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RESUMEN

La citricultura es una de las actividades agroindustriales méas importante en la
Argentina. El continuo crecimiento del area de cultivo y el aumento de la produccion,
origind la busqueda de nuevos mercados para su comercializacion. En el norte
argentino, la presencia de plagas claves como la mosca del Mediterraneo, Ceratitis
capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae), limitan la comercializacion de los frutos
hospedantes de dicha mosca, los cuales deben recibir tratamientos cuarentenarios para
poder entrar en zonas o regiones libres de la misma. La fumigacion con bromuro de
metilo es uno de los tratamientos mas empleados en el mundo por su amplio espectro de
control de plagas en diversos productos frutihorticolas. El objetivo general de este
trabajo fue determinar la sensibilidad de C. capitata Wied. al bromuro de metilo en
frutos de pomelos (Citrus paradisi Macfadyen) y mandarinas (Citrus reticulata Blanco).
Los objetivos especificos fueron establecer la variedad de pomelo y mandarina en la que
el estado de desarrollo de C. capitata presenta mayor tolerancia; determinar las
condiciones de fumigacién a 15°C (dosis y tiempo de fumigacion) para obtener la
mortalidad total del estado mas tolerante, y evaluar el efecto del bromuro de metilo
sobre las variedades de pomelos y mandarinas. Los estudios se realizaron en cuatro
etapas de ensayos.

En la etapa I se determiné la sensibilidad de los estados de desarrollo de C.
capitata al bromuro de metilo variando las dosis de bromuro de metilo.

En la etapa II se establecid si las variedades de pomelos y mandarinas inciden
sobre la tolerancia al bromuro de metilo del estado mas tolerante de C. capitata.

En la etapa III se determiné la dosis de bromuro de metilo y el tiempo de
fumigacion a 15°C necesarios para obtener el 100% de mortalidad del estado mas
tolerante.

En la etapa IV se establecieron los dafios causados por el bromuro de metilo en
frutos de pomelos y mandarinas de importancia comercial.

Los resultados obtenidos en la etapa I, mostraron que los huevos tuvieron el
mayor valor de DL 50, presentando diferencias significativas con las DL 50 de las
larvas inmaduras y maduras en las dos especies citricas.

En la etapa II se encontrd que las DL 50 de los huevos obtenidos para las

variedades de pomelos y mandarinas, no mostraron diferencias significativas entre ellas.



Resumen

Los resultados obtenidos en la etapa III mostraron que no se encontraron huevos
vivos en los tratamientos de 48 g/m’ con 4 y 4,5 horas y 56 g/m’ con 3; 3,5 y 4 horas de
exposicion.

En la etapa IV se determind que los pomelos Marsh Seedless y las mandarinas
Clemenules fueron las mas susceptibles a las fumigaciones con bromuro de metilo, ya
que presentaron los mayores valores de pérdida de peso y alteraciones fisiologicas.

Se concluyd que el huevo de C. capitata es el estado mas tolerante al bromuro
de metilo; que se puede obtener una mortalidad total de ese estado con fumigaciones de
48 g/m’ durante 4; 4,5 horas, y 56g/m® durante 3; 3,5 y 4 horas a 15°C, y que los

tratamientos mantienen la calidad comercial de los pomelos y mandarinas.

II
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 La citricultura en la Republica Argentina
La produccion de citricos es una de las actividades fruticolas mas importante en
la Argentina. Las condiciones climaticas dptimas de las areas de produccion, el empleo
de diferentes variedades y la aplicacion de tecnologia de ultima generacion, origind la
obtencion de frutas de alta calidad, comercializada actualmente en los principales

mercados mundiales.

Argentina presenta dos zonas citricolas definidas: el Noroeste Argentino,
(Tucuman, Jujuy, Salta y Catamarca) con 59.018 hectareas cultivadas y alrededor del
54% de la produccion nacional; y el Noreste Argentino, (Entre Rios, Corrientes,
Misiones y Buenos Aires) con 78.382 hectareas y alrededor del 45% de la produccion

nacional, produciendo ambas regiones 3,6 millones de toneladas.

En la actualidad, la produccién de citricos se encuentra en aumento y se estima
alcanzar en pocos afios los 4 millones de toneladas. El principal mercado de exportacion
es la Union Europea, a la cual en los ultimos afios se sumaron otros como Europa

Oriental, Japon y paises socios del MERCOSUR (Tabla 1.1) (Federcitrus, 2011).

Tabla 1.1. Produccién y exportacion mundial y de Argentina de fruta citrica fresca
expresada en miles de toneladas.

Produccion Exportacion
Especie Mundial  Argentina % Mundial Argentina %
Naranja 46.352 1130 2,44 3415 130 3,79
Mandarina 19.543 555 2,84 1952 118 6,06
Pomelo 4.981 172 3,46 799 10 1,31
Limon 6.489 1.756 35,26 1.501 244 16,26
Total 77.365 3.613 4,67 7.667 502 6,55
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Asimismo, en lo que respecta a la parte industrial, Argentina ocupa el cuarto
lugar en citricos procesados, con 1.283.000 toneladas, siendo responsable del 38% de la
industrializacion del limén, el 1% de mandarina, el 5% de naranja y el 9% de pomelo a
nivel mundial. Los principales productos obtenidos del proceso industrial son jugo

concentrado (de las cuatro especies) y aceite esencial (de limén).

La presencia de especies insectiles perjudiciales como la mosca del
Mediterraneo C. capitata, ha generado serios inconvenientes en el intercambio de estos

productos a zonas libres de la misma (Urrutia Anabalon, 1998; Segovia, 2003).

Estados Unidos, Japdén, Chile y otros paises poseen parte o todo su territorio
libre de esta mosca, y por lo tanto, toda fruta hospedante de C. capitata que ingrese

debe recibir tratamientos postcosecha, también llamados tratamientos cuarentenarios.

1.2 Tratamientos cuarentenarios
La introducciéon de una plaga en una regidn o pais, ocasiona pérdidas
economicas importantes en los cultivos, tanto por la accion directa de la plaga, como
por los costos ocasionados por las medidas de control que se deben adoptar para evitar
su diseminacion y/o erradicacion, el deterioro al medio ambiente al aplicar dichas
medidas y la pérdida de mercados de exportacion libres de la plaga recientemente

introducida.

Para evitar la introduccion de plagas, los paises y/o regiones consumidores de
frutas frescas establecen restricciones y exigencias muy firmes cuando comercializan
con regiones y/o paises que presentan la plaga en cuestion. Entre las distintas exigencias
se encuentran los tratamientos postcosecha o cuarentenarios. El objetivo de estos
tratamientos es buscar la eliminacidn total de la plaga de manera de minimizar el riesgo

de introduccion de la misma como consecuencia de la comercializacion del producto.



Introduccion y antecedentes

1.2.1 Tratamientos cuarentenarios fisicos
1.2.1.1 Irradiacion

Los is6topos radiactivos y la radiacion gamma se han utilizado en el campo de la
entomologia, principalmente para los estudios de biologia, comportamiento, combate
autocida de insectos plagas a través de la técnica del insecto estéril (TIE) y como
tratamiento cuarentenario. El cobalto 60 es el emisor de radiacion gamma mas
comunmente utilizado para el control cuarentenario o para esterilizar insectos. Los rayos
gamma producen alteraciones que lesionan las cadenas de ADN al colisionar con ellas,

fracturandolas o desnaturalizando sus funciones.

Las ventajas que tiene este tipo de tratamiento es que no deja residuo en las
frutas o elemento irradiado, es rapido, no modifica la temperatura del producto y puede
aplicarse en una amplia variedad de productos. Las desventajas son que no todos los
paises lo aceptan como valido (por ejemplo Japon), falta de conocimiento por parte del
publico del uso de la energia ionizante, instalaciones costosas y frutos con alto
contenido de jugo o ambientes con bajos niveles de oxigeno, pueden reducir la eficacia

del tratamiento.

1.2.1.2 Aire caliente forzado

En este tratamiento, la humedad relativa no supera el 60% pudiendo fluctuar
durante el mismo. La transferencia de calor es inicamente por conveccion y durante el
proceso se deben mantener elevadas las temperaturas de la pulpa y de la superficie del
fruto para eliminar los insectos. Estos mueren en un corto periodo de tiempo al
exponerlos a temperaturas que oscilan entre 45 a 60°C. La causa de la mortalidad por
las altas temperaturas puede ser explicada desde el punto de vista fisioldgico debido a
un desorden quimico que ocasiona la coagulacidon de las proteinas, la pérdida de agua

del cuerpo o deshidratacidn, inhibicion de la accion enzimatica, etc.

En Estados Unidos se desarrolld el primer tratamiento de aire forzado para
eliminar tres tipos de moscas de los frutos: C. capitata, D. cucurbitae y D. dorsalis en
papayas infestadas de Hawaii. La humedad relativa utilizada fue de 40-60% 47,2°C

durante 2 horas (Armstrong et al. 1989). También se realizaron experiencias para
4
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eliminar adultos de “trips” Heliothrips haemorrhoidales Bouche, y el quinto estadio
larval de la “polilla de la manzana” Epiphyas postvittana Walker, sobre la superficie del
nispero japonés Diosphyros kaki L. Se empled aire caliente a una temperatura de 47°C y
una HR de 55-60% durante 15 minutos, logrando una mortalidad del 100% sin
deteriorar la fruta (Cowley et al. 1992a). También se realizaron investigaciones para
determinar la tolerancia de los huevos y larvas de Batrocera tryoni al vapor de agua
(Heard ef al.1992). Las desventajas que tiene este tratamiento son su alto costo de
equipamiento, dificil regulacién de temperatura y humedad y numerosos dafios en los
frutos (alteracion del sabor, deformacidén, manchas sobre la superficie, deterioro de la

pulpa y pudricidn).

