada fueron los menos eficaces en términos de su-
pervivencia. Sin embargo, mostraron respuesta favorable al
incrementar la dosis (tabla 2).

Peso seco individual

Del mismo modo que fue registrado para la supervivencia,
no se registré efecto significativo (P<0,05) del origen de la
poblacién. El peso seco individual a 30 DDA a las dosis reco-
mendada y maxima no fue significativamente (P>0,05) dife-

EXP 1 EXP 2 EXP 3 EXP 4 EXP 5 EXP 6 EXP7
Imazamox Imazmox Pyroxsulam Imazamox Imazamox Imazamox Imazamox
lodosulfuron+ Pyroxsulam lodosulfuron+ lodosulfuron Pyroxsulam Pytoxsulam Pyroxsulam
Mesosulfuron Mesosulfuron
) . lodosulfuron+
Pinoxaden Fenoxaprop Fenoxaprop Pinoxaden Mesosulfuron
Tabla 1. Herbicidas utilizados en los diferentes experimentos realizados durante 2011y 2015.
. lodosulfuron+
Pinoxaden Fenoxaprop Imazamox Pyroxsulam
Mesosulfuron
Dosis 1x 1.5x 1x 1.5x 1x 1.5x 1x 1.5x 1x 1.5x
30 dat 9a 9a 73c 83cd 35b 51b 46b 55b 97d 85cd
60 dat 3a 4a 20b 5a 13a 6a 9a 4a 22b 7a

Tabla 2. Supervivencia (%) para individuos de avena negra 30 y 60 DDA por cada herbicida aplicado a la dosis recomendada (x) y méaxima (1.5x)".
Las diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05, LSD corregido por Fisher) entre tratamientos en cada fila.
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rente entre los tratamientos herbicidas (tabla 3). En el prome-
dio de los tratamientos herbicidas a la dosis x, el peso seco
individual fue de 0,12 g/planta, representando una reduccion
del 90% con respecto al peso seco individual de las plantas
sin tratar (1,23 g/planta). En madurez, la respuesta mostr6 la
misma tendencia que a los 30 DDA. En promedio, el peso seco
individual fue de 0,48 g/planta y 2,83 g/planta en individuos con
aplicacién de herbicidas a la dosis recomendada y en plantas no
tratadas, respectivamente, representando un 83% de reduccién.
Para cada dosis, en el promedio de los herbicidas, la biomasa (g)
individual fue 2,83, 2,74, 1,69, 0,48 y 0,15 con la dosis 0x, 0,25,
0,5x, 1x y 1,5x, respectivamente, sin registrarse diferencias entre
las plantas no tratadas y las tratadas con la dosis minima.

Fecundidad

Del mismo modo que con las variables anteriores no se re-
gistré efecto del origen de la poblacién. Se registré interac-
cion significativa herbicida x dosis (P<0,05). La fecundidad de
las plantas sin tratamiento fue en promedio de 108 semillas/
planta y fue mayor que la fecundidad de las plantas sobre-
vivientes a los tratamientos con la dosis recomendada en el
promedio de los herbicidas (35,6 semillas/planta). Los indi-
viduos tratados con fenoxaprop y pyroxsulam a la dosis reco-
mendada produjeron 80 y 65 semillas, respectivamente y fue
significativamente mayor que la fecundidad de los individuos
sobrevivientes a los demas tratamientos.

Cuando la fecundidad se relacioné con el peso seco indivi-
dual se produjeron 31 semillas por gramo en plantas sin tratar,
independientemente de la poblacién. Similar relacion se es-
tablecio para los individuos que sobrevivieron al tratamiento
con herbicidas (figuras 1y 2). Ademas, la relacién fecundidad
vs. biomasa individual no fue diferente entre herbicidas.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La historia de las poblaciones en cuanto a la presién de apli-
cacion de herbicidas no incidié en ninguna de las variables
estudiadas. Sin embargo, en estudios realizados entre pobla-
ciones resistentes y susceptibles a herbicidas de diferentes
especies, se han registrado diferencias en distintos procesos
demogréficos, evidenciando un costo adaptativo asociado a la
resistencia a herbicidas (Vila Aiub et al., 2009). En el presente
estudio no se identificaron poblaciones resistentes, en con-
secuencia, los efectos registrados se asocian a los diferentes
tratamientos herbicidas, independientemente de la poblacion.

Los resultados de eficacia evaluados mediante la supervi-
vencia (%) fueron consistentes entre los registros realizados
a 30 y 60 DDA (tabla 2), sugiriendo que los herbicidas difie-
ren no solo en eficacia, sino también en la tasa de eficacia
(velocidad de accidn). Considerando las aplicaciones a la
dosis recomendada, pinoxadén actué mds rdpidamente que
los demas tratamientos, siendo el que mostré menor supervi-
vencia a los treinta dias de la aplicacion. Resultados similares
fueron registrados por Scursoni et al. (2011) en aplicaciones
realizadas a campo, mostrando mayor eficacia de pinoxadén
respecto a fenoxaprop e iodosulfuron. La mayor velocidad de
accion de pinoxadén podria constituir una ventaja en tanto tal
caracteristica afecte la habilidad competitiva de la maleza. No
obstante, no se dispone de suficiente informacion publicada
que pruebe dicha hipétesis.

La aplicacion de herbicidas redujo la biomasa de individuos
sobrevivientes a los tratamientos, respecto a los individuos
no tratados, sin observarse diferencias entre herbicidas a la
dosis recomendada. Este resultado coincide con lo registrado
por Scursoni et al. (1999) y Harker et al. (2009), en estudios
realizados a campo y con presencia de cultivo. Es decir que el
efecto herbicida no solo se observa a nivel de supervivencia
de individuos, sino también en el crecimiento de estos. Inte-
resantemente, los individuos tratados con fenoxaprop e iodo-
sulfuron + mesosulfuron (tabla 3) mostraron incremento en la
biomasa cuando la dosis se redujo al 50% de la recomendada.
Para estos casos, se infiere que la reduccién de la dosis ge-
nerard no solo mayor efecto competitivo de la maleza, sino
también mayor produccién de semillas, destacando la impor-
tancia de no emplear menores dosis o, lo que es lo mismo,
no aplicar con estado de crecimiento mayor al recomendado.

Los efectos de la reduccion de dosis en los procesos demo-
graficos se relacionan con otras practicas agronémicas apli-
cadas al cultivo. Harker et al. (2009) estudiaron el efecto de la
dosis de herbicidas en la supervivencia, crecimiento y fecundi-
dad de avena negra, bajo diferentes densidades de siembra 'y
con cultivares de diferente habilidad competitiva, registrando
efectos significativamente diferentes de la reduccion de dosis
cuando se incrementaba la densidad de siembra. Se utilizaban
cultivares mas competitivos o se practicaban rotaciones vs.
monocultivo. Interesantemente, cuando los herbicidas se apli-
caron a la dosis recomendada, también se registraron diferen-
cias entre distintos cultivares y rotaciones. Estos estudios des-
tacan la relevancia de integrar practicas agronémicas con la
aplicacién de herbicidas a los fines de incrementar la eficacia
de estos y disminuir el ingreso de semillas al banco del suelo.

Dosis Pinoxaden Fenxaprop lodosulfuron+mesosulfuron Imazamox Pyroxsulam
g 9 9 ) 9
0x 1,2f 1,34f 1,37ff 1,1f 1,06f
0,25x 0,21b 1,3f 1,34f 0,25bc 0,15ab
0,5x 0,17ab 0,37cd 0,85e 0,14ab 0,14ab
1x 0,09ab 0,10ab 0,19ab 0,11ab 0,11ab
1,5x 0,07a 0,1ab 0,16ab 0,1ab 0,08ab

Tabla 3. Peso seco individual (g) para individuos de avena negra 30 DDA por cada herbicida, aplicado a las diferentes dosis’.
'Las diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05, LSD corregido por Fisher) entre tratamientos.
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Considerando los efectos en la fecundidad, la aplicacién
de herbicidas redujo la fecundidad de los individuos sobrevi-
vientes respecto a los individuos no tratados. El nimero de
semillas/individuo fue menor en los tratados con pinoxaden,
iodosulfuron + mesosulfuron e imazamox que en los trata-
mientos con fenoxaprop y pyroxsulam. Esto representa una
ventaja demografica de la aplicacién de herbicidas, en tanto
disminuye la cantidad de semillas que ingresaran al banco del
suelo. La reduccién de la fecundidad en los individuos tratados
con herbicidas esta relacionada con la reduccién en bioma-
sa individual mas que a cambios en la eficacia reproductiva
(semillas/g) (figuras 1y 2). Scursoni et al. (2011) registraron
una relacién de 40 semillas/g peso seco, en experimentos rea-
lizados en condiciones de campo y con presencia de cultivo.

Los resultados obtenidos proveen informacién de los efectos
herbicidas, mas alla de la observacion visual de control. De
este modo es posible fundamentar la eleccién de un herbicida
por los efectos demograficos producidos en la maleza, apor-
tando informacion que colabore con la sustentabilidad de una
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practica masivamente adoptada tal como es la aplicacién de
herbicidas en diferentes sistemas de produccién.
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RESUMEN

Epicauta atomaria (Meloinae: Epicautini) es un meloideo que pertenece al grupo de especies Epicauta maculata.
Es nativo de América del Sur con un rango de distribucion muy amplio que va desde los 15° N, en el centro de Brasil
(Mato Grosso y Bahia) hasta los 40° S en la provincia de Rio Negro (Argentina). A los adultos de E. atomaria se
los reconoce principalmente por su patron de coloracion: tegumento negro, revestimiento gris interrumpido por
maculas glabras. A pesar de la informacidn recopilada para este insecto, el conocimiento sobre sus plantas hués-
pedes, su importancia econémica y comportamiento de oviposicién es muy fragmentado y se basa generalmente
en observaciones aisladas. Es por ello que los objetivos del presente trabajo fueron aportar informacion sobre su
ecologia, contribuyendo con nuevos datos de distribuciéon para América del Sur; confeccionar un listado completo
de plantas cultivadas y silvestres asociadas, aportando nuevos registros; y describir e ilustrar por primera vez tanto
el comportamiento de oviposicion como los diferentes estados inmaduros. Como resultado, por un lado, hemos
podido observar que E. atomaria presenta actividad diurna y se lo encuentra preferentemente sobre sus plantas
huéspedes. Del total de plantas registradas, las familias mas importantes fueron Amaranthaceae y Solanaceae, y
en menor medida Fabaceae. Por otro lado, observamos que las hembras colocan sus huevos en cavidades en el
suelo, en masas compactas que se van tornando mas oscuras conforme van madurando. El desarrollo larvario de
E. atomaria incluyé fases morfoldgica y biolégicamente distintas como se identificé para otros meloideos. Este
estudio pone en relevancia que E. atomaria se encuentra presente en los sistemas agricolas por lo que se hace
necesario intensificar las investigaciones sobre la incidencia de este insecto en los diferentes cultivos de interés
alimenticio y su posible manejo agroecoldgico. De igual forma se deberia ampliar el estudio sobre plantas silves-
tres asociadas en virtud de que pudieran considerarse como recursos alternativos primarios por parte de estos
insectos y su importancia en ser mantenidos o preservados en las inmediaciones de los cultivos agricolas.