1.2.1.3 Inmersion en agua caliente

Este método consiste en sumergir un producto (frutos, vegetales, raices y tallos)
en un bafio de agua caliente a una temperatura especifica durante un tiempo
determinado, segiin el producto del cual se trate y de las plagas que pudieran estar
presentes en ¢él. La causa de la mortalidad de los insectos es la misma que en el
tratamiento anterior y fue desarrollado con éxitos en frutos tropicales (Gould y Sharp,
1992). Entre las ventajas y desventajas de este tratamiento pueden mencionarse que no
contamina el ambiente ni perjudica la salud humana, pero solo puede ser aplicado a
frutos que resisten altas temperaturas; este método tiene un elevado costo de inversion.
Armstrong (1982) logrd la eliminacién de los estadios inmaduros de C. capitata y
Bactrocera dorsalis Hendel en bananas, y actualmente se lo usa para la desinsectacion
de mangos afectados por C. capitata y Anastrepha sp. También se realizaron
investigaciones para evaluar la sensibilidad de los estados de desarrollo de diferentes
especies de moscas de los frutos a este tipo de tratamiento, con el objetivo de su
posterior aplicacion como tratamiento cuarentenario (Glosser, 1990; Jang, 1986; Jang et

al. 1999).

1.2.1.4 Vapor de agua

Es un método de desinfeccion que aplica vapor saturado a una temperatura

aproximada de 43-50°C. El aire humedo se condensa cuando el agua entra en contacto
5
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con la superficie fria de la fruta al inicio del tratamiento, liberando calor y aumentando
el calor de conduccion. La muerte de los insectos se produce de la misma forma que en
los tratamientos con altas temperaturas, los cuales fueron descriptos anteriormente. Este
método de desinfeccidon pasé a reemplazar a los de aire caliente e inmersion en agua
caliente por ser menos agresivo con los frutos. Puede ser aplicado para el control de

diferentes plagas siempre que el hospedante lo tolere (Carpenter y Potter, 1994).

1.2.1.5 Atmosfera controlada

La tecnologia de atmoésfera controlada trabaja por reduccidén de la respiracion,
demorando la produccion de etileno, inhibiendo la reproduccion de patogenos y
matando insectos. El gran impacto sobre los insectos es alcanzado por el mantenimiento
de bajas concentraciones de O; en un periodo extenso de tiempo, el cual conduce a una
privacion de O, en los tejidos de los insectos. Las ventajas de este tratamiento son la
prolongacion del periodo 6ptimo de conservacion, reducion de las mermas por peso y
del ataque fungico. Sin embargo, presenta una inversidn inicial elevada puesto que

necesita de un equipamiento tecnoldgico especifico para su funcionamiento.

1.2.1.6 Frio

Este tratamiento consiste en exponer las frutas a bajas temperaturas,
generalmente por debajo de los 3°C, por periodos de tiempos que garanticen la completa
eliminacion de las plagas. Es una buena alternativa para productos cuyo destino es
lejano y su traslado ocurre en barco, lo cual permite someter a la fruta y/o producto a
cierta temperatura por un periodo prolongado. Otra ventaja es el hecho de ser un
tratamiento aceptado internacionalmente. Por sus caracteristicas, sin embargo no resulta
apropiado para productos tropicales y subtropicales, ya que estos no resisten
tratamientos a bajas temperaturas y potencian el deterioro de las frutas ocasionado por
una cosecha y transporte deficiente. Gould et al. (1990) desarrollaron un tratamiento de
15 dias a 1,1°C, para carambolas infestadas con 4. suspensa Loew de Florida, con
destino a California. Por su parte, Gastaminza (2002), desarrolld6 un tratamiento

cuarentenario para limones del Noroeste Argentino con destino a Japén, y determind
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que manteniendo la fruta a 2 + 0,5°C durante 19 dias se eliminaban todos los estadios de

desarrollo de C. capitata.
1.2.2 Tratamientos cuarentenarios quimicos

En estos tratamientos se emplean fumigantes que se caracterizan por ser
sustancias organicas voldtiles, generalmente con uno o mas haldgenos, que se
convierten en gases a una temperatura mayor o igual a 4,4°C. Estos fumigantes son
efectivos como agentes de control porque la mayoria son altamente tdxicos y se
difunden rapidamente. Entre los productos mas utilizados se encuentran la fosfina y el
bromuro de metilo. La ventaja de estos tratamientos es que generalmente controlan un
amplio rango de plagas, requieren poco tiempo de exposicion, son de facil manejo y
bajo costo de implementacion comparado con los tratamientos cuarentenarios fisicos.
Tienen la desventaja de ser perjudiciales para el ambiente y la salud humana ya que se

utilizan compuestos téxicos (Lins, 1982; Windeguth y King, 1982).

1.2.2.1 Tratamientos con fosfina

La fosfina es un fumigante que presenta dos tipos de formulaciones. Uno es el
fosfuro de aluminio o de magnesio en pastillas o pellets, y el otro como fosfuro de
hidrégeno envasado en mezcla con CO,. Este ultimo es empleado en tratamientos
cuarentenarios en Japon. El estado activo es el gaseoso, teniendo la fosfina pura un
tiempo de fumigacidén mas corto que el fosfuro de aluminio, razon por la cual puede ser
aplicado en plantas vivas y productos frescos. El problema que presenta la fosfina pura
cuando se mezcla con aire a concentraciones superiores a 18.000 ppm (1,8% de fosfina)
es que forma mezclas explosivas. En la actualidad, se desarrolld un nuevo método de
aplicacion de fosfina a través de un horno generador (HDS, Horn Diluphos System) que
permite la dilucidn directa de la fosfina pura envasada en cilindros con aire para obtener
una mezcla a una concentracion de 10.000 ppm. Este gas actia sobre los insectos por
asfixia, inhibe la actividad de la enzima colinesterasa afectando procesos metabdlicos y

enzimaticos del sistema respiratorio de los insectos.

Este tipo de tratamiento tiene la ventaja de que puede ser aplicado a un amplio

rango de insectos (plagas de granos almacenados, algunas cochinillas, acaros y trips).
7
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Una vez liberada la fosfina a la atmdsfera se oxida rapidamente a acido fosforico por
accion de la luz solar. Ademds, este tratamiento no afecta el poder germinativo ni el
rendimiento de las semillas de cereales, sorgos y legumbres. Sin embargo, presenta la
desventaja de que requieren mayores periodos de exposicion (varias horas), altos costos

operativos y es altamente toxico para el hombre y los animales.

En Japdn se realizaron investigaciones sobre tratamientos con fosfina para el
control de la polilla del duraznero Carposina niponensis en ciruela, cereza, nectarines, y
pera, y determinaron que el tratamiento produjo la muerte de los huevos de esta polilla
sin observarse frutos con dafios. También se realizaron pruebas de gran escala
utilizando el horno generador de fosfina para el control de tres especies de acaros en
peras variedad “Nijisseiki”. Las condiciones del tratamiento fueron 1,5 g/m’ de fosfina
durante 24 horas a 15°C y se trataron todos los estados de desarrollo de las plagas. El
tratamiento produjo el 100% de mortalidad de la plaga y no dafi6 la fruta fumigada
(Soma et al., 2000; 2002).

1.2.2.2 Tratamientos con bromuro de metilo

Las fumigaciones con bromuro de metilo son las mas utilizadas en el mundo. El
principal motivo radica en el hecho que son tratamientos aplicables a un amplio rango
de productos fruti-horticolas, son rapidos, econémicos y eficientes. Es asi que paises
como Estados Unidos, Japdn y Chile, desarrollaron tratamientos con bromuro de metilo
adaptados a las condiciones de produccion de sus cultivos fruticolas y horticolas, los
cuales facilitaron el intercambio comercial y el crecimiento economico de la actividad

(Yokohama, 1994a).

1.2.2.1 Modo de accion del bromuro de metilo

El bromuro de metilo actia bloqueando las deshidrogenasas que intervienen en
la formacion del ATP y otras reservas energéticas de los seres vivos. Por otra parte,
inhibe la citocromo-oxidasa, rompiendo la secuencia respiratoria y por lo tanto la

muerte de los insectos se produce por asfixia. La accion biocida de este compuesto es

8
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muy amplia, lo cual lo hace altamente efectivo en numerosas especies. Su penetracion
en los insectos se realiza a través de los espiraculos (orificios respiratorios) tanto en
larvas, pupas como adultos y en el caso de los huevos difunde a través de la membrana

y coridn.
1.2.2.2 Susceptibilidad de los insectos al bromuro de metilo

La susceptibilidad de los insectos a los fumigantes estd relacionada con su
metabolismo respiratorio, el cual varia de acuerdo al estado de desarrollo. En la mayoria
de las especies, el adulto tiene el ritmo respiratorio mas alto, luego le sigue la larva y
por ultimo la pupa y el huevo. Asimismo, existen factores que actuan sobre la

susceptibilidad de los insectos durante el proceso de fumigacién como ser:

. Temperatura: la absorcion y volatilizacion de los fumigantes se incrementa con
el aumento de la temperatura, asi como también la toxicidad de los mismos. En cuanto a
los insectos, al aumentar la temperatura, aumenta la tasa metabdlica y por ende la

demanda de oxigeno (Bond, 1975; Hilton y Banks, 1997; Misumi et al. 2001).

o Concentracion de CO;: este factor tiene importancia en los lugares donde se
realizan los tratamientos. El aumento de la concentracion de CO, en la camara de
fumigacion incrementa la susceptibilidad de los insectos ya que produce un estimulo en
los centros respiratorios. Por esta razon ese producto es utilizado en mezcla con otros

gases.

o Concentracion de O,: en el proceso de fumigacion, la concentracion de O, en la
camara disminuye y aumenta la concentracion del quimico, ocasionando un incremento
de la susceptibilidad de los insectos al fumigante, facilitando la accion toxica del mismo
(Cotton, 1932; Claypool y Vines, 1956; Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries,
1997).

o Estado biologico: se refiere a investigaciones realizadas para estudiar la
sensibilidad de los estados bioldgicos de los insectos frente a diferentes fumigantes.
Balock y Lindgren (1951) trabajaron con D. dorsalis Hendel y 53 fumigantes y
determinaron que para el caso del bromuro de metilo, los huevos fueron mas tolerantes

que las larvas.
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En el desarrollo de fumigaciones cuarentenarias para Cydia pomonella Linnaeus
en manzanas y ciruelas exportadas a Japdn, se determind que las larvas del quinto
estadio fueron las mds tolerantes en manzanas, mientras que en ciruela fueron los

huevos (Gaunce ef al., 1981; Tebbets et al., 1986; Dentener et al. 1998).

En fumigaciones cuarentenarias de cerezas, duraznos, pelones, peras y ciruelas
infestadas con C. capitata, se consideraron a los huevos como el estado mas tolerante al
bromuro de metilo, ya que éstos presentaron la menor actividad respiratoria y por lo
tanto el intercambio gaseoso fue mas lento, (Spitler y Couey, 1983, Armstrong y Couey,
1984b). Por el contrario, en trabajos realizados en pomelos Red Blush se determin6 que

las larvas del tercer estadio fueron las mas tolerantes, (Marti Silva ef al. 1992).

Hartsell et al. (1986) determinaron que los huevos de 24 horas de Amyelois

transitella Walker fueron los mas tolerantes en pistachos infestados con esta plaga.

En el caso de duraznos infestados con Rhagoletis completa Cresoon, se
determin6 que las larvas del tercer estadio son las mas tolerantes (Yokohama et al.

1992)

En Japon se desarrollaron tratamientos para el control de Carposina niponensis
Walsingham y Conogethes punctiferalis Guenée en manzanas exportadas a Estados
Unidos, y se determind que para ambas plagas los huevos fueron los més tolerantes

(Kawakami et al. 1994).

De la misma forma, Zettler et al. (2002) trabajando con huevos, ninfas y adultos
de la cochinilla Maconellicoccidae hirsutus Green, determinaron que las ninfas tardias

fueron las mas tolerantes al bromuro de metilo.

Amstrong y Whitehard (2005) evaluaron el efecto del bromuro de metilo en C.
capitata'y D. dorsalis. Trabajaron con dosis de 16, 32, 48, 64 g/m’ y temperaturas 15,
20, 25 y 30°C. Estos autores establecieron que los huevos de ambas moscas fueron mas

tolerantes al bromuro de metilo que las larvas para las temperaturas y dosis mas bajas.
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1.2.2.3 Ejemplos de tratamientos con bromuro de metilo

Como se menciond, el bromuro de metilo es uno de los fumigantes mas utilizado
en tratamientos cuarentenarios. Como ejemplo de ello, se pueden citar a Spitler y Couey
(1983); Armstrong y Couey (1984b), quienes desarrollaron fumigaciones para el control
de C. capitata en cerezas, duraznos, pelones, peras y ciruelas. Los tratamientos que

controlaron totalmente la plaga fueron:

a) 48 g/m’ durante 2 6 3 horas y 32 g/m’ durante 4 horas, ambos a una

temperatura mayor a 21°C.

b) 24 g/m’ 2,5 horas, 32 g/m’ 1,5 horas o més, y 48 g/m’ 1 hora o mas. Estos tres
tratamientos a una temperatura mayor de 30°C. También se desarrolldé una fumigacion
para melones infestados con B. xanthodes y las condiciones del tratamiento fueron 32

g/m’ 4 horas a 21°- 26° (Cowley et al. 1991)

En Chile, Marti Silva et al. (1992) desarrollaron un tratamiento cuarentenario
con 40 g/m’ de bromuro de metilo durante 4 horas a més de 21°C para el control de C.

capitata en pomelos Red Blush.

También se desarrollaron tratamientos para otros dipteros de importancia
cuarentenaria como el caso de A. suspensa Loew en pomelos Marsh Seedless, cuyas
fumigaciones efectivas fueron 40 mg/l y 56 mg/l durante 2 horas a 21°C - 24°C.
Posteriormente se establecieron fumigaciones para el control de la misma plaga en
duraznos y ciruelas, cuyos tratamientos eficaces fueron 32 6 48 g/m’ durante 1 6 1,5

horas, 38,3 g/m3 y 20,4 g/m3 durante 2 horas, todos a 30°C, (Benchoster, 1979b; 1988).

En 1983 se desarrollaron fumigaciones para cerezas infestadas con Rhagoletis
indifferens Curran y se determinaron que los tratamientos que tuvieron seguridad
cuarentenaria fueron 64 g/m3 a 6°C —12,5°C, 48 g/m3 a 13°C -16,5°C, 40 g/rn3 al7°C —
20,5°C y 32 g/m’ 21°C, todos durante 2 horas, (Moffit ez al. 1983).

Asimismo se establecieron dos tratamientos para pepinos infestados con B.
cucurbitae Coquillet y D.dorsalis. Las condiciones de fumigacion fueron 32 g/m’ por 4

horas y 48 g/m’® por 2 horas, ambos a una temperatura mayor de 19 °C (Armstrong y
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Garcia, 1985). También se desarrollaron tratamientos para eliminar otros dipteros de

importancia cuarentenaria en frutos exportados a Japon (Yokohama ef al. 1994c¢).

Para la exportacion de duraznos desde Estados Unidos a Nueva Zelanda, se
establecié una fumigacion para el control de R. completa Cresson. El tratamiento que
produjo el 100% de mortalidad de esta mosca fue 40 g/m’ de bromuro de metilo durante

2 horas a mas de 21°C (Yokohama et al. 1992).

En 1974, se iniciaron los trabajos para el control de C. pomonella en frutos de
carozo y pepita. Anthon et al. (1975) trabajaron con cerezas infestadas con esta plaga y
determinaron que el tratamiento que produjo la total eliminacion de la misma fue 32
g/m’ durante 2 horas a 24°C. Posteriormente se desarrollaron tratamientos para exportar
cerezas y duraznos a Japon (Yokohama ef al. 1990a; 1990b). En el caso de las cerezas,
los tratamientos que garantizaron la completa eliminacién de la plaga fueron: 32 g/m’
durante 2 horas a mas de 22°C, 64 g/m’ por 2 horas a 6°C, 48 g/m’ por 2 horas a més de
20°C, y para duraznos fue 48 g/m’ durante 2 horas a 21°C, (Gaunce ef al. 1980 y 1981;
Weddell e al. 1989; Moffit et al. 1992; Yokohama et al. 1994b; Leesch et al. 1999;
Yokohama et al. 2000; Maindonald ez a/. 2001). También se desarrollaron fumigaciones
para eliminar otros lepidopteros de importancia cuarentenaria cuyas condiciones de
tratamientos fueron similares a las de C. pomonella (Y okohama et al. 1987; Robertson y

Yokoyama, 1998).

Hartsell et al. (1986) trabajaron con huevos y larvas de Amyelois transitella
Walker en pistachos y obtuvieron dos tratamientos que produjeron el 100% de
mortalidad de esa plaga. Dichas fumigaciones fueron: 32 g/m’ a 15,5°C y 16 6 24 g/m’

a 26,6°C, ambos tratamientos durante 24 horas.

En Japdn, se desarrollaron tratamientos para numerosas plagas, tal es el caso de la
fumigacion para el control de Carposina niponensis Walsingham y Conogethes
punctiferalis Guenee en manzanas exportadas a los Estados Unidos. Las condiciones del
tratamiento con bromuro de metilo fueron 50 g/m’ durante 2 horas a 15°C (Kawakami e

al. 1994).

También se desarrollaron tratamientos para la eliminacion de Tetranychus

kanzawai Kishida, Eotetranychus sexmanaculatus Riley, Toxoptera citricidus Kirkaldy,
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y Diaphorina citri Kuwayama en mandarinas Satsuma y determinaron que el
tratamiento de 48 g/m’ durante 2 horas a 15°C, fue efectivo para controlar todos los
estados biologicos de las plagas (Katayama ef al. 2001). De la misma forma, se
estableci6 una fumigacion para frutillas infestadas con Frankliniella occidentalis
Pergande y el tratamiento seguro para eliminar esta plaga fue 20 g/m’ durante 2 horas a

20°C, (Soma et al. 2001).

1.2.2.4 Efecto del bromuro de metilo sobre la calidad de los frutos

Una de las condiciones que debe reunir un tratamiento cuarentenario es
mantener Optimas las caracteristicas de calidad de los frutos, de manera de permitir una

correcta comercializacion de los mismos.