Palabras clave: bionémico, cultivos horticolas, oviposicion, falso bicho moro.

ABSTRACT

Epicauta atomaria (Meloinae: Epicautini) is a meloid that belongs to the Epicauta maculata species group. It is
native to South America with a very wide distribution range that goes from 15° N, in central Brazil (Mato Grosso and
Bahia), to 40° S, in the province of Rio Negro (Argentina). Epicauta atomaria is recognized mainly by its coloring pat-
tern: black integument, gray pubescent interrupted by glabrous macules. Despite the information collected for this in-
sect, knowledge about its host plants, their economic importance, and oviposition behavior is highly fragmented and
is generally based on isolated observations. The principal objectives of this work were: to provide information on its
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ecology, contributing with new distribution data for South America, make a complete list of associated cultivated and
wild plants, providing new records, and describe and illustrate, for the first time, both the oviposition behavior and the
different immature stages. As a result, we observed that E. atomaria has diurnal activity and is found preferentially on
its host plants. Of the total number of plants registered, the most important families were Amaranthaceae and Sola-
naceae, and to a lesser extent Fabaceae. On the other hand, it was observed that the females lay their eggs in cavities
in the ground, in compact masses that become darker as they mature. The larval development of E. atomaria included
morphologically and biologically distinct phases, as was identified for other meloids. This study highlights the fact
that E. atomaria is present in agricultural systems, therefore it is necessary to intensify research on the incidence of
this insect in different crops of food interest and its possible agroecological management. Similarly, the study on as-
sociated wild plants should be expanded because they could be considered as primary alternative resources by these

insects and their importance in being maintained or preserved in the vicinity of agricultural crops.
Keywords: bionomics, horticultural crops, oviposition, false bicho moro.

INTRODUCCION

El género Epicauta Dejean, 1834, es uno de los clados mas
diversos de la familia Meloidae (Coleoptera). Esta diversifica-
cion alcanza su maximo en el continente americano, donde
se encuentra aproximadamente el 75% de las 361 especies
conocidas (Pinto, 1991). A pesar de esta enorme diversifica-
cién, en la actualidad solo se reconocen 2 subgéneros: Ma-
crobasis LeConte, 1862, restringido a la mitad septentrional
de América, con unas pocas especies en América meridional,
y el subgénero nominotipico (Epicauta) que se extiende a lo
largo del continente americano (Pinto, 1991; Pinto y Bolog-
na, 1999). Dentro del subgénero Epicauta la separacion entre
América del Sur y del Norte es bien marcada, ya que solo po-
seen en comun taxones de cuatro grupos de especies: el gru-
po de Epicauta carmelita, predominantemente sudamericano
que penetra con dos especies hasta el sur de México, el grupo
de Epicauta caustica, también sudamericano, representado
por una especie en Panam4, y los grupos de Epicauta vittata
y Epicauta maculata, ambos bien representados desde la Ar-
gentina hasta Canada (Adams y Selander, 1979; Pinto, 1991;
Campos-Soldini y Roig-Juiient, 2011, 2015). Como al resto de
los integrantes de la familia, a Epicauta se lo conoce por sus
nombres vernaculos “escarabajos vesicantes” o “cantaridas”
debido a la presencia de cantaridina en su cuerpo. Este ter-
penoide ha llamado la atencion desde la antigiiedad, y desde
entonces se utilizan por su interés farmacoldgico (Selander,
1964; Bologna, 1991); ademas es objeto de atencion veteri-
naria por su toxicidad al ganado (Schoeb y Panciera, 1978;
Capinera et al., 1985).

Los estudios bionédmicos se han realizado en su gran mayoria
para aquellas epicautas norteamericanas en donde se presen-
tan datos sobre su distribucién, importancia econémica, ciclo
de vida, comportamiento de cortejo, cépula y de oviposicién
(Selander y Mathieu 1969; Adams y Selander, 1979; Selander,
1981; Pinto, 1980, 1991). El subgénero Epicauta se distribuye
principalmente en zonas aridas y semidridas, preferentemente
en aquellas regiones que han sido intervenidas por el hombre,
siendo mucho mas abundantes sobre los caminos adyacentes
a los cultivos (Pinto, 1991). Sus primeras apariciones se han
observado durante la época de verano (Pinto, 1980, 1991). Pre-

sentan una actividad diurna, aumentando su dinamismo cuan-
do las temperaturas comienzan a ser mas elevadas (Selander,
1980; Pinto, 1991). Los adultos son fitéfagos alimentandose de
hojas y flores de diversas especies de familias de Amarantha-
ceae, Chenopodioideae, Fabaceae y Solanaceae. Debido a sus
habitos fitéfagos y a una marcada voracidad muchas de ellas
se han convertido en importantes plagas de cultivos de alfalfa
(Medicago sativa L.), remolacha (Beta vulgaris L.), papa ( Sola-
num tuberosum L.) y otras solanaceas como el tomate (Sola-
num lycopersicum L.), pimiento (Capsicum annuum L.), beren-
jena (Solanum melongena L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.).
Ademas, también han sido reportadas alimentandose sobre la
soja forrajera (Neonotonia wightii (Wight & Arn.) J.A. Lackey),
maiz (Zea mays L.), brécoli (Brassica oleracea var. italica), co-
liflor (Brassica oleracea var. botrytis), repollo (Brassica olera-
cea var. capitata L.) y espinaca (Spinacia oleracea L.) (Packard,
1877; Saunders, 1898; Chittenden, 1903; Gibson, 1912; Essig,
1926; Gilberston y Horsfall 1940; Werner et al., 1966; Pinto,
1980, 1999). En contraste, sus larvas son predadoras y se ali-
mentan de las masas ovigeras de acrididos (Larson, 1943ab;
Parker y Wakeland, 1957; Lavigne y Pfadt, 1966; Michel y
Prudent, 1985). Las hembras colocan sus huevos en grandes
masas en el suelo (Middlekauf, 1958). De acuerdo con Pinto
(1999), el desarrollo ontogenético de las especies que integran
el subgénero Epicauta sigue un patrén hipermetamérfico donde
sufren una serie de transformaciones a lo largo de su ciclo de
vida: (1) triungulina (larva forética muy activa que se desplaza
para llegar al huésped); (2) estadios 11-v (larvas sedentarias que
solo se alimentan dentro de las ootecas del huésped); (3) es-
tadio vi, coarctate o estado quiescente (sobrevive a periodos
estresantes); (4) estadio vl (prepara para la metamorfosis); (5)
pupa (para completar la metamorfosis).

Epicauta atomaria (Germar 1821) es un meloideo que perte-
nece al grupo de especies Epicauta maculata (Campos-Soldini
y Roig-Juiient, 2015). Es una especie nativa de América del Sur
con un rango de distribucién muy amplio que va desde los 15° N
en el centro de Brasil (Mato Grosso y Bahia) hasta los 40° S en
la provincia de Rio Negro (Argentina) (Campos-Soldini y Roig-
Juiient, 2015; Campos-Soldini et al., 2018). Esta especie se la
reconoce principalmente por su patron de coloracién: tegumen-
to negro, revestimiento gris interrumpido por maculas glabras
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(Campos-Soldini y Roig-Jufent, 2015), y es por ello que local-
mente se la conoce por su nombre comun “falso bicho moro”
(Argentina) o “burrito o vaquita” (Brasil) (fig. 1).

Figura 1. Adulto de Epicauta atomaria (Germar).

El conocimiento sobre sus plantas huéspedes, su importan-
cia econémica y comportamiento de oviposicién es muy frag-
mentado y se basa generalmente en observaciones aisladas.
Es por ello que los objetivos del presente trabajo son: (1) apor-
tar informacién sobre la ecologia de E. atomaria, contribuyen-
do con nuevos datos de distribucion para América del Sur. (2)
Confeccionar un listado completo de plantas cultivadas y sil-
vestres asociadas a E. atomaria, aportando nuevos registros.
(3) Describir e ilustrar por primera vez el comportamiento de
oviposicion de E. atomaria. (4) Describir e ilustrar por primera
vez los diferentes estados inmaduros.

T~

ARTICULOS

MATERIALES Y METODOS
Distribuciéon geografica de Epicauta atomaria

Los registros de la distribucion se obtuvieron mediante una
blisqueda exhaustiva de publicaciones, incluidos catalogos y li-
teratura especializada, y de aquellos ejemplares depositados en
colecciones entomolégicas (ENTC = Laboratorio de Entomolo-
gia, Diamante, Argentina. IADIZA= Instituto Argentino de Inves-
tigaciones de las Zonas Aridas, Mendoza, Argentina; MACN =
Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”,
Buenos Aires, Argentina; MCNFA = Museo de Ciencias Natura-
les “Florentino Ameghino”, Santa Fe, Argentina; MLPC = Museo
de La Plata, La Plata, Argentina; MZSP = Museo de Zoologia de
la Universidad de Sao Paulo, Brasil; NMRJ = Museo Nacional de
Rio de Janeiro, Brasil; IBSP = Instituto Bioldgico de Sao Paulo)
asi como de las extensas observaciones realizadas a campo.
Para confeccionar el mapa de distribucion se utilizé un Sistema
de informacion geografica de cédigo abierto (GIS), Quantum
GIS (QGIS), version QGIS 2.8.3 Wien (Slamova et al., 2013). Los
nuevos registros de distribucién fueron obtenidos de las etique-
tas presentes en los ejemplares revisados de las colecciones
entomoldgicas anteriormente mencionadas.

Habitat y huéspedes de los adultos

Se realizaron muestreos ad libitum durante los periodos es-
tivales 2016-2019 en zonas de huertas rurales, zonas periur-
banas y en parajes aledafos al departamento Diamante, Entre
Rios, Argentina (fig. 2). Se realizaron monitoreo y colectas
manuales de adultos de E. atomaria sobre sus plantas asocia-
das, tanto horticolas como silvestres. Las plantas silvestres
colectadas fueron acondicionadas a campo para su transporte
al laboratorio. Se herborizaron siguiendo lo recomendado por
Judd et al. (2016) y fueron depositadas como material de refe-
rencia en la Coleccién Botanica del Laboratorio de Ecologia de
la Vegetacion del CICYTTP-Entre Rios-UADER. Para la confec-
cién del listado de plantas huéspedes se realiz6 una bisqueda
exhaustiva en publicaciones especializadas y en las etiquetas
de los ejemplares depositados en las colecciones entomolégi-
cas ya mencionadas.