Los sintomas de dafio por bromuro de metilo se manifiestan de diferentes
formas. Los frutos pueden presentar puntuaciones deprimidas de color marron (pitting),
bronceado de la epidermis de los frutos, decaimiento general y aceleracion o retardo de
la maduracion (Shader ef al. 1942; Seo et al. 1970; Hatton y Cubbedge, 1979; Lipton et
al. 1982; Soma et al. 1994).

Benchoster (1979a) evalu6 la variabilidad estacional y la tolerancia de los
pomelos Marsh Seedless a las fumigaciones. Los dafios en pomelos cosechados
tempranamente se manifestaron con un bronceado de la epidermis y decaimiento de los

frutos, en tanto que los cosechados al final de temporada no presentaron dafios.

También se evaluaron las respuestas fitotoxicas de diferentes variedades de
cerezas, pelones y duraznos a la fumigacion. Los dafios de bromuro de metilo fueron
clasificados en leves, moderados y severos. Al analizar los resultados se determin6 que
los pelones mantuvieron inalterable su calidad. En cambio, los duraznos Fairtime,
Suncrest y O’Henry, presentaron dafios leves y severos. En cuanto a los efectos sobre la
coloracidon de los frutos, solo la cereza Bing presentd retardo en el viraje de color

(Harvey et al. 1982ay b; Hartsell ef al. 1992).

Hinsch et al. (1992) trabajaron con tres variedades de pelones de importancia

comercial. Para la evaluacion de los dafios, utilizaron una escala de cinco categorias (0
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= sin dafio y 5 = dafio grave) y midieron el contenido de sélidos solubles. Para el
analisis de los resultados se utilizd la prueba de Tukey y determinaron que las

diferencias de dafios en las variedades no fueron significativas.

Hallman y King (1992) desarrollaron un tratamiento cuarentenario con bromuro
de metilo para carambolas Arkin infestadas con A. suspensa Loew. Los resultados
mostraron que no hubo diferencias significativas en cuanto al color, sabor y dafios. Sin

embargo, los frutos adelantaron su proceso de maduracidon y descomposicion.

Maindonald ef al. (1992) realizaron trabajos para determinar la susceptibilidad
de cinco variedades de cerezas fumigadas con bromuro de metilo para el control de C.
pomonella en las variedades Dawson, Bing, Rainier, Sam y Lambert. Comprobaron que
las mismas no tenian efecto sobre la mortalidad de los huevos de esta plaga y no

presentaron diferencias significativas con respecto a los dafios.

1.3 Situacion actual del bromuro de metilo

El uso del bromuro de metilo en nuestro pais estd regulado a través de acuerdos
multilaterales ambientales de los que Argentina forma parte; dichos acuerdos son, el
Convenio de Viena para la proteccion de la capa de ozono y el Protocolo de Montreal
referido a las sustancias que afectan dicha capa. Este tltimo protocolo establece para
cada una de las sustancias, un cronograma de reduccion del consumo y produccion hasta
su eventual eliminacion, a excepcion de las empleadas para cuarentena y preembarque.
Los cronogramas estan diferenciados segun se trate de paises desarrollados o de paises

en desarrollo, estableciendo para estos ultimos, plazos mas extensos de eliminacion.

De acuerdo con ese protocolo, los paises en desarrollo deberan eliminar
completamente el consumo y la produccidon de bromuro de metilo a partir de 2005 hasta

2015, a excepcion de aquellos usos que se consideren criticos.

Se define como uso critico (CUE) cuando no hay alternativas o sustitutos
técnicos y econdmicamente viables, o la falta de disponibilidad de bromuro de metilo
resultaria en una significativa interrupcion de mercado. En los tltimos afios, el consumo

de bromuro de metilo en tratamientos cuarentenarios fue aumentando y esto se vio
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reflejado en el numero de presentaciones de CUEs provenientes de Italia (41% de su

nivel de base), EE.UU. (39%), Espaifia (25%) y Australia (22%).

En el caso de EE.UU. y Canad4, este incremento se debi6 principalmente a la
introduccion de plagas de cultivos forestales que produjeron pérdidas econdmicas
importantes, razon por la cual el Animal and Plant Health Inspections Services (APHIS)
establecio la obligatoriedad de que todos los productos madereros deberian recibir
tratamientos cuarentenarios, tales como fumigaciones con bromuro de metilo. En el afio
2009 aumentd el consumo mundial de bromuro de metilo para uso cuarentenario,
registrandose estos incrementos en China, Estados Unidos e Israel principalmente

(Levaggi, 2004; UNEP, 2010).

La falta de tratamientos alternativos factibles de ser aplicados a un amplio rango
de productos y plagas causaria pérdidas economicas importantes en los paises en
desarrollo. En Argentina, el bromuro de metilo es empleado principalmente como
desinfectante de suelo (91%), mientras que el resto (9%) es utilizado en tratamientos de
poscosecha y preembarque. Estas fumigaciones estan reglamentadas por el Servicio de
Sanidad y Calidad Vegetal Argentina (SENASA), en el cual se especifican las
condiciones del tratamiento (dosis, temperatura y tiempo de exposicion) para los

productos hospedantes de “moscas de la fruta” (SENASA et. al. 2002).

1.4 Desarrollo de un tratamiento cuarentenario
Para el desarrollo de un tratamiento cuarentenario se deben cumplir con una serie
de etapas que estan estandarizadas y reglamentadas por las autoridades fitosanitarias de

cada pais. Las fases mas importantes en este proceso son:

o Cria de la plaga: se debe establecer una cria en laboratorio que posea como

minimo 1000 individuos y que sea representativa de la poblacion de campo.

o Definir los métodos de inoculacion de los frutos, que pueden ser a través de
infestaciones naturales o artificiales para obtener un numero definido de individuos de

todos los estados bioldgicos de la plaga (Von Windeguth et al. 1982).
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o Determinar la sensibilidad de los estados de desarrollo de la plaga al tratamiento.
Para ello se realizan pruebas con diferentes dosis y los resultados de mortalidad se
analizan usando modelos de dosis respuestas como PROBIT (Pruebas de sensibilidad)
(Gastaminza et al. 2001; Gramajo, 2004). En esta etapa de determina el estado o estadio

de la plaga mas tolerante al tratamiento evaluado.

J Establecer la variedad mas tolerante al tratamiento, empleando una metodologia
similar al paso anterior, pero utilizando exclusivamente el estado de la plaga mas

tolerante. El andlisis de los resultados se realiza de forma similar al anterior.

o Definicién de las condiciones del tratamiento para producir la mortalidad total
del estado mas tolerante de la plaga. En esta fase se exige que se traten 3.000 o 5.000

individuos viables por repeticion (Pruebas de pequeia escala).

o Analisis del efecto del tratamiento sobre la calidad de la fruta. En esta etapa se
determina la sensibilidad de las diferentes variedades al tratamiento (Ministry of

Agriculture, Forestry and Fisheries, 1997).

1.5 La “mosca del Mediterraneo”
1.5.1 Ciclo de vida y distribucion

C. capitata (Wiedeman), (Diptera: Tephritidae), comunmente 1llamada la “mosca
del Mediterraneo”, es una de las plagas mas importante en el mundo debido a su alto
impacto econdémico y a su amplia distribucion geografica. Por su alta capacidad de
adaptacion a diferentes condiciones climaticas ha logrado establecerse en mas de 95

paises aproximadamente (Weems, 1981).

Durante su dispersion ha logrado infestar a mas de 250 especies vegetales de
importancia econdomica (Domato, 1947; Rosillo, 1953; Nasca, et al. 1981; Fimiani,
1989; Christenson y Foote, 1960; Cowley et al. 1992b), incluyendo especies de citricos,

manzana, durazno, ciruela, higo, café, como asi también especies horticolas.

Los dafios originados por esta mosca comienzan en la etapa de la oviposicion;

las hembras adultas introducen su ovipositor en la fruta, generando una abertura a través
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de la cual insertan los huevos debajo del epicarpio de los frutos. Estos orificios
favorecen la entrada y el posterior crecimiento de hongos y bacterias. Las cicatrices asi
originadas disminuyen las cualidades organolépticas de los productos y por lo tanto, su
valor comercial. Por su parte, las larvas generan galerias al alimentarse, lo que lleva a la
caida del fruto (Christenson y Foote 1960); todos estos dafios directos originan severas

pérdidas sobre la produccion.

El ciclo de C. capitata comienza después de la fecundacion, cuando las hembras
insertan los huevos dentro de los frutos. En el interior de éstos se produce el desarrollo
embrionario y el postembrionario, conocido como etapa larval. Se reconocen tres
estadios larvales. Al completar el tercer estadio la larva sale del fruto, apartandose del
alimento, en busca de un lugar seco, y una vez alcanzado éste se inmoviliza. La cuticula
larval se endurece y oscurece, formando una cubierta protectora llamada pupario.
Durante los mismos, se producen las transformaciones externas e internas que daran
lugar al adulto maduro o imago. La duracion de las distintas etapas del ciclo son
afectadas en forma significativa por la temperatura y humedad del ambiente (Shoukry y
Hafez 1979), lo que determina junto con la oportunidad de hospedantes, el numero de
generaciones anuales de este insecto. Las temperaturas calidas y templadas y los niveles

altos de humedad representan las condiciones climaticas Optimas para su reproduccion.

1.5.2 Manejo de la mosca de la fruta en Argentina

La presencia de C. capitata en Argentina llevé a la implementacién de un
Programa de Control y Erradicacion de Moscas de los frutos (PROCEM), coordinado
por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA). Este
programa tiene tres objetivos principales: 1) erradicar a la mosca de la fruta en aquellas
zonas donde es técnica y bioldgicamente factible, 2) obtener el reconocimiento
internacional de Area Libre o de Baja Prevalencia una vez alcanzado dicho logro, y 3)
minimizar el impacto en las zonas donde su erradicacion es técnicamente mas dificil o
incluso no recomendable (Cosenzo et al. 1997). Para alcanzar estos objetivos, se dividid
al pais en distintas areas, se establecieron subprogramas dentro de cada una de ellas, y

se aplicaron medidas de monitoreo y control.
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Las provincias de Mendoza (PROCEM-Mendoza), San Juan (PROCEM-San
Juan) y La Rioja (PROCEM-La Rioja), junto con la regién Patagénica (PROCEM-
Patagonia), utilizan la Técnica del Insecto Estéril (TIE) como principal medida de
control para C. capitata (De Longo et al. 2000; Frissolo et al. 2006; Rial et al. 2006).
Los avances en los ultimos afios fueron importantes ya que en 1999 el SENASA declaré
Area Libre de Mosca de los Frutos a los Valles Andinos Patagénicos (Resoluciéon N°
194/99). En 2002 se declaré Area de Escasa Prevalencia de Mosca del Mediterraneo a la
provincia de Mendoza (Resolucién N° 1/02). En 2003 se declaré Area Libre de Mosca
de los Frutos a los Valles de Malargiie y El Sosneado, provincia de Mendoza
(Resolucion N° 6/03). En 2004 se declaré Area Libre de Mosca del Mediterraneo al
Valle de Uco, provincia de Mendoza (Resolucion N° 15/04). En 2006 se declard Area
Libre de la Plaga Mosca de los Frutos (i.e. C. capitata y A. fraterculus) a los Valles de
los departamentos de San Rafael y General Alvear, provincia de Mendoza, y ademas a

toda la region Patagdnica (Resolucion N° 17/06).

El éxito en los distintos programas justifico que la propuesta avanzara hacia
otras provincias y regiones. Asi, por ejemplo, en 2008 se declard a la regidon centro del
noreste (NEA), que abarca fundamentalmente las provincias mesopotamicas de Entre
Rios, Corrientes y Misiones, pero comprende también areas citricolas ubicadas en San

Pedro (Buenos Aires), Formosa y Santa Fe, como é4rea diagnodstico.

Para que los productos hospedantes de la mosca puedan ser comercializados en
las zonas de Cuyo y Patagonia, deben recibir tratamientos poscosecha como
fumigaciones con bromuro de metilo (Tebbets ef al. 1983). El tratamiento para citricos
exige temperaturas superiores a 21°C (SENASA et al. 2002). La época de cosecha y
comercializacidon de estos frutos es invernal, por lo que elevar la temperatura a 21°C
genera tiempos operativos muy largos y un alto costo para las empresas de

fumigaciones y productores.

Por todo lo antes expuesto, el proposito general de esta tesis fue establecer las
pruebas basicas para el desarrollo de un tratamiento cuarentenario con bromuro de
metilo, adaptada a las condiciones de produccién de pomelos y mandarinas argentinos,

conforme con estandares internacionales.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipétesis
La interaccion de dosis de bromuro de metilo y tiempo de exposicion permiten

disminuir la temperatura de los tratamientos en pomelo y mandarina.

2.2 Objetivo general
El objetivo general de este trabajo fue establecer las etapas basicas de un
tratamiento cuarentenario con bromuro de metilo que garantice la completa eliminacién

de los estados inmaduros de C. capitata en pomelos y mandarinas.

2.3 Objetivos especificos
o Determinar el estado de desarrollo de C. capitata mas tolerante al bromuro de

metilo en pomelo y mandarina.

o Determinar si las variedades de pomelos y mandarinas influyen sobre la

tolerancia del estado mas resistente al bromuro de metilo.

. Determinar la dosis y tiempo de fumigacion necesarios para eliminar el estado

de desarrollo més tolerante de C. capitata a una temperatura de 15°C.

° Evaluar el efecto de los tratamientos encontrados como efectivos sobre la

calidad de pomelos y mandarinas de importancia comercial.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material biolégico

3.1.1 Frutos

Se utilizaron tres variedades de pomelos: Marsh Seedless, Henninger's Ruby,
Rio Red, y cinco variedades de mandarinas: Satsuma, Hernandina, Clemenules,

Ellendale y Murcott, provenientes de las provincias de Tucumén y Catamarca.
3.1.1.1 Pomelos

3.1.1.1a Marsh Seedless: es el pomelo de pulpa blanca mas conocido en el mundo. El
tamafio de los frutos varia de mediano a grande, siendo éstos de excelente calidad de
exportacion (Figura 3.1).

3.1.1.1b Rio Red: es un pomelo de pulpa roja, se caracteriza por poseer cdscara gruesa y
forma aperada; los frutos son comercializados principalmente en el mercado interno
(Figura 3.1).

3.1.1.1c Henninger’s Ruby: es un pomelo de pulpa rosada y la variedad mas cultivada
en el Noroeste Argentino; los frutos presentan un excelente tamafio, buen contenido de

jugo y solidos solubles, por lo que es una de las variedades mas exportadas (Figura 3.1).
3.1.1.2 Mandarinas

3.1.1.2d Hernandina: es una mutacién de Clementina Fina, la planta y sus frutos tienen
caracteristicas similares a Clementina Fina, con la excepcidn del periodo de cosecha,
que es mas tardio. La planta es grande y vigorosa, productiva, con frutos de cascara
fina, sensible a las alteraciones provocadas por las bajas temperaturas (Figura 3.1).

3.1.1.2e Clemenules: Es una mutacion espontdnea de Clementina Fina, la planta es
grande, vigorosa. Fruto de mayor tamafio que su progenitora de maduracion ligeramente
posterior, cascara algo rugosa, facil de pelar con elevado contenido de jugo y sin

semillas (Figura 3.1).
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3.1.1.2f Ellendale: es un hibrido natural entre naranja y mandarina; resalta por presentar
tamafio mediano a grande, buen contenido de jugo y sabor. Es una variedad poco
cultivada en el Noroeste Argentino (Figura 3.1).

3.1.1.2g Satsuma: es una de las variedades mas cultivadas en el mundo. Se caracteriza
por tener una maduracidn mas temprana que el resto de las mandarinas. Tiene buen
tamaifio, jugo y contenido de so6lidos solubles (Figura 3.1).

3.1.1.2h Murcott: Esta variedad es conocida desde hace mucho tiempo, es un “Tangor”
(hibrido entre mandarina y naranja) de parentesco desconocido. La planta es vigorosa de
copa compacta y densa. Es muy productiva, pero tiene tendencia a la produccion
alternada. La fruta se produce en la terminacidon de las ramas, es de tamafio mediano,
firme, aplanada y de color amarillo-anaranjado. La cascara es fina bastante pegada a los
gajos, tiene alto contenido de jugo muy dulce y de baja acidez, las frutas tienen muchas

semillas (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Variedades de pomelos a) Marsh Seedless b)
Rio Red c) Henninger’s Ruby y mandarinas d) Hernandina,
e) Clemenules f) Ellendale g) Satsuma h) Murcott.

3.1.2 Criade C. capitata

El material fundador para iniciar la cria semi-masiva en laboratorio provino de
diferentes localidades del Noroeste Argentino, con el objetivo de contar con una amplia
base genética. Dichos lugares fueron: Colonia Santa Rosa y Oran en Salta, y Las

Talitas, Tafi Viejo y El Ojo en Tucuman.

3.1.2.1 Jaulas de cria de adultos de C. capitata

La cria de adultos se realizo en camaras acondicionadas a una temperatura de 25

+ 2°C, con una humedad relativa del 70 = 10 % y un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12
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horas de oscuridad. En ellas se colocaron jaulas con una capacidad volumétrica de 0,15
m’ (1 m de alto, 0,5 m de ancho y 0,30 m de profundidad). El frente y contrafrente de la
jaula estaba constituido por un bastidor de aluminio recubierto por una tela de voile, que
permitid el intercambio gaseoso y el paso de la luz. Por jaula se colocaron
aproximadamente 10.000 pupas, las cuales se distribuyeron en el interior de la misma,
en recipientes plasticos. La alimentacién de los adultos se realizd6 con una dieta
constituida por tres partes de azlicar y una de proteina hidrolizada. El agua se suministrd
en recipientes de plasticos con una almohadilla que se humedecid por capilaridad. La
recoleccion de huevos se realizd6 una vez por dia, para lo cual se usaron envases
plasticos perforados para la oviposicion de las moscas. Las jaulas se renovaron cada

veinte dias (Figura 3.2).