Figura 2. Puntos de muestreo realizados ad libitum en el departamento Diamante durante los periodos estivales (2016-2019).
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Comportamiento de oviposicion, descripcion de huevos y
de estados inmaduros de E. atomaria

Para los estudios de oviposiciéon se confeccionaron cuatro
cajas de vidrio de 50x30x50 cm con papel secante de base.
En el interior de cada caja fue colocado un plato circular des-
tinado para la oviposiciéon de 7 cm de diametro por 2,5 cm de
profundidad con tierra humedecida. Se colocaron 10 hembras
y 10 macho por caja. Los insectos se mantuvieron en condi-
ciones controladas de temperatura de 27+2 °C, humedad de
70+5% y fotoperiodo de 16:8 L:O. El cuidado diario implicé la
limpieza de las peceras de vidrio, el reemplazo del papel se-
cante en el piso y de los platos para oviposicion, ademas de la
adicion de alimentos frescos: hojas de Amaranthus sp. (yuyo
colorado) y acelga. Se utilizé una camara digital marca Can-
non PowerShot S80 para fotografiar los diferentes momentos
de la oviposicion.

Para poder registrar los distintos estados inmaduros de E.
atomaria los huevos se retiraron cuidadosamente de las cavi-
dades hechas por la hembra en los platos destinados para tal
fin, se les quité todo exceso de tierra utilizando un microsco-
pio estereoscopico con ocular micrométrico, y se incubaron
en viales de plastico de 8 mm de diametro, sobre una base de
papel secante. Una vez emergidas las larvas triungulinas fue-
ron removidas a camaras individuales de 12 mm de didmetro
para que completen su desarrollo. A estos Ultimos viales se les
colocé una base de algoddn generando un espacio suficiente
para incorporar una larva y su material alimenticio. El material
alimenticio fue la provision de huevos de Staleochlora viridica-
ta orientalis (Acridoidea, Romaleidae) criados en laboratorio.
Las imagenes obtenidas de cada estadio fueron sacadas utili-
zando un microscopio estereoscépico Leica 8SAPO equipado
con una camara digital Leica DFC 295.

RESULTADOS
Distribucién geografica de Epicauta atomaria

Distribucién. Se registraron aproximadamente unos 800
ejemplares de E. atomaria distribuidos en las siguientes locali-
dades: Argentina (Buenos Aires, Catamarca, Cérdoba, Corrien-
tes, Chaco, Entre Rios, Jujuy, La Pampa, La Rioja, Mendoza,
Misiones, Neuquén, Salta, San Juan, San Luis, Santa Fe, San-
tiago del Estero y Tucuman); Bolivia (Chulumani, Rio Bermejo,
Rio Negro, Santa Cruz (nuevo registro) y Tarija); Brasil (En-
cruzilhada, Rio de Janeiro (nuevo registro), Rio Grande (nuevo
registro), Rio Prado, y Sdo Paulo (nuevo registro); Paraguay
(Asuncion, departamento de San Pedro Carumbe, Rio Negro
y Villa Rica); Uruguay (Montevideo, Pefiarol, Piriapolis, Punta
Rubia (nuevo registro), Cerro Largo y Cuchilla de Melo) (fig. 3).

Habitat y huéspedes de los adultos

Habitat. Seguin nuestras observaciones para la del departa-
mento Diamante, E. atomaria es una especie activa principal-
mente durante el verano, haciendo sus primeras apariciones
en el mes de noviembre llegandose a extender hasta el mes
de mayo. Se observé que los adultos presentan una actividad
diurna, aumentando su dinamismo cuando las temperaturas
comienzan a ser mas elevadas. Se los puede localizar fa-
cilmente sobre la parte alta de la planta, pero en los dias de
mucho calor hemos observado que suelen resguardase en la
parte baja o en el envés de las hojas. Los adultos fueron co-

Epicauta atomaria

Fig. 3

Figura 3. Mapa de distribucién de Epicauta atomaria en América
del Sur. Bolivia (Santa Cruz (nuevo registro); Brasil (Rio de Janei-
ro (nuevo registro), Rio Grande (nuevo registro), Sdo Paulo (nuevo
registro); Uruguay (Punta Rubia (nuevo registro). Los nuevos regis-
tros se marcan con puntos negros.

lectados principalmente sobre los caminos adyacente a huer-
tos rurales o directamente sobre los cultivos horticolas de las
huertas visitadas.

Huéspedes. A partir de nuestras observaciones en la localidad
de Diamante y de un exhaustivo andlisis bibliografico pudimos
confeccionar un listado actualizado de plantas hospederas para
esta especie (tabla 1). Del total de plantas registradas las fami-
lias mas importantes fueron Amaranthaceae (580 registros en
cinco géneros) Solanaceae (479 registros en cinco géneros) y
Ranunculaceae (235 registros en un género). Otra familia im-
portante fue Fabaceae con 47 registros en seis géneros.

La gran cantidad de registros presentes en Amaranthaceae
y Solanaceae se debe a numerosas colectas en cultivos de
pimiento, papa, espinaca, tomate, remolacha y berenjena. En-
tre las plantas silvestres ya conocidas para este insecto plaga
(Amaranthus sp. y Passiflora sp.) se suman como nuevas aso-
ciaciones a Clematis montevidensis (Ranunculaceae), conocida
por su nombre comun “flamula”o“cabello de angel” o “peine de
mono” (fig. 4 A); Salpichroa origanifolia (Solanaceae), conocida
como “uvita de campo” o “huevito de gallo” (fig. 4 B), y Solanum
chacoense (Solanaceae), conocida como “papa silvestre” (fig. 4
C), todas nativas de América del Sur. Epicauta atomaria se ali-
menta principalmente de las hojas tiernas y tallos (fig. 5 Ay B)
como asi también de las partes florales (fig. 5 C).

Importancia econémica de E. atomaria

En la tabla 2 se proporciona un registro de los cultivos mo-
nitoreados durante los periodos 2016- 2019 y de los especi-
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(famili:Isa;tgazneros) E. atomaria Bibliografia
Amaranthaceae 7400 Viana.y Williner (1 97’3), De Haroy Martl’nez. (jl 995)., Cortio’ et al. (2004),
Amaranthus Quintino y Monné (2009), Campos-Soldini y Roig-Juiient (2015).
168%° Hayward (1942, 1960), Martinez (1992), Cord¢ et al. (2004),
Quintino y Monné (2009), Campos-Soldini y Roig-Jufient (2015).
Beta
6b Hayward (1942), Bosq (1943), Viana y Williner (1973) Martinez (1992)
Senecio Cordé et al. (2004), Campos-Soldini y Roig-Jufient (2015).
. 30 Hayward (1942), Bosq (1943), Viana y Williner (1973) Martinez (1992)
Spinacea Cord6 et al. (2004), Campos-Soldini y Roig-Jufient (2015).
450 Berteles y Baucke (1966), Cordd y De Loach (1987), Qintino y Monné (2009),
Caceres et al. (2011), Campos-Soldini y Roig-Juiient (2015).
Solanaceae
Capsicum Hayward (1942, 1960), Berteles y Baucke (1966), Basso et al. (1974),
16°° Cordé y De Loach (1987), Folcia et al. (1998), Campos-Soldini y Roig-Juiient (2015),
Grousset et al. (2015).
Lycopersicum Bosq (1943), Hayward (1960), Rosillo (1969), Silva et al. (1968),
7° Fernandez de Ullivarri et al. (1974), Cordé y De Loach (1987), Cordé et al. (2004),
Quintino y Monné (2009).
Nicotiana 432 Nuevo registro
Blanchard (1929), Bosq (1934), Direccién de Sanidad Vegetal (1939),
Salpichroa Hayward (1942, 1960), Torres (1950), Quintana (1966), Berteles y Baucke (1966),
Solanum 68 Silva et al. (1968), Basso et al. (1974), Martinez (1992), Cordé et al. (2004),
Quintino y Monné (2009), Rossi et al. (2012), Campos-Soldini y Roig-Juiient (2015).
Solanum chacoense: Nuevo registro
Asteraceae 5b Hayward (1942, 1960), Quintino y Monné (2009), Cordé et al. (2004),
Cichorium Campos-Soldini (2012).
1° Silva et al. (1968); Rogg (2000).
Fabaceae INTA (1985), Panizzi y Correa-Ferreira (1997), Sosa (2006),
Crotalaria 4° . =
Glycine Da Costa Moreira y Aragdo (2009).
Gbe Hayward (1941).
’;’Lf)cs"::’f 1 Cordé y De Loach (1987).
Phaseolus s Hayward (1942), Bosq (1943), Viana y Williner (1973) Martinez (1992)
Cordé (2004), Campos-Soldini y Roig-Juiient (2015).
Malvaceae 6b Hayward (1942), Bosq (1943), Viana y Williner (1973) Martinez (1992)
Anoda Di lorio (2004), Campos-Soldini y Roig-Jufient (2015).
Gossypium 1° Michel y Prundent (1985).
Zyg‘;'r’ig’l'l';sgeae 1 Cordé et al. (2004).
Chenopodeaceae 6b Silva et al. (1968), Orrego Aravena (1998), Cordé et al. (2004),
Chenopodium Dughetti et al. (2013), Dughetti (2015), Cruces et al. (2016).
Mimosidae
Albizia 2b Silva et al. (1968). Lourengao et al. (1985).
Passifloraceae
Passiflora 4 Rodriguez Netto y Guilhem (2000), Aguilar-Menendez et al. (2002),
Lépes Baldin y Mesquita Lara (2001), Boiga Junior et al. (2007).
Racglzﬁl:’?ic;eae 1352 Nuevo registro
Com;;(l)::ul;ceae 1° Gaunay Zequeira (2014).
3;22?;3; 1° Diez-Rodriguez et al. (2017).

Tabla 1. Listado de plantas hospederas silvestres y cultivadas para E. atomaria para América del Sur.
20Observaciones realizadas a campo. ’Datos obtenidos de trabajos bibliograficos. °Datos obtenidos de las etiquetas en ejemplares

de museos.
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Figura 4. Especies silvestres hospederas de Epicauta atomaria. A) Clematis montevidensis (Ranunculaceae) conocida por su nombre co-
mun “flamula” o “cabello de édngel” o “peine de mono”; B) Salpichroa origanifolia (Solanaceae) conocida como “uvita de campo” o “huevito
de gallo”; C) Solanum chacoense (Solanaceae) conocida como “papa silvestre”. Las fotos fueron sacadas por MPCS.