Figura 3.2. Jaulas con adultos de Ceratitis capitata

3.1.2.2 Cria de larvas de C. capitata

Las condiciones de temperatura y humedad de la cdmara fueron las mismas a las
detalladas para la cria de adultos. Se utilizaron bandejas de acero inoxidable de 4 cm’ de
capacidad; en ellas se colocaron 2,5 kg de dieta y se sembraron 0,4 ml de huevos (a
razén de 4 huevos por gramo de dieta). La humedad de la dieta larvaria se controld cada
48 horas; de ser necesario se la humedecio con una solucién de agua benzoatada al 1/00.
Las bandejas se colocaron en estantes, protegidas con una tela de voile que permitio el
intercambio gaseoso, € impidid la contaminacion. En la base de los estantes se coloco

una bandeja con arena esterilizada, en la que se recolectaron las pupas a partir del
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octavo dia. Una vez separadas las pupas, se mantuvieron a 25 £ 2°C por espacio de siete
dias, después de lo cual se colocaron en las jaulas de adultos, para esperar su
emergencia. A continuacidén se muestra la cria de larvas y se detalla en tabla los

componentes de la dieta larvaria (Figura 3.3) (Tabla 3.1).

Figura 3.3. Cria de larvas de C. capitata.

Tabla 3.1. Componentes de la dieta larvaria de C. capitata.

Componentes Porcentaje
Bagazo de cafia de azlcar 6,6%
Azuacar de cafia 13,1%
Harina de soja inactiva 9,1%
Levadura de cerveza 8,3%
Benzoato de sodio 0,3%
Nipagin 0,3%
Agua destilada 60,0%
Acido citrico 0,5%
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3.2 Inoculacion
La inoculacién consiste en colocar dentro de la fruta hospedante los diferentes

estados de desarrollo de la plaga. Esta puede ser artificial y natural forzada.

3.2.1 Artificial

Uno de los métodos que causaba el menor deterioro en la fruta y mejores
condiciones de desarrollo de esta mosca fue el tipo fapa, que consistié en cortar un
casquete del sector del pedunculo de la fruta y retirar la pulpa de esa tapa, de manera de
crear una especie de camara de aireacion. Sobre la pulpa se colocaron huevos o larvas
de la mosca y se procedid al sellado de la tapa con parafina, para evitar deshidratacion y

la entrada de patogenos (Salvatore ez. al. 2001) (Figura 3.4).

L

Figura 3.4: Inoculacion artificial de huevos y larvas de C.capitata.

3.2.2  Natural forzada

Con este método se simularon las condiciones naturales de oviposicion de la
mosca y se disminuyd el deterioro de la fruta. Esta inoculacidon consistio en colocar
frutos de pomelos y mandarinas dentro de jaulas metdlicas que tenian en su interior
hembras de seis dias de oviplenas, y machos de igual edad, en relacioén 2:1. La fruta
permanecia dentro de las jaulas aproximadamente tres a cuatro horas (Burditt ef al.

1974; Spliter y Couey 1983; Armstrong et al. 1984a) (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Inoculacion natural forzada de huevos de C. capitata

3.3 Instrumental de fumigacion

3.3.1 Camara de fumigacion

Los tratamientos se realizaron en una cdmara de fumigacion de bromuro de
metilo de tipo experimental, cuyo volumen fue de 2 m’ y un sistema de inyeccion tipo
volumétrico. Dicha cémara presentaba un sensor de temperatura ambiental y cuatro
sensores de temperatura de pulpa de fruta PT100. Para medir las concentraciones de
bromuro de metilo dentro de la camara, se utilizd un sistema de toma de muestras
ubicado en la parte superior, media e inferior de la cadmara. Las mediciones se realizaron
con un analizador de gases o fumiscopio modelo D-digital.

En cada tratamiento se midieron las concentraciones de bromuro de metilo a los
30 minutos de iniciada la fumigacion y a los 15 minutos antes de finalizar cada uno de
ellos. La temperatura de cada sensor, concentracion de bromuro de metilo y tiempo de
fumigacion fueron registrados automaticamente en la memoria de una computadora que
posee un software especifico para estas fumigaciones. Para detectar las posibles fugas
de bromuro de metilo durante las fumigaciones se utilizé una lampara de haluro, la cual
posee un anillo de cobre rojo, el que actuando como catalizador, provoca la reaccion del

fumigante (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Camara de fumigaciéon: a) camara de fumigacion experimental, b)

ldmpara de haluro, c) computadora de registro de temperaturas, tiempo de
fumigacion y dosis de bromuro de metilo.

3.4 Determinacion de la sensibilidad de los estados de desarrollo de C. capitata al

bromuro de metilo

3.4.1 Material biologico

Los estados de desarrollo de C. capitata empleados fueron: huevos de 24 horas
desde la oviposicion, larvas inmaduras (del primer y segundo estadio) y larvas maduras

(del tercer estadio). Se trabajo con pomelos Rio Red y mandarinas Satsuma.

3.4.2 Tratamientos

Las dosis evaluadas fueron 8, 16, 24, 32 y 40 g/m3 generando entonces, cinco
tratamientos. Estos se realizaron a 15°C, durante dos horas de fumigacion, y se hicieron

tres repeticiones de cada uno (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Tratamientos empleados en la etapa de sensibilidad.

Tratamientos T1 T2 T3 T4 TS
Dosis 8 g/m’ 16 g/m’ 24 g/m’ 32 g/m’ 40 g/m’
Tiempo 2 horas 2 horas 2 horas 2 horas 2 horas
Temperatura 15°C 15°C 15°C 15°C 15°C

3.4.3 Inoculacion

En esta etapa los frutos fueron inoculados con el método tapa y se colocaron 50
individuos de cada estado por fruto. Posteriormente, la fruta fue ubicada en una camara

a 25°C por 24 horas para favorecer la adaptacion de los individuos al medio.

3.4.4 Control de la muestra testigo

El dia de introduccion de la fruta a la cdmara de fumigacidon se separd una
muestra de frutos testigos de cada especie citrica y de cada uno de los estados tratados,
para el célculo de la viabilidad. La muestra testigo con larvas se mantuvo por 24 horas

en camara a 25°C y se reviso al dia siguiente de la fumigacion.

La revision de la muestra testigo consistio en destruir totalmente la fruta (en el
caso de larvas inmaduras y maduras) en una capsula de petri, tratando de recuperar la
mayor cantidad de larvas de cada uno de los frutos, registrando el nimero de larvas
vivas y muertas. Con esos datos se calculo la viabilidad, que es la relacién entre los

insectos sobrevivientes en el testigo por el niumero de fruta revisada.

El namero de frutas a revisar por estado de desarrollo dependi6 de la viabilidad,
ya que por tratamiento el nimero de insectos viables debid ser superior a 200 individuos

(Gastaminza, 2002).

En el caso de la fruta inoculada con huevos de C. capitata, luego de 3 dias
incubadas a 25°C, se abrieron los frutos y los huevos fueron colocados en cajas de petri.
La revision se realizo cada 48 horas hasta que los valores de las lecturas se repitieron
dos veces. En el recuento de los huevos se consideraron los eclosionados y no

eclosionados.
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3.4.5 Introduccion en la camara de fumigacion

Cada fruta fue identificada con las siglas del estado inoculado y colocadas en
bandejas plasticas abiertas, conteniendo cada una de ellas 28 pomelos y 45 mandarinas

aproximadamente.

En cada fumigacion o tratamiento se registraron las temperaturas de la fruta a
través de los sensores de pulpas, colocados en el centro de la fruta y a una profundidad
de cinco cm aproximadamente, en tres niveles diferentes, inferior, medio y superior

(Figura 3.7).

Figura 3.7. Disposicion de los frutos en la camara de fumigacion en las pruebas de
sensibilidad

3.4.6  Revision de frutos

Después de cada fumigacion los frutos fueron almacenados a 25°C + 2 durante
72 horas, momento en el cual se procedié a la revision, contando el numero de
individuos vivos y muertos. Se consideraron vivos aquellas larvas con movimiento y en

el caso de huevos, los eclosionados (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Revision de frutos después del tratamiento

3.4.7 Registro de datos

Para cada uno de los tratamientos se confeccionaron planillas donde se
registraron: nimero de frutos inoculados, nimero total de insectos inoculados, nimero
de insectos vivos para cada uno de los tratamientos, porcentaje de mortalidad (%M) y

mortalidad corregida mediante el método de Abbot (%MC).

%M = (n°total de insectos tratados — n° total de insectos vivos)*100

n° total de insectos tratados

Para la correccion de la mortalidad por el método de Abbot se tomaron en cuenta
los valores de viabilidad obtenidos en los testigos determinados en las pruebas de

sensibilidad, segun la siguiente ecuacion.

% MC = (Individuos vivos en el testigo — Individuos vivos en el ensayo) *100

individuos vivos en el testigo

3.4.8 Andlisis de datos

Los resultados fueron analizados de acuerdo al método Probit (Lichtfield ez al.
1949; Landolt ef al. 1984). Se utiliz6 el programa SSPS Probit (1992) para calcular los
parametros estadisticos DL 50 con sus respectivos intervalos de confianza (IC95%)

donde:

32



Materiales y métodos

DL 50: dosis de bromuro de metilo (expresada en g/m’) necesarios para eliminar el 50%

de los insectos expuestos, para cada uno de los estados estudiados.
IC 95: intervalo de confianza del 95% que comprende a la DL50.

El criterio de seleccién para determinar el estado bioldgico més tolerante al
bromuro de metilo fueron las DL 50 donde la superposicion o no de los intervalos de
confianza del 95% establece diferencias significativas entre los estados analizados

(Finney 1971; Yokoyama et al. 1994b).
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3.5 Determinacion de la incidencia de las variedades de pomelos y mandarinas en

el estado bioldgico de C. capitata mas tolerante al bromuro de metilo

3.5.1 Material bioldgico

Se utilizaron huevos de 24 horas de C. capitata, por haber sido los mas
tolerantes en la etapa de sensibilidad. Se trataron mas de 200 individuos viables por
tratamiento y se hicieron tres repeticiones de cada uno de ellos. Se emplearon pomelos
variedades Henninger’s Ruby Marsh Seedless, mandarinas variedades Ellendale y

Murcott.