Figura 5. Adulto de Epicauta atomaria alimentandose de A) tallo de Prosopis sp.; B) hoja de Solanum origanifolia y C) de partes florales

de Solanum chacoense. Las fotos fueron sacadas por MPCS.

menes colectados por afio de muestreo. En el departamento
Diamante hemos observado que la intensidad de los dafios
depende del momento del ataque de la plaga. Se produce a
nivel de follaje de forma muy voraz dejando solo la nervadu-
ra central visible, y el ataque se produce antes y durante la
floracién. Entre las plantas cultivadas se ha registrado a E.
atomaria alimentandose de acelga y en menor nimero de pi-
miento, tomate y papa. Si bien no se llevé a cabo un analisis
de la distribucién espacial de la especie, pudo observarse que
los adultos tienden a agregarse en manchones en el cultivo.

Comportamiento de oviposicién, descripcion de huevos y
estados inmaduros de E. atomaria

Oviposiciéon. La hembra excava el suelo aflojando la superficie
de la tierra con sus mandibulas (fig. 6 A), removiendo periddica-
mente las particulas de tierra hacia arriba y fuera de la cavidad.
Para ello coloca las particulas de tierra removida entre la cabeza
y el térax y retrocediendo las ubica cerca del borde; por ultimo,
con sus patas medias y traseras retira la tierra depositada en

el borde para luego poder asi ingresar a la cavidad y continuar
con la excavacion (fig. 6 B y C). Esta accion es realizada varias
veces durante la excavacion. En el momento de la oviposicién la
hembra se coloca con el abdomen hacia el interior de la cavidad
quedando con la mitad de su cuerpo fuera de esta (fig. 6 D).
Los huevos depositados por la hembra se encontraban a una
profundidad aproximadade 4a 5 cm.

Huevos. En el laboratorio las hembras colocan sus huevos en
masas compactas, adheridos a una sustancia pegajosa. Cada
huevo posee una longitud de 0,3 a 0,5 mm, son de color blan-
quecino cuando estan recién colocados, tornando a un amari-
llo palido a oscuro a medida que pasan los dias. Son de forma
cilindrica, alargados, con ambos extremos redondeados, lige-
ramente mas anchos en un extremo y con un corion liso.

Larvas (fig. 7). El desarrollo larvario de E. atomaria, al igual
que el resto de los meloideos, se caracteriza por un desarrollo
hipermetamérfico que incluye fases morfoldgica y biolégica-
mente distintas adaptadas para: Fase 1: triungulina (T): son
larvas no foréticas que, a pesar de ser muy activas ya que se
desplazan para llegar al alimento, cuando emergen permane-
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Cultivo 2016 2017 2018 2019

Beta vulgaris var. cicla (Acelga) 145 238 154 225
Spinacea oloracea (Espinaca) 15 25 0 16
Solanum tuberosum (Papa) 38 0 25 0
Capsicum annuum (Pimiento) 0 13 32 8
Lycopersicon esculentum (Tomate) 17 19 12 0

Tabla 2. Registro de Epicauta atomaria en zonas de huertas rurales,

(Argentina) durante los periodos estivales (2016-2019).

urbanas y en parajes aledafos al departamento Diamante, Entre Rios

Figura 6. Comportamiento de oviposicion de Epicauta atomaria. A y B) hembra aflojando el sustrato; C) cavando el suelo para oviponer;
D) oviponiendo (seiialada con una flecha). Las fotos fueron sacadas por MPCS.

Figura 7. Desarrollo de Epicauta atomaria, (T) triungulina; (PL) primera larva; (C) coarctate; (SL) segunda larva; (P) pupa. Las fotos fueron

sacadas por ENF. Todas las barras de escala representan 2 mm.

cen juntas por varias horas hasta que comienzan a dispersar-
se. Fase 2: primera larva (PL): puede estar divida en cuatro
estadios 1I-v, son larvas sedentarias que solo se alimentan
dentro de las ootecas. Fase 3: coarctate (C) o estado resis-
tencia: es una etapa donde las larvas experimentan un estado
de diapausa. Esta etapa le permite sobrevivir a periodos no fa-
vorables. Fase 4: segunda larva (SL): (que sigue al estado (C)
revierte a un gusano similar a la PL pero que no se alimenta)
es el estado en que se prepara para la metamorfosis. Fase: (5)
pupa (P): completa la metamorfosis.

Campos-Soldini, M.P.; Zapata, L.D.; Wagner, L.S.; Fernandez, E.N.; Safenraiter, M.E.

DISCUSION

Epicauta atomaria es, por un lado, una especie endémica
de América del Sur, muy comun en los caminos adyacentes
a los cultivos y, como el resto de las especies que integran el
subgénero Epicauta, es un insecto muy activo en la época de
verano donde las temperaturas son mas elevadas. Los regis-
tros de presencia obtenidos para el Departamento de Diaman-
te se dieron principalmente para la época estival. Estos datos
concuerdan con los registros obtenidos por Sosa (2006), EEA
Reconquista (INTA), quien indicé la presencia de este insecto
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durante la campaiia agricola de verano 1988-1989.

Por otro lado, este insecto demostré que ha podido adaptarse
y sobrevivir a las alteraciones del medioambiente alimentandose
de numerosas plantas tanto silvestres como de interés agricola.
De acuerdo a nuestros datos y en concordancia con lo que in-
dican Lizer y Trelles (1944), Lopez Cristobal (1945), Costa et al.
(1974), Fernandez de Uliivarri y Benavent (1974), Rodriguez y Vi-
centino (1979) y Sosa (2006) los adultos son insectos fitéfagos
y presentan una marcada voracidad atacando principalmente al
cultivo de papa y a otras solandceas como tomate, pimiento y
berenjena, y amarantaceas como acelga, espinaca y remolacha.

Como dato adicional para el presente trabajo, hemos podi-
do observar en el departamento Diamante la presencia de E.
atomaria en cultivos de soja, pero a diferencia de Sosa (2006),
quien observo a este insecto alimentarse tanto de las hojas
como de flores, nosotros observamos a E. atomaria utilizar la
planta como refugio del intenso calor y alimentarse solamente
de Amaranthus sp., planta silvestre asociada a este cultivo. A
pesar de toda la bibliografia presente, las especies hospede-
ras nativas para E. atomaria son poco conocidas, y la infor-
macion actual se encuentra en observaciones aisladas y con
escasos antecedentes sobre las localidades.

El comportamiento de oviposicién para E. atomaria nunca fue
observado ni descripto con anterioridad. Las observaciones
realizadas para este estudio concuerdan con las de Adams y
Selaner (1979) y Pinto (1991) quienes en estudios de laborato-
rio encontraron comportamientos similares entre ejemplares
hembras del subgénero Epicauta, ademas los huevos fueron
puestos en masa. También Cros (1940) y MacSwain (1956)
observaron que otros meloideos realizan su ovipostura exca-
vando camaras de ovipostura.

En conclusion podemos decir que el presente estudio pone
en relevancia que Epicauta atomaria se encuentra presente en
los sistemas agricolas por lo que se hace necesario intensifi-
car las investigaciones sobre la incidencia de este insecto en
los diferentes cultivos de interés alimenticio y su posible ma-
nejo agroecoldgico. De igual forma, se deberia ampliar el es-
tudio sobre plantas silvestres asociadas en virtud de que pu-
dieran considerarse como recursos alternativos primarios por
parte de estos insectos y su importancia en ser mantenidos o
preservados en las inmediaciones de los cultivos agricolas.
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RESUMEN

El hongo Trichoconiella padwickii es uno de los principales patégenos de la semilla de arroz en la provincia de
Corrientes, Argentina. Con el objetivo de cuantificar la eficiencia de transmision (Et) desde la semilla a coleoptilos
de arroz se realiz6 un ensayo in vivo, utilizando semillas de las variedades Taim, Puitd INTA-CL e Irga 424. Las
semillas se sembraron en bandejas plasticas que contenian arena estéril, papel y una mezcla de arena: tierra 1:1
como sustrato. Las bandejas se incubaron en laboratorio en condiciones de 25 + 2 °C y fotoperiodo de 12 h. La Et
se evalu6 a los siete dias, sobre coleoptilos sembrados en medio agar poroto 3%. El patégeno presenté valores de
Et desde 0,67 a 30,04% en funcion de la interaccion sustrato-variedad. Estos resultados demuestran la importancia
de la semilla como fuente de inéculo primario y la necesidad de establecer medidas de control.

Palabras clave: semilla, Oryza sativa, hongo.

ABSTRACT

Trichoconiella padwickii is one of the most important fungi of rice seed in the province of Corrientes, Argentina. In
order to quantify the transmission efficiency (Et) from the seed to rice coleoptiles, an “in vivo” test was carried out,
using seeds of the varieties Taim, Puita INTA-CL and Irga 424. The seeds were sown in trays plastics containing steri-
le sand, paper and a 1: 1 sand: soil mixture as substrate. The trays were incubated in the laboratory under conditions
of 25 + 2°C and 12 h photoperiod. Et was evaluated at seven days, on coleoptiles plated in 3 % bean agar medium.
Transmission efficiency values from 0.67 to 30.04% depending on the substrate-variety interaction. These results
demonstrate the importance of the seed as a source of primary inoculum, and the need to establish control measures.

Keywords: seed, Oryza sativa, fungus.
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INTRODUCCION

La semilla de arroz (Oryza sativa L.) procedente de la provin-
cia de Corrientes, Argentina, es portadora de hongos patége-
nos que producen enfermedades de importancia en la region;
entre estos se destaca Trichoconiella padwickii (D. Ganguly)
DL Jain (syn Alternaria padwickii (Ganguly) M.B. Ellis), que in-
fecta a las semillas de arroz ocasionando decoloracion, po-
dredumbre de semillas y tizén de plantulas, manchas en hojas
y granos de la panoja en cultivos de la provincia de Corrientes
(Gutiérrez y Ciindom, 2008; Gutiérrez et al., 2010a).

Investigaciones realizadas a nivel mundial refieren a T. pad-
wickii como uno de los principales patégenos de la semilla de
arroz (Ou et al., 1985 Mathur et al., 1972; Costa, 1991; Islam et
al., 2000; Farias et al., 2007; Suryadi y Kadir, 2009; Islam et al.,
2012; Serferbe Signaboubo et al., 2016; Sultana et al., 2018;
Nallathambi et al., 2019). Asimismo, la infeccién que ocurre
en la semilla da como resultado la decoloracién del grano, lo
cual afectara posteriormente su calidad, y reduce la germi-
nacion en condiciones de campo (Mew y Misra, 1994 Mew y
Gonzales, 2002; CABI, 2020).

Durante las campaiias agricolas 2008-2019 los analisis sa-
nitarios realizados a semillas de arroz de la provincia de Co-
rrientes registraron niveles de incidencia de T. padwickii su-
periores al 50% y una prevalencia del 100% (Gutiérrez et al.,
2010b; Lovato y Gutiérrez, 2012; Dirchwolf et al., 2015; Lovato
et al., 2020), lo cual explica que la semilla constituye la princi-
pal fuente de indculo primario para el desarrollo de sintomas
en hojas y granos de la panoja en cultivos de la regién.

Segun lo expresan Mew y Gonzales (2002), es necesario
considerar la transmisién de los patégenos presentes en las
semillas en relacion con el establecimiento de la enfermedad
en el cultivo, y los efectos consiguientes en la produccién. Al
respecto, Castafio Zapata (1985) afirma que la transmision
de patégenos por la semilla es reconocida como un método
eficiente mediante el cual estos organismos son introducidos
a areas nuevas, sobreviven periodos durante los cuales el cul-
tivo esta ausente, y son distribuidos a través de poblaciones
de plantas como focos de infecciéon. Asimismo, es necesario
considerar que no todos los patégenos transportados por la
semilla de arroz, pueden pasar a la plantula; la eficiencia de
transmisién varia de un organismo a otro y debe ser demos-
trada y cuantificada (Mew y Gonzales, 2002).

En relacién con la transmision de patégenos por semillas,
se mencionan algunos ejemplos de estudios realizados; Do-
minguez y Grabowski (2017) cuantificaron la transmision de
Stenocarpella maydis y Colletotrichum gramincicola a coleop-
tilos de maiz y observaron una eficiencia de 79,5%, mientras
que Castaiio-Zapata (1985) estudié el efecto del manchado
del grano por Bipolaris oryzae en la germinacion y sobre la al-
tura de las plantulas de arroz, y demostré que existia una re-
duccion del 40% en ambas variables. Asimismo, Pineda et al.
(2007) analizaron diferentes niveles de indculo en semillas de
arroz y demostraron que valores mayores a 0,1% de inciden-
cia de B. oryzae ocasionan altas tasas de infeccion de plantas
adultas, en campos productivos.

Con respecto a la transmisién de T. padwickii en Argentina,
Gutiérrez (2010) y Lovato et al. (2013) observaron que este
hongo se transmite de manera eficiente asintomatica y sinto-
maticamente, desde semillas infectadas a coleoptilos de arroz.
Es asi que Gutiérrez (2010) evalud la transmision del patégeno
en sustrato arena y tierra y determiné que se transmite hacia la

parte aérea de plantulas de arroz a los 7, 11, 20 y 30 dias des-
pués de la siembra, con diferentes valores. Ademas, al utilizar
arena estéril como sustrato, comprobé que favorecié la mani-
festacion de sintomas en las plantulas mientras que, utilizando
tierra como sustrato, la transmision fue asintomatica. En tanto,
Lovato et al. (2013) determinaron una Et de 7 a 28,5% al utilizar
arena estéril para cuantificar la transmisién. Con el fin de apor-
tar mas informacién sobre el tema, el presente trabajo propone
evaluar el efecto de diferentes sustratos sobre la Et de T. pad-
wickii desde la semilla a coleoptilos de arroz.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo fue conducido en el laboratorio de Fitopatologia de
la Facultad de Ciencias Agrarias Universidad Nacional del Nor-
deste, Corrientes (Argentina). Se utilizaron semillas de arroz de
las variedades Taim, Puita INTA CL e Irga 424, procedentes del
departamento Mercedes (Corrientes), con niveles de incidencia
de T. padwickii del 16%, 34,5% y 55,75%, respectivamente.

Se realizaron 3 tratamientos: a) arena estéril, b) mezcla
arena:tierra 1:1 y c) papel estéril con 8 repeticiones, cada re-
peticién consistia en una bandeja con 50 semillas. Las ban-
dejas se incubaron durante siete dias en condiciones de 25
+ 2 °Cy fotoperiodo de 12 h luz, 12 h oscuridad. Se utilizé un
disefio estadistico en bloques completos al azar. Los ensayos
se repitieron tres veces.

A los siete dias de la siembra se retiraron los coleoptilos de las
semillas germinadas, que se desinfectaron con hipoclorito de so-
dio al 1,5% por 10 minutos y se lavaron 3 veces con agua estéril
durante 5 minutos cada uno (modificado de Mathur y Kongsdal,
2003). Luego, fueron sembrados en cajas de Petri con medio
agar poroto 3%, pH 6, con el agregado de sulfato de estreptomici-
na (depositando 10 coleoptilos por caja de Petri), e incubados en
idénticas condiciones que las descriptas anteriormente.

La eficiencia de transmision (Et) se determind aplicando la
férmula T/S*100, donde T corresponde a la incidencia de T.
padwickii en los coleoptilos, y S, a la incidencia del patége-
no en semilla (Carmona y Reis, 2019). Los valores de Et se
transformaron utilizando la férmula v(x+0,5). Con los resulta-
dos obtenidos se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) con
arreglo factorial 3x3 con prueba de Tukey al 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la
transmision del hongo T. padwickii desde la semilla a coleopti-
los ocurrié en todos los sustratos y variedades. Esta oscil6 en-
tre valores de 0,67 a 30,04%, dependiendo de la combinacion
sustrato-variedad (tabla 1).

En los coleoptilos sembrados en el medio de cultivo con agar
poroto, se identificé al patégeno por la formacion de micelio,
conidios y esclerocios negros, globosos, de aspecto reticula-
do, caracteristicos de T. padwickii (fig. 1).

Los datos obtenidos en la tabla 1 confirman el efecto in-
teraccion sustrato x variedad, el cual resulta mas evidente
al observar la figura 2, donde la Et (%) es maxima para la
variedad Puita INTA CL en el sustrato arena, y para las varie-
dades TAIM e IRGA 424 en el sustrato papel. No obstante, la
utilizacién de la mezcla de arena:tierra seria la mas indicada,
porque recrea las condiciones reales de transmision del mi-
croorganismo.
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Los datos obtenidos se explican considerando que la trans-
mision de patégenos de semillas es compleja y dindamica, y
es afectado por distintas variables que interaccionan entre si
(Neergaard, 1979; Maude, 1996; Agarwal y Sinclair, 1997; Singh
y Mathur, 2004), entre las cuales se pueden mencionar las si-
guientes: especie cultivada (resistencia varietal), condiciones
ambientales (suelo, temperatura y humedad), profundidad de
siembra y localizacion del patégeno en la semilla. A modo de
ejemplo, Casa et al. (2012) estudiaron la transmisién de Fusa-
rium verticillioides a plantulas de maiz, demostrando que dicha
variable esta gobernada por la interaccion entre la temperatura
y la profundidad de siembra. En tanto si consideramos el efecto
del sustrato, Vu y Somsiri (2006) compararon agar-agua, papel y
arena estéril en la transmisién de B. oryzae a plantulas de arroz,
y demostraron que el agar-agua presenta el valor mas alto de
Et, seguido por el papel y la arena. En un trabajo similar, pero en
semillas de trigo, Martins et al. (2004) demostraron que, si bien
no existen diferencias estadisticas entre sustratos, el papel de
filtro logré aumentar la eficiencia de transmision de Pyricularia
grisea. El sustrato afecta la eficiencia de transmisién de mane-
ra indirecta, a través de las propiedades fisicas y quimicas que
regula (contenido de humedad, contenido de materia orgdnica,
pH, entre otros) (Casa et al., 2012; Islam et al., 2012). Respec-
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to a la transmision de T. padwickii Gutiérrez (2010) demostrd
que la transmisién se puede dar de dos maneras, sintomatica
en plantulas de arroz al utilizar la arena estéril como sustrato y
asintomatica cuando utiliz6 tierra como sustrato.

Uno de los factores de mayor relevancia es la localizacién
del patdégeno en la semilla. Al respecto Lovato et al. (2014)
demostraron que T. padwickii es capaz de colonizar los tejidos
mas internos de la variedad Taim, razén por la cual presen-
6 valores de eficiencia de transmision altos en comparacién
con las restantes variedades. Segun estos autores, las semi-
llas de la variedad Irga 424 son mas susceptibles al ataque del
patdégeno, lo que genera la podredumbre del endospermo y la
muerte de embriones, razén que explica los bajos valores de Et
(%) con respecto a las variedades Taim y Puita INTA CL.

CONCLUSIONES

Al analizar los resultados logrados en esta investigacion se pue-
den considerar tres conclusiones: a) la existencia de interaccion
sustrato-variedad; b) la transmisién en todas las evaluaciones
realizadas (distintos sustratos) fue asintomatica, lo que corrobo-
ra los resultados de Suryadi y Kadir (2009) quienes constataron

Figura 1. Coleoptilos de arroz sembrados en medio AP (A, D) con desarrollo de esclerocios tipicos de T. padwickii. (B, C, E, F).
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Variedades Arena:Tierra Arena Papel
IRGA 424 0,67a 2.30ab 5,03bc
TAIM 11,09d 2,10ab 30,04e
PUITA INTA CL 5,66bcd 28,05e 8,65cd

Tabla 1. Eficiencia de transmision de T. padwickii a coleoptilos de
distintas variedades de arroz. (Letras distintas indican diferencias
significativas a =0,5%).

que los dafios que produce este hongo estarian asociados a la
disminucién de altura de la plantula y en el largo de la raiz; y c)
una alta incidencia en las semillas no siempre da como resultado
una alta eficiencia de transmision. Tal apreciacion es coincidente
con Menten (1987), quien afirmé que esta situacion se da con
frecuencia debido a que no todo el inéculo presente en la semilla
se transmite a la parte area de las plantulas.

Este trabajo aporta las primeras evidencias de la compleja
dinamica en la transmision de T. padwickii, por lo que es nece-
sario estudiar a futuro el efecto de otros factores tales como
temperatura, diferentes niveles de incidencia, pH, profundidad
de siembra, y eficiencia de transmision a las raices.
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RESUMEN

Xylella fastidiosa esta considerada plaga cuarentenaria de importancia global por el grave impacto econémico y
social que ocasiona en cultivos de importancia agricola. El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar cepas
bacterianas y muestras vegetales infectadas con X. fastidiosa de plantas de olivo (Olea europaea L.) e implementar
un sistema de diagnéstico seroldgico para su deteccién. Para la caracterizacion molecular se utilizé el sistema de
tipificacién multilocus de secuencias (MLST). Se logr6 el aislamiento de la bacteria desde olivo y se determiné que
todos los materiales caracterizados corresponden a X. fastidiosa subespecie pauca ST69, un grupo genético solo
presente en Argentina. Se elaboraron reactivos seroldgicos fundamentales para la puesta a punto de técnicas de
diagnéstico. Con la técnica DAS ELISA se logré un sistema de diagnéstico rapido, robusto y econémico, permitien-
do resolver la ausencia de disponibilidad continua de reactivos seroldgicos especificos para X. fastidiosa.

Palabras clave: bacteria xilematica, MLST, antisuero, pruebas inmunoldgicas.