3.5.2 Tratamientos

Tabla 3.3. Tratamientos empleados para determinar la incidencias de las variedades de
pomelos y mandarinas en la tolerancia al bromuro de metilo.

Tratamientos T1 T2 T3 T4 TS
Dosis 8 g/m’ 16 g/m’ 24 g/m’ 32 g/m’ 40 g/m’
Tiempo 2 horas 2 horas 2 horas 2 horas 2 horas
Temperatura 15°C 15°C 15°C 15°C 15°C

3.5.3 Inoculacion

Se contaron 50 huevos de 24 horas en papel de filtro negro y fueron colocados
en la fruta de acuerdo a la inoculacién tipo fapa. Se inocularon en total mas de 200

huevos viables por tratamiento y se realizaron 3 repeticiones de cada uno de ellos.

3.5.4 Revision de los frutos

Los frutos fumigados fueron colocados en camaras a 25°C durante tres dias y al
cabo de este periodo, se abrieron los frutos y los huevos fueron colocados en cajas de
petri. La revision de los huevos se realizo cada 48 horas hasta que los valores de las
lecturas se repitieron dos veces. En el recuento de los huevos se consideraron los

eclosionados y no eclosionados.
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3.5.5 Anadlisis de datos
Los resultados fueron analizados de acuerdo al método Probit (Lichtfied e al.
1949) y se utilizé el programa SSPS PROBIT version Windows Advanced Statistics

Realease 5.

3.6 Determinacion de la dosis y tiempo de fumigacion para eliminar el estado de

C. capitata mas tolerante al bromuro de metilo

En base a los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad y de incidencia
de las variedades citricas, se establecieron las siguientes dosis y tiempos de fumigacion
a 15°C para eliminar el estado de desarrollo de C. capitata mas tolerante al bromuro de

metilo (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Tratamientos evaluados para eliminar el estado mas tolerante de C. capitata.

Tratamientos T1 T2 T3 T4 TS5
Dosis 48 g/m’ 48 g/m’ 56 g/m’ 56 g/m’ 56 g/m’
Tiempo 3.5 horas 4 horas 4.5 horas 4 horas 3.5 horas
Temperatura 15°C 15°C 15°C 15°C 15°C

Los huevos de C. capitata fueron inoculados en la fruta utilizando el método de
inoculacion natural forzado. En cada tratamiento se fumigaron mas de 3000 individuos

viables y se realizaron tres repeticiones de cada uno de ellos.

Para alcanzar un minimo de 3.000 insectos viables por tratamiento, fue necesario
determinar el nimero de huevos viables en el testigo. Para ello del total de frutas

inoculadas se separ6 un 20%; las mismas fueron colocadas en camaras a 25°C durante

20 horas. Posteriormente se revisaron las frutas y se extrajeron los huevos, los cuales
fueron colocados en cajas de petri. Estos huevos fueron revisados a las 72 horas
contandose los huevos eclosionados. La determinacion de la viabilidad y del namero de

frutos a revisar fue similar a las pruebas de sensibilidad.
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Se emplearon pomelos Rio Red y mandarinas Satsuma. Después de la
infestacion, los frutos fueron colocados en camaras de incubacién a 25°C + 2 durante 20
horas aproximadamente para lograr el desarrollo embrionario. Los frutos a fumigar
fueron ubicados en cajones de madera embalados como para comercializacion. Se

utilizo fruta de relleno hasta cubrir el 80% de la cdmara de fumigacion.

Las frutas fumigadas fueron colocadas en cdmara de incubaciéon a 25°C + 2
durante 12 dias. La revision de los frutos se realizé en dos etapas, el 80% al 8**° dia y el
20% restante al 12**° dia, debido a que se obtuvieron individuos vivos hasta el 7° dia

posterior al tratamiento.

En esta etapa no se realizaron andlisis estadisticos, ya que el concepto de

efectividad de los tratamientos se baso en la mortalidad total de los individuos tratados.

3.7 Evaluacion del bromuro de metilo sobre la calidad de pomelos y mandarinas

En esta etapa se emplearon pomelos rojos variedad Rio Red, rosados Henninger’s
Ruby y blancos Marsh Seedless. En el caso de las mandarinas, se utilizaron las
variedades Hernandina, Clemenules, Ellendale y Satsuma. Se seleccionaron dos
tratamientos que resultaron efectivos para eliminar el estado mas tolerante de C.

capitata 'y se hicieron tres repeticiones de cada uno de ellos (Tabla 3.5).

Se separaron 100 frutos de cada variedad de pomelo y mandarina, el 50% fue
utilizado como testigo (fruta sin fumigar) y el 50% restante fue fumigado. Los frutos a
fumigar fueron numerados y pesados individualmente, registrandose su peso en
planillas. Posteriormente, fueron acondicionados de acuerdo a las condiciones de
comercializacidn utilizdndose fruta de relleno para cubrir el 80% de la capacidad de
carga de la camara de fumigacion. Después de la fumigacion, los frutos no fueron

encerados y estuvieron almacenados en camaras a 25°C.

Las evaluaciones de los parametros fisicos y fisiologicos se realizaron al 5° y 10°
dia después del tratamiento, simulando el periodo de transporte, distribucion y
comercializacion de los frutos (Harvey y Harris, 1982a). En el caso de los parametros

quimicos, estos fueron medidos antes de los tratamientos y al finalizar el periodo de
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evaluacion (Instituto Argentino de Sanidad y Calidad Vegetal, 1993). Para ello se

extrajeron muestras de 10 frutos sobre los cuales se realizaron las determinaciones.
Los parametros de calidad analizados fueron:

Parametro fisico. Se determind la variacion de peso expresado como porcentaje de

pérdida de peso durante el periodo de evaluacion.

Parametro fisiologico. Los dafios producidos por bromuro de metilo fueron clasificados
en cuatro categorias: Sin dafio (fruta sin sintomas de dafio), Leve (fruta con lesiones en
el 5-25% de la superficie), Moderado (fruta con lesiones en el 26-40% de la superficie)
y Grave (fruta con lesiones en mds del 40% de su superficie). Los valores fueron
expresados como porcentaje de frutos afectados (Harvey y Harris, 1982a). Los frutos de

las categorias leves y moderadas se consideraron con valor comercial.

Parametros organolépticos. Se midieron el porcentaje de jugo (expresado como gramos
de jugo contenidos en 100 gramos de fruta), grados brix (sélidos solubles totales SST),
acidez (gramos de acido citrico en 100 ml de jugo), relacion SST/acidez y contenido de

vitamina C.
% Jugo =Pj x 100
Pt

Pt: peso total de la fruta.

Pj: peso del jugo (sin pulpa ni semillas).

Tabla 3.5. Tratamientos empleados en las evaluaciones de calidad de pomelos y
mandarinas.

Tratamiento Ta Tb
Dosis 56 g/m’ 48 g/m’
Tiempo 3 horas 4 horas
Temperatura 15°C 15°C
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3.7.1 Andlisis de datos

Los resultados de los parametros fisicos, fisioldgicos y organolépticos fueron
analizados por un MANOVA de dos vias (Statsoft Inc., 2007). Posteriormente las

medias fueron contrastadas a través de la prueba de Tukey HSD.
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4. RESULTADOS

4.1 Determinacion de la sensibilidad de los estados de desarrollo de C. capitata

al bromuro de metilo

Los valores de mortalidad corregida para huevos, larvas inmaduras y maduras

de C. capitata en pomelos Rio Red y mandarinas Satsuma para las cinco dosis de

bromuro de metilo evaluadas, se muestran en las Tablas 4.1 y 4.2 respectivamente.

Tabla 4.1: Mortalidad corregida de los estados de desarrollo de C. capitata en

pomelos Rio Red para cinco dosis de bromuro de metilo a 15°C durante dos horas.

Estado/Estadio  Dosis (g/m3) RI1 RII R III

8 8,7 8,7 8,0

12 234 27,9 32,6

Huevo 24 48,1 47,7 47,0

32 73,9 73,3 79,9

40 89,7 88,8 88,5

8 45,2 43,9 47,1

12 89,8 91,0 95,2
Larva inmadura 24 100,0 100,0 100,0
32 100,0 100,0 100,0
40 100,0 100,0 100,0

8 9,4 9,0 10,6

12 42,5 49,1 46,1

Larva madura 24 87,3 92,0 86,9
32 100,0 100,0 100,0
40 100,0 100,0 100,0

R I, R Il y R III correspondes a las tres repeticiones realizadas.
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Tabla 4.2: Mortalidad corregida de los estados de desarrollo de C. capitata en
mandarinas Satsuma para cinco dosis de bromuro de metilo a 15°C durante dos
horas.

Estado/Estadio  Dosis (g/m3) RI1 RII R III
8 10,4 9,8 11,2

12 29,4 25,6 253

Huevo 24 48,2 43,7 48,7

32 75,4 71,8 82,9

40 89,6 88,6 89,3

8 39,4 38,5 40,1

12 86,7 86,7 92,2

Larva inmadura 24 99,7 99,7 100,0
32 99,3 99,7 100,0
40 100,0 100,0 100,0

8 13,5 10,1 13,0

12 46,1 45,7 47,6

Larva madura 24 84,4 89,4 85,3
32 100,0 100,0 100,0
40 100,0 100,0 100,0

R I, R Il y R III correspondes a las tres repeticiones realizadas.