ABSTRACT

Xylella fastidiosa is considered a quarantine pest of global significance due to the severe economic and social da-
mage it causes on most valuable crops. The objective of this work was to isolate and characterize bacterial strains
of infected with X. fastidiosa of olive (Olea europaea L.) samples and implement a serological diagnostic system for
their detection. For the molecular characterization, the multilocus sequence typing system (MLST) was used. The iso-
lation of the bacterium from the olive tree was achieved and it was determined that all materials characterized corres-
pond to X. fastidiosa subsp. pauca ST69, a genetic subgroup that has been detected only in Argentina. An antiserum
was produced and serological diagnosis systems were adjusted. A solid, fast and economical diagnostic method
DAS ELISA system was achieved, solving the continuous lack of availability of serological reagents for X. fastidiosa.

Keywords: xylem bacterium, MLST, antiserum, immune tests.
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INTRODUCCION

Xylella fastidiosa (Wells et al., 1987) es una bacteria fitopatd-
gena de la familia Xanthomonadaceae (Gammaproteobacteria)
que coloniza y se multiplica en los vasos xilematicos de algunas
especies vegetales y en el intestino anterior de insectos de las fa-
milias Cicadellidae y Cercopidae, los que se alimentan de la savia
xilematica (Sicard et al., 2018). Dentro del grupo de las bacterias
“fastidiosas” es considerada la de mayor relevancia por las pér-
didas econémicas que ocasiona en determinados cultivos peren-
nes de interés agricola como vid, cafeto, olivo, naranjo, duraznero
y almendro, entre otros, y por su distribucion geografica en el
mundo (European Commission, 2018). X. fastidiosa es capaz de
traslocarse y multiplicarse en un amplio rango de hospedantes,
ha sido detectada en mas de 600 especies, abarcando no solo de
interés agricola, sino también ornamentales y malezas (Phytoma,
2020). Es una especie bacteriana genéticamente diversa, y ac-
tualmente se consideran las siguientes subespecies: fastidiosa,
pauca, multiplex, sandyi, morus y tashke (Danancé et al., 2019;
Schaad et al., 2004 y Schuenzel et al., 2005).

Nunney et al. (2014) mencionan que X. fastidiosa es nativa
del continente americano; sin embargo, en octubre del 2013
se detectd en olivares de la region de Apulia al sureste de Ita-
lia, siendo esta la primera cita del patégeno en la Unién Euro-
pea (Carlucci et al., 2013; Loconsole et al., 2014; Saponari et
al., 2013; Saponari et al., 2014). Mas recientemente, ha sido
detectada en Espaiia, Francia y norte de Portugal (CAGPDS-
JA, 2020; Denancé et al., 2017; Gutiérrez Hernandez y Garcia,
2018; Landa et al., 2019; Morente et al., 2018).

Si bien en Argentina desde la década de 1990 X. fastidiosa
esta presente en almendros (Nome et al., 1992) y naranjos

(Brlansky et al., 1991) fue recién a fines del 2013 que se de-
tectd en plantaciones tradicionales de olivo de la provincia de
La Rioja (Haelterman et al., 2015; Roca et al., 2014). Posterior-
mente, fue hallada en las provincias de Cérdoba (Tolocka et
al., 2014) y Catamarca (Von Baczko et al., 2017). En montes de
olivo, el sintoma observado es un marcado declinamiento de
las plantas, principalmente en los olivares tradiciones de mas
de 50 afios de edad, que se va acentuado con los afios, siendo
Arauco la variedad mas afectada. Ademas, se observan ramas
con hojas secas en el extremo de las copas y hojas con una
coloracién verde seco opaca, con frecuencia con el dpice ne-
crosado (“punta de flecha”) detectado por lo general en la base
de las ramas afectadas que no se distribuyen uniformemente
en la copa de los arboles (figuras 1A'y 1B).

Esta situacion se observa principalmente en la localidad de
Aimogasta, provincia de La Rioja, con gran mortandad de plan-
tas, y en menor medida en las otras regiones olivicolas, posi-
blemente porque predomina la variedad Arauco, muy aprecia-
da en nuestro pais por sus atributos organolépticos y doble
propésito, ademas de ser la Unica variedad representante de
Argentina en el Catalogo Mundial de Variedades de Olivo (Ba-
rranco Navero et al., 2000; Tacchini, 2011).

Actualmente una de las metodologias utilizadas para la ca-
racterizacion taxonémica en esta bacteria es el sistema de
tipificacién multilocus de secuencias o “Multilocus Sequence
Typing” (MLST) (Denancé et al., 2017; Nunney et al., 2013;
Yuan et al., 2010) que permite definir subespecies y asignar
el grupo genético o tipo de secuencia (SequenceType-ST) a
cada aislamiento. Este sistema de tipificacion estd basado
en el analisis comparativo de las secuencias de siete genes

Figura 1. Sintomas ocasionados por Xylella fastidiosa en olivo. A. Planta de olivo tradicional var. Arauco de la zona de La Merced, loca-
lidad de Aimogasta (La Rioja), mostrando sintomas avanzados de la enfermedad. B. Detalle de la necrosis apical en hojas denominada
“Punta de Flecha (PF)".
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constitutivos que estan distribuidos por todo el cromosoma
bacteriano, definiendo un perfil alélico tnico para cada grupo
genético o ST (Elbeaino et al., 2014; Landa et al., 2017; Scally
et al., 2005). Nuestro grupo de trabajo detectd previamente X.
fastidiosa subsp. pauca ST69 en una muestra vegetal de olivo
(Tolocka et al., 2017a) y ST78 en una cepa aislada a partir de
almendro (Tolocka et al., 2017b).

La identificacion de la bacteria a un nivel infraespecifico
(por debajo de la categoria taxonémica especie) es esencial
para comparar cepas presentes en diferentes zonas de estu-
dio, aisladas en distintos momentos, determinando si repre-
sentan una misma poblacién bacteriana. El conocimiento de
la subespecie a la que pertenecen las cepas aisladas permite
comprender mejor la epidemiologia causada por este patoge-
no y lograr una descripcién adecuada de la estructura de la
poblacién y su dindmica (Cesbron et al., 2020). Para conocer
la variabilidad existente dentro de las cepas de X. fastidiosa es
necesario continuar con la deteccién de posibles variantes de
la bacteria presente en los cultivos de olivos de nuestro pais.

X. fastidiosa es una bacteria dificil de aislar ya que se mul-
tiplica solamente en medios de cultivos enriquecidos y com-
plejos. Debido a esta dificultad para su diagnéstico se em-
plean técnicas serolégicas y moleculares. Las primeras son
generalmente utilizadas para el monitoreo a gran escala por
la simplicidad de la preparacién de la muestra; mientras que
las pruebas moleculares, al ser mas sensibles, permiten con-
firmar la presencia del patégeno atin en bajas concentraciones
en la planta (Loncosole et al., 2014). Actualmente en nuestro
pais se emplean reactivos serolégicos comerciales importa-
dos, lo que podria disminuir la sensibilidad de las pruebas por
estar elaborados con cepas de otros paises. Esto genera la ne-
cesidad de contar con reactivos propios obtenidos a partir de
cepas locales, para lo cual es fundamental lograr aislamientos
nativos de la bacteria.

Por lo expuesto anteriormente, el objetivo de este trabajo fue
aislar y caracterizar cepas y muestras vegetales infectadas
con X. fastidiosa provenientes de olivo e implementar un sis-
tema de diagndstico seroldgico a partir de la elaboracion de
antisueros policlonales con cepas locales de la bacteria.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de X. fastidiosa a partir de olivo

Se realizaron aislamientos desde octubre de 2017 a mayo de
2018, empleando trozos de ramas del aiio, de 0,5-1 cm de dia-
metro, provenientes de dos plantas de olivo infectadas, proce-
dentes de las zonas Tiro Federal 11 (-28.57039°, -66.80264°) y
La Merced (-28.593236°, -66.790403°) (Aimogasta, La Rioja),
corroboradas positivas para la bacteria por DAS ELISA (Clark
y Adams, 1977) con reactivos Agdia y por PCR empleando los
cebadores RST31/33 (Minsavage et al., 1994) y HL5/6 (Francis
et al., 2006). El material vegetal fue desinfectado con etanol
70% durante 2 min, luego con hipoclorito de sodio 3% durante
3 miny se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril,
realizando todo el proceso en camara de flujo laminar (Cariddi
et al., 2014). Posteriormente, se procedio a presionar las rami-
tas con una pinza sobre el medio de cultivo agar de extracto
de levadura y carbén tamponado (BCYE) (Wells et al., 1981) en
placas de Petri y se incubaron a 28 °C.

Las placas fueron observadas regularmente hasta la apari-
cion de colonias, confirmando su identidad mediante PCR con
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los cebadores mencionados previamente. Las colonias obte-
nidas fueron repicadas a otros medios de cultivo: Periwinkle
Wilt (PW) (Davis et al., 1981a), Pierce Disease2 (PD2) (Davis
et al., 1980) y Pierce Disease3 (PD3) (Davis et al., 1981b), e
incubadas a 28 °C para observar su crecimiento. Los cultivos
bacterianos de las cepas aisladas se almacenaron en medio
liquido BCYE con 30% de glicerol a -80 °C.

Caracterizacion morfolégica y molecular de X. fastidiosa

Para la identificacion morfolégica, se fijaron trozos de
peciolos de 3 x 2 mm a partir de hojas sintomaticas infecta-
das de olivo. Luego, se realizaron cortes ultrafinos del material
incluido en resina de baja viscosidad (Spurr low viscocity) con-
trastados con acetato de uranilo 2% y citrato de plomo 0,7%
pH 12, siguiendo el protocolo descripto por Kitajima y Nome
(1999). Los preparados se observaron en un microscopio elec-
tronico de transmision Jeol JEM EXII (Jeol, Tokio, Japén) a
magnificaciones de 10.000X y 250.000X.

Para la observacion de las oclusiones en los vasos xilemati-
cos se efectuaron cortes a mano alzada de secciones de pe-
ciolos de hojas sintomaticas, sometiendo el material a luz UV
durante toda la noche. Las secciones se hidrataron en agua
destilada, y posteriormente se tifieron con una solucién rojo
de rutenio al 0,005% durante 10 minutos. Posteriormente, se
enjuagaron en agua y se observaron en un microscopio Nikon
Eclipse CS1 en modalidad de campo claro, a un aumento de
20X y 40X. Las imagenes se adquirieron mediante el software
Nikon Elements.

Para la caracterizacion molecular de la bacteria, se utilizé
el sistema de tipificacion MLST en dos cepas denominadas
OLIT7A y AM2, aisladas de olivo (Aimogasta, La Rioja) y en
muestras vegetales (CE1 y CATA1) provenientes de dos plan-
tas infectadas de los dptos. Cruz del Eje (Cérdoba) y Poman
(Catamarca), respectivamente.

La extraccion de ADN se realizé a partir de extractos de plan-
tas enfermas siguiendo el protocolo descripto por Murray y
Thompson (1980), utilizando 100 mg de material vegetal. En el
caso de las cepas se empled suspensidn de colonias. Luego,
por PCR, se amplificaron por duplicado los siete genes involu-
crados en la tipificacion (leuA, petC, malF, cysG, holC, nuoL y
gltT) segun Yuan et al. (2010), los productos fueron purifica-
dos usando el kit de purificacion de PCR QlAquick (Qiagen),
siguiendo lo descripto por el proveedor, y secuenciados en la
Unidad de Genémica CICVYA-INTA-Castelar.

Las secuencias correspondientes de cada locus fueron edita-
das, alineadas y analizadas mediante los programas bioinfor-
maticos Chromas Lite 2.0.1 (http:/technelysium.com.au/wp/
chromas/) y BioEdit version 7.2 (https://bioedit.software.infor-
mer.com/). Posteriormente, se realiz6 la confrontacion de las
secuencias obtenidas con las secuencias concatenadas de los
siete loci presentes en la base de datos de MLST de Xylella fas-
tidiosa (https://pubmist.org/xfastidiosa/) determinando su ST.

El arbol filogenético se construy6 a partir del alineamiento de
las secuencias realizado con Clustal W (Tompson et al., 1994),
utilizando el método Neighbor-joining de Saitou y Nei (1987)
con un valor de bootstrap de 1000 repeticiones (Felsenstein,
1985) mediante el programa MEGA version 6.0 (Tamura et
al., 2013). En el anélisis se incluyeron las STs de X. fastidiosa
subsp. pauca mas relacionadas con las STs en estudio. Todos
los datos de MLST se encuentran disponibles en la base de
datos mencionada.
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Produccion y titulacién de antisueros especificos para X.
fastidiosa a partir de un aislamiento local

En la elaboracion del antisuero, debido a la baja tasa de
multiplicacion de las cepas aisladas provenientes de olivo,
se utilizé un aislamiento obtenido anteriormente a partir de
almendro, debido a su mayor velocidad de crecimiento. Este
aislamiento denominado ALM4 fue caracterizado como X. fas-
tidiosa subsp. pauca ST78.

Para la obtencion del in6culo se agregé a los cultivos en pla-
ca NaCl estéril al 0,85% y la suspensién bacteriana se trasva-
s6 a microtubos, los que se centrifugaron a 9.300 g durante
5 min. El precipitado obtenido fue resuspendido en la misma
solucidn, se ajusté su concentraciéon a 108 UFC/mly se conser-
v6 en alicuotas a -20 °C.

Para la obtencion del antisuero se inmunizé una coneja de la
raza Nueva Zelanda con la suspensién bacteriana emulsiona-
da con igual volumen de adyuvante incompleto de Freund (Sig-
ma Aldrich, EUA). Se realizaron ocho inmunizaciones y el es-
quema de inyecciones y obtencién de sueros fue el siguiente:
primera inoculacién con 4 inyecciones subcutaneas de 200 pl en
el lomo y dos intramusculares de 500 pl en las patas traseras;
segunday tercera: a los 15y 30 dias de la primera inoculacion
aplicando tunicamente inyecciones intramusculares de 500 pl
en cada pata. La primera obtencidn de suero se realizé a los 21
dias de la tercera inmunizacién. Cinco dias después se inmu-
nizé nuevamente en forma intramuscular y se sangré a los 15
dias (2.2 sangria), repitiendo este paso cuatro veces.

Se compararon los seis antisueros obtenidos (AsXf 1-6) me-
diante ELISA indirecto en placa (PTA ELISA, “Plate Trapped
Antigen - Enzyme Linked Immunosorbent Assay”) (Lommel
et al., 1982) en diluciones 1/500, 1/1000 y 1/2000 frente a
suspensiones bacterianas (108, 107, 10 UFC/ml), extracto de
planta sana y enferma de olivo (1/10) y control positivo Agdia
Inc-SRA 34503, diluidos en tampdn de cobertura.

El antisuero seleccionado fue titulado a través de la técnica
Dot Blot en membrana de nitrocelulosa (Fuente Delgado, 1990
y Hammond y Jordan, 1990). Durante la puesta a punto de la
técnica se observaron reacciones inespecificas en planta sana
por lo que se le realizé una extraccion con cloroformo a los ex-
tractos vegetales en relacién 2:1 v/v extracto:cloroformo em-
pleando diluciones de 1/80000 a 1/1280000 contra extractos
de planta sana y enferma de olivo, suspension de X. fastidiosa
(de olivo y almendro) y tampdn de extraccion.

Implementacion de la técnica serolégica DAS ELISA para
diagnéstico

En la implementacién del antisuero para su uso en diagnés-
tico se procedié a poner a punto la técnica de DAS ELISA, para
la cual se purificé la inmunoglobulina G (1gG) llevandola a una
concentraciéon de 1 mg/ml. Luego, con fracciones de IgG se
elaboraron conjugados enzimaticos (Ball et al., 1990), con fos-
fatasa alcalina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (MacKen-
zie, 1990). Se utilizaron combinaciones de diluciones de IgG y
conjugado (1/200, 1/500 y 1/1000), frente a suspensiones de
X. fastidiosa subsp. pauca AM2 (10, 10°y 10* UFC/ml) de olivo
diluidas en tampdn de extraccion y en extracto de testigos sa-
nos y enfermo 1/10 y 1/30 (p/v). Las mismas muestras se re-
pitieron utilizando los reactivos Agdia siguiendo su protocolo
de laboratorio. Posteriormente, se determiné la especificidad
del suero confrontandolo a otras especies de bacterias paté-

genas de plantas (Xanthomonas citri pv. citri, Pseudomonas
fluorescens, P. savastanoi, Acidovorax sp.) en suspensiones de
106 UFC/ml.

Para cada suspension bacteriana se realiz6 un analisis de va-
rianza a través de modelos lineales mixtos para comparar los
niveles de absorbancia entre los diferentes reactivos. Los sis-
temas quedaron definidos como la combinacién de los facto-
res reactivos (Agdia y AsXf4), las concentraciones del extracto
de planta sana (1/10 y 1/30 (p/v), las tres concentraciones
bacterianas probadas (104 105 10° UFC/ml) y dos tiempos de
lecturas (60 y 120 min).

RESULTADOS

Se logro aislar la bacteria a partir de las dos plantas anali-
zadas, obteniendo las cepas OLI17A, proveniente de Tiro Fe-
deral ny AM2, de La Merced, en diciembre de 2017 y mayo de
2018, respectivamente. Las colonias de ambos aislamientos
se observaron a partir de los 30 dias posteriores de la siembra
en el medio de cultivo BCYE (figura 2); presentando aspecto
translicido, convexo y opalescente, algunas con margenes en-
teros y otra levemente ondulados. No se observé crecimiento
de estas cepas bacterianas en ninguno de los otros medios de
cultivo evaluados (PW, PD2 y PD3).

Figura 2. Colonias de la cepa OLI17A de Xylella fastidiosa en me-
dio BCYE, aisladas desde olivo.
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Caracterizacion morfolégica y molecular de X. fastidiosa

En cortes ultrafinos para microscopia electrénica fue posible
observar la presencia de la bacteria en muestras de olivo (fi-
guras 3 Ay B).

En los cortes de material vegetal se visualizaron células sin
flagelos, en forma de bacilos rectos con la caracteristica de
la pared celular ondulada y dimensiones correspondientes a
los bacilos pertenecientes a X. fastidiosa (Landa et al., 2017).

Mediante microscopia optica de campo claro, en cortes de
peciolo de olivo, los vasos xilematicos completamente dife-
renciados se observaron ocluidos (coloreados con rojo rute-
nio), no sucediendo lo mismo en las muestras de material ve-
getal sano (figuras 4 Ay B).

La tipificaciéon por MLST permitié determinar que las cepas
OLI17A y AM2 aisladas, al igual que las detectadas en mues-
tras de plantas infectadas (CE1y CATA1), pertenecen a X. fas-
tidiosa subespecie pauca ST69. En la figura 5 se muestra el
analisis filogenético de las secuencias tipo (ST) caracteriza-
das en este trabajo con las STs de X. fastidiosa subsp. pauca
mas relacionadas. La secuencia tipo de olivo de nuestro pais,
se encuentra alejada del grupo genético ST53 de Italia y mas
cercana a la ST65 de Brasil.

Produccién y titulacién de antisueros especificos para X.
fastidiosa a partir de un aislamiento local

Una vez finalizado el esquema de inmunizacién se obtuvie-
ron seis antisueros de X. fastidiosa proveniente de almendro
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que fueron denominados AsXf1 a AsXf6. Los resultados del
PTA ELISA determinaron que la mayor lectura de absorban-
cia del testigo enfermo se obtuvo con el AsXf4 en la dilucion
1/2000, observandose aqui la mayor diferencia entre testigos
sanos y enfermos.

La titulacion del AsXf4 por Dot Blot mostré alta reaccion es-
pecifica frente a extractos de planta enferma de olivo y sus-
pension bacteriana aislada de almendro y olivo, y no reaccioné
frente a extractos de planta sana, cuando las muestras fueron
extraidas con cloroformo, siendo importante la incorporacion
de este paso en el protocolo. El suero reaccioné hasta la maxi-
ma dilucién probada 1/1280000.

Implementacion de la técnica serolégica DAS ELISA para
diagnostico

El antisuero AsXf4 fue seleccionado para la puesta a punto de
la técnica de DAS ELISA. Se eligié 1/200 como dilucion de tra-
bajo de la IgG y del conjugado debido a que mostré las mayores
diferencias en valores de absorbancia entre los testigos sanos y
enfermos. Se observé inhibicion cuando se utilizé la planta en-
ferma molida 1/10 (p/v), lo mismo sucedié con las suspensio-
nes bacterianas diluidas 1/10 (v/v) con extracto de planta sana
de olivo en AsXf4 y Agdia. A la hora de reaccién fueron recono-
cidas todas las muestras analizadas con ambos reactivos en
la concentraciéon 10° UFC/ml. En 10° UFC/m, los dos reactivos
reconocieron las muestras solo en la dilucion 1/30 (tabla 1).

En dicha tabla se presentan para cada una de las concen-
traciones bacterianas las comparaciones de los dos sistemas.