Del analisis de los valores de mortalidad corregida para pomelos Rio Red se
observo que el 100% de la mortalidad de larvas inmaduras se obtiene a una dosis de
24 g/m’ y con 32 g/m’ para larvas maduras. Para huevos, se alcanzé una mortalidad

préxima al 89% con una dosis de 40 g/m’.
En el caso de mandarinas Satsuma, la mortalidad de huevos y larvas maduras

mostr6 una tendencia similar que para pomelos, mientras que para larvas inmaduras

con una dosis de 40 g/m’se registr6 una mortalidad del 100%.
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4.1.1 Analisis Probit

Los valores de DL50 obtenidos mediante el andlisis Probit con los datos de
mortalidad corregida para huevos, larvas inmaduras y maduras en pomelos se
muestran en la Tabla 4.3. La DL 50 obtenida para huevos fue significativamente
superior al de las larvas inmaduras y maduras. Esto se evidencia porque los
intervalos de confianza de las DL 50 de los huevos no se superpusieron con los de
larvas inmaduras y maduras. A su vez, no hubo diferencias significativas entre

estadios larvales, ni superposicion entre los intervalos correspondientes.

Tabla 4.3: Valores de DL50 obtenidos mediante el andlisis Probit para los estados de
desarrollo de C. capitata en pomelos Rio Red en fumigaciones a 15°C durante dos
horas.

Estado/Estadio de DL 50 IC 95%
desarrollo R1 RII RIII R1 RII RIII
Huevo 22,1 21,9 209 16,8-28,6 17,6-27,2 16,9-25,5

Larvas inmaduras 8.6 8.6 8,3 73-9,6 7,1 -9,5 7,887
Larvas maduras 12,2 12,1 122 11,2-13,2 11,0-13,1 11,2-133

Los valores de DL50 obtenidos mediante el andlisis Probit con los datos de
mortalidad corregida para los distintos estados de desarrollo de C. capitata en
mandarinas Satsuma se muestran en la Tabla 4.4. Al igual que para pomelo, la DL 50
obtenida para huevos fue superior a los valores de las DL50 de las larvas inmaduras
y maduras. Nuevamente esto se evidencié porque los intervalos de confianza de las
DL 50 de los huevos fueron mayores y no se superpusieron con los de larvas
inmaduras y larvas maduras; a su vez, no hubo diferencias significativas entre los

estadios larvales, ni superposicion entre los intervalos (a excepcion de la RI).
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Tabla 4.4: Valores de DL50 obtenidos mediante el analisis Probit para los estados de
desarrollo de C. capitata en mandarinas Satsuma.

Estado/Estadio de DL 50 IC 95%
desarrollo RI1 RII RIII RI1 RII RIII
Huevo 21,2 22,5 208 16,1-27,2 16,3-30,7 15,9-29,2

Larvas inmaduras 9,1 9,2 8,9 7,8-10,3 8,1-10,3 8,2-9.5
Larvas maduras 11,6 12,1 11,5 10,3-12,9 11,1-12,2 10,6-12,4

Considerando los resultados obtenidos del andlisis Probit en las tres
repeticiones para ambas especies citricas, se pudo observar que la DL 50 de los
huevos fue significativamente mayor al de las larvas inmaduras y maduras. A su vez

la DL 50 de las larvas maduras fueron mas altas que las de las larvas inmaduras.

4.2 Determinacion de la incidencia de las variedades de pomelos y mandarinas

en el estado bioldgico de C. capitata mas tolerante al bromuro de metilo

Los valores de mortalidad corregida obtenidos para huevos en pomelos
Henninger’s Ruby y Marsh Seedless, y mandarinas Ellendale y Murcott se muestran
en las Tablas 4.5 y 4.6. La mayor mortalidad se registré con una dosis de 40 g/m’,

pero no alcanzo el 100%.
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Tabla 4.5: Mortalidad corregida de huevos de C. capitata en dos variedades de

pomelos para cinco dosis de bromuro de metilo a 15°C durante dos horas.

Variedad Dosis (g/m3) R1 RII R III
8 9,0 9,8 10,3
12 30,2 29,3 33,2
Henninger’s Ruby 24 48,0 49,1 50,1
32 75,0 78,5 77,3
40 90,1 90,2 91,0
8 9,00 9,1 9,6
12 31,5 33,0 29,0
Marsh Seedless 24 49,0 50,9 49,0
32 76,1 78,2 79,1
40 91,2 90,5 92,0

Tabla 4.6. Mortalidad corregida de huevos de C. capitata en dos variedades de
mandarinas para cinco dosis de bromuro de metilo a 15°C durante dos horas.

Variedad Dosis (g/m3) R1 RII RIII
8 11,5 11,9 10,2
12 26,1 26,5 25,0

Ellendale 24 49,8 472 46,9
32 84,1 74,4 82,4
40 89,7 88,9 89,1
8 9,9 12,3 10,2
12 28,1 27,1 29,0

Murcott 24 47,6 493 47,0
32 77,3 80,1 79,1
40 92,1 90,8 91,0
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4.2.1A4ndlisis Probit

Los valores de DL50 obtenidos mediante el andlisis Probit con los datos de
mortalidad corregida se muestran en las Tablas 4.7 y 4.8 para las distintas variedades
de pomelo y mandarina analizadas respectivamente. El pomelo Henninger’s Ruby
registro la mayor DL 50. Sin embargo, al comparar los intervalos de confianza de las
DL 50 para las dos variedades de pomelo, se observd que los mismos se
superpusieron en todos los casos. Para mandarinas, la variedad Ellendale mostro
mayor DL50 que la variedad Murcott. Al comparar los intervalos de confianza de las
DL 50 sobre estas dos variedades, se observo que los mismos se superpusieron en

todos los casos.

Considerando los resultados obtenidos de los andlisis Probit en las tres
repeticiones sobre las dos variedades de pomelo y de mandarina analizadas, se pudo
observar que las DL 50 de los huevos no mostraron diferencias significativas entre

variedades y especies.

Tabla 4.7. Resultados del andlisis Probit para huevos de C. capitata en dos
variedades de pomelos.

Variedad DL 50 IC 95%

RI RII RIII R1 RII R III
Henninger’s Ruby 21,3 20,9 20,5 16,6-26,7 15,9-26,6 16,4-24,9
Marsh Seedless 20,6 20,3 20,8 16,2-26,2 15,6-25,6  15,2-24,0

Tabla 4.8. Resultados del analisis Probit de la DL 50 para huevos de C. capitata en
dos variedades de mandarinas.

Variedad DL 50 IC 95%

RI RII RIII R1 R1I RIII
Ellendale 20,6 21,5 21,2 13,8-28,6 15,3-294 14,3-29,6
Murcott 21,1 20,5 20,9 15,0-28,2 13,6-28,6 14,8-28,1

45



Resultados

4.3 Determinacion de la dosis y tiempo de fumigacion para eliminar el estado

de C. capitata mas tolerante al bromuro de metilo

Los valores de mortalidad obtenidos para huevos sometidos a distintos
tratamientos donde se evaluaron distintos tiempos de exposicion y dosis de bromuro

de metilo se muestran en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9: Mortalidad de huevos de C. capitata en pomelo Rio Red expuestos a
fumigaciones con bromuro de metilo.

Tratamiento N° de individuos tratados N° de individuos vivos

R1 RII R III R1 RII RIII

48 g/m’ 3,5 horas 3374 3756 3344 0 2 0
48 g/m’ 4 horas 3753 3564 3839 0 0 0
56 g/m’ 3 horas 3304 4050 4488 0 0 0

56 g/m’ 3,5 horas 3817 3640 3648 0 0 0

56 g/m’ 4,5 horas 3915 3608 3600 0 0 0

Todos los tratamientos fueron realizados a 15°C.

Se pudo observar que para los cinco tratamientos evaluados, sélo se
obtuvieron individuos vivos en la repeticion II del primer tratamiento, mientras que

en los demas tratamientos no hubo individuos vivos.

En el caso de mandarina Satsuma, los valores de mortalidad obtenidos para

los distintos tratamientos evaluados se muestran en la Tabla 4.10.
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Tabla 4.10: Mortalidad de huevos de C. capitata en mandarinas Satsuma expuestos a
fumigaciones con bromuro de metilo.

Tratamientos N° de individuos tratados N° de individuos vivos

R1 R1II RIII R1 RII RIII

48 g/m® 3,5 horas 3242 3815 3615 2 1 3
48 g/m’ 4 horas 3685 3735 3447 0 0 0
56 g/m’ 3 horas 3680 3750 3780 0 0 0

56 g/m’ 3,5horas 3701 3451 3576 0 0 0

56 g/m® 4,5 horas 3645 3512 3773 0 0 0

Todos los tratamientos fueron realizados a 15°C.

Al igual que en pomelos, solo en el primer tratamiento se obtuvieron
individuos vivos, mientras que en los otros tratamientos no se registraron individuos

VIVOS.

4.4 Evaluacion del bromuro de metilo sobre la calidad de pomelos y mandarinas

4.4.1 Parametro fisico.

Los valores de pérdida de peso para los tratamientos de 48 g/m’ a 15°C cuatro
horas, y 56 g/m3 a 15°C durante tres horas se muestran en la figura