Figura 3.A. Bacilos de Xylella fastidiosa presentes en vasos xilematicos de hojas de olivo, observados por microscopia electrénica de

Transmision. 3.B. Detalles del bacilo a mayor aumento.
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Figura 4. Cortes transversales por vasos xilematicos de peciolos de hojas de olivo. A. taponamiento de los vasos en planta enferma con

X. fastidiosa. B. vasos xilematicos de planta sana.

Agdia 0,05 0,001 ¢ 0,10 001 ¢ * 0,35 005 ¢ * *

110 AsXf4 0,02 0,001 b 0,03 001 e 0,16 002 d * **

120 1/30 Agdia 0,06 0,010 ¢ 0,19 004 ab * ** 0,61 009 b * **
AsXf4 0,02 0,002 b 0,07 001 d * ** 0,36 006 c * *

1/10 Agdia 0,09 0,001 a 0,20 001 a * ** 0,65 010 b * **

60 AsXf4 0,02 0,002 b 0,05 0,01 de * 0,29 003 ¢ * *
1/30 Agdia 0,10 0,010 a 0,36 007 a * ** 1,11 014 a * *

AsXf4 0,02 0,002 b 0,12 0,01 bc * ** 0,65 008 b * **

Tabla 1. Respuesta de los reactivos AsXf4 y Agdia frente a diferentes concentraciones de X. fastidiosa y tiempos de lectura.

ficativamente diferentes (p>0,05).

Medias
ajustadas y errores estandares para reactivos, tiempo de absorbancia y dilucion del extracto. Medias con una letra comun no son signi-

* Media estadisticamente diferente a la media de los testigos (0,09 para Agdia a los 120 minutos y 0,05 para Agdia a los 60 minutos.

0,02 para AsXf4 en ambos tiempos).

** Media estadisticamente diferente a dos veces la media de los testigos (0,18 para Agdia a los 120 minutos y 0,10 para Agdia a los 60

minutos. 0,04 para AsXf4 en ambos tiempos).

También se indica si las absorbancias de cada uno de los
reactivos superaron los umbrales de deteccién. Se utilizaron
dos criterios para definir los umbrales de deteccion: las ab-
sorbancias de la media y dos veces la media de los testigos
sanos. A las dos horas de reaccion, la concentracion 10° UFC/ml

Caracterizacién de Xylella fastidiosa a partir de materiales vegetales y cepas aisladas de olivo (Olea europaea L.) e implementacién de un sistema {...)

siguié dando positivo con ambos reactivos, mientras que en
la concentracidn bacteriana 10° AsXf4 reconoce las muestras
solo en la dilucién 1/30.

Ambos sistemas tienen el mismo comportamiento de reac-
cién en relacion con la deteccién del patégeno en la concen-
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Figura 5. Arbol filogenético de las secuencias tipo (ST) de X. fastidiosa subsp. pauca provenientes de diferentes hospedantes y paises.
Realizado a través del método Neighbor-Joining con el programa Mega version 6.0. Los valores de bootstrap (1000 repeticiones) se
indican en cada nodo. La barra indica niimero de sustituciones/nucleétidos.

tracion 10° UFC/ml, difiriendo su respuesta en 105 UFC/ml. Se
menciona que a las dos horas de reaccion el AsXf4 en la dilu-
cion de extracto 1/30 es estadisticamente igual al comercial
en ambas concentraciones bacterianas. La suspension de X.
fastidiosa 10* UFC/ml no fue reconocida por ninguno de los
dos sistemas. Esta técnica serolégica permitié detectar la
presencia de X. fastidiosa en extractos de plantas de olivos
y almendros en diluciones del patégeno de 10°y 10° UFC/ml.

Cuando se realizaron ensayos para probar la especificidad
del AsXf4 enfrentandolo a otras bacterias patégenas de vege-
tales: X. citri pv. citri, P fluorescens, P savastanoi, Acidovorax
sp., en diluciones 10° UFC/ml, no se obtuvieron reacciones
cruzadas (resultados no mostrados). Un ensayo similar se
realizé en el laboratorio de bacteriologia del Centro de Pro-
teccion Vegetal y Biotecnologia del Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA) de Valencia, Espaiia, donde
enfrentaron dos cepas de X. arboricola pv. pruni y una cepa
de Erwinia amylovora con el AsXf4 presentando solo una leve
reaccion cruzada con E. amylovora. Segin EPPO (2018), el re-
activo comercial Agdia tiene reaccion cruzada con P. syringae
pv. syringae y X. arboricola pv. pruni.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

X. fastidiosa es una bacteria muy dificil de erradicar (Catalano
et al., 2019), por lo que todos los esfuerzos deben ir dirigidos a la
prevencion de su introduccién en nuevas dreas. Se deben desa-
rrollar estrategias orientadas hacia la prevencién y el control de la
enfermedad con el fin de disminuir su impacto en la produccion.
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Este es el primer estudio en Argentina donde se reporta el
aislamiento exitoso de X. fastidiosa subsp. pauca a partir de
plantas de olivo y su identificaciéon por MLST confirma el grupo
genético ST69 en este hospedante, el cual fue detectado en
trabajos previos en citricos y olivo (Coletta-Filho et al., 2017;
Tolocka et al., 2017a; Tolocka et al., 2017c). Este ST no ha sido
reportado fuera de Argentina hasta el presente.

Si bien en el aislamiento de la bacteria se debe tener en cuen-
ta la época del afio en que se realiza, dado que las condiciones
ambientales influyen en la concentracién de la misma en la
planta (Landa et al., 2017), los aislamientos realizados a partir
del material procedente de dos diferentes muestreos (diciem-
bre para OLI17A y mayo para AM2) fueron exitosos.

Estudios realizados en ltalia por De Benedictis et al. (2017)
mostraron un mayor nimero de oclusiones en las varieda-
des de olivo mas susceptibles a X. fastidiosa, como son los
cv. Ogliorola y Cellina di Nardé, comparado al cv. Leccino, el
cual se comporta como mas tolerante. Estas oclusiones es-
tan constituidas por tilosas y pectinas producidas por las res-
puestas fisioldgicas de la planta ante la infeccion, las cuales
no pueden diferenciarse de los posibles agregados producidos
por la bacteria. En la enfermedad de Pierce (Pierce disease,
PDB) en vid se ha comprobado que la planta ocluye sus pro-
pios vasos como una respuesta fisiolégica para contener la
propagacion bacteriana (Fritschi et al., 2008). Si bien De Be-
nedictis et al. (2017) no consideran esta respuesta como un
marcador de tolerancia/resistencia a la enfermedad, podria
ser tenida en cuenta en ensayos de busqueda de cultivares
tolerantes a la bacteria.
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Si bien las muestras analizadas de olivo de diferentes zonas
del pais pertenecen a un mismo ST, no se descarta la posibili-
dad de que se presenten otras variantes genéticas como ocu-
rre en los citricos de Brasil, donde se han encontrado cinco STs
diferentes (Coletta-Filho et al., 2017). Las STs de X. fastidiosa
caracterizadas en olivos provenientes de la region del noroeste
argentino (NOA) y las de naranjos del noreste argentino (NEA)
son iguales, constituyendo un riesgo potencial de transmision
para las plantaciones citricolas de la region del NOA, donde atin
no ha sido detectada la presencia de esta bacteria.

El andlisis filogenético de las secuencias analizadas mostré
que la ST69 esta mas relacionada genéticamente con la ST65
de citricos que con la ST16 de olivo de Brasil y tiene menor
similitud con la ST53 CoDiRo, presente en olivares de Italia
causando la enfermedad denominada decaimiento subito del
olivo (Olive Quick Decline Syndrome-0QDS).

Es fundamental continuar con la identificacién de mas aisla-
mientos por la posibilidad de encontrar diferentes ST de X. fasti-
diosa en otras zonas de plantaciones de olivos de nuestro pais.

Es importante destacar que a partir de un aislamiento local
fue posible elaborar un antisuero policlonal AsXf4 que permi-
te la implementacion de reactivos de diagnéstico serolégicos
para la deteccion de X. fastidiosa en olivo y en otras especies
vegetales. Ademas, posibilita el testeo de una mayor cantidad
de muestras, en menor tiempo y lo mas econémicamente po-
sible, facilitando la toma inmediata de medidas de exclusion,
en aquellas areas donde todavia no se encuentra establecida
la bacteria.

Mediante DAS ELISA, el AsXf4 reconoci6 a X. fastidiosa con
adecuada sensibilidad y alta especificidad y no reaccioné
frente a otras bacterias patégenas de plantas, en particular
bacterias que afectan olivo, excepto una leve reaccion cruza-
da con E. amylovora. Ademas, se determiné que a mayores
tiempos de incubacion (2 h de reaccion) este antisuero tendria
un mejor comportamiento que a la hora, equiparandose con el
kit comercial. Respecto a este ultimo, se observé coloracion
en los testigos sanos, aumentando sus valores de absorban-
cia a las dos horas, sin embargo no sucedié lo mismo con el
AsXf4, donde los testigos sanos se mantuvieron incoloros. Se
estandarizé una dilucién de uso del AsXf4 de 1/200 para IgG
y conjugado, y se considera que a las dos horas de coloca-
do el sustrato seria el momento mas apropiado para evaluar
los valores de lectura de absorbancia, pudiéndose continuar
con estas mientras los testigos sanos permanezcan estables.
Dado que en las pruebas de diagndstico realizadas en olivo
se observé que existe inhibicién, se sugiere macerar el tejido
vegetal en diluciones de al menos 1/30 (p/v) para evitar falsos
negativos. Ademads, este antisuero policlonal elaborado a par-
tir de una cepa local permitié detectar diferentes subespecies
de X. fastidiosa en distintos hospedantes.

AsXf4 fue probado mediante DAS ELISA en el laboratorio del
IVIA donde se evaluaron cuatro cepas de X. fastidiosa: una de
la subespecie pauca de cafeto (CFBP 8072, Ecuador) y tres
de la subespecie fastidiosa de almendro (LMG 15099, Florida,
EUA), vid (LMG 17159, California, EUA) y cerezo (IVIA 5235,
Islas Baleares, Espaiia). Las observaciones realizadas mos-
traron que estas cepas fueron reconocidas por el antisuero
(Noalesy Gorris, 2019, com. pers.), como sucede también em-
pleando el kit comercial Agdia.

Otro aporte de importancia de los estudios realizados en
este trabajo es permitir la utilizacién del reactivo en diferentes
laboratorios de nuestro pais donde se diagnostica este pa-

tégeno, sin tener el impedimento de no disponer de manera
continua con reactivos serolégicos. El Instituto de Patologia
Vegetal-IPAVE cuenta con la capacidad de produccion de an-
tisueros y teniendo cepas aisladas de esta bacteria se asegu-
ra su abastecimiento. Los reactivos comerciales importados,
ademas de tener un alto costo estan elaborados a partir de
cepas extranjeras que podrian ser menos sensibles en la de-
teccion de la bacteria en el material vegetal analizado.

Como propuesta de trabajo sobre futuras lineas de investi-
gacion seria importante realizar interlaboratorios a nivel na-
cional e internacional con el reactivo AsXf4 para conocer su
comportamiento en respuesta a la deteccion de diferentes
hospedantes de X. fastidiosa ademas de olivo.
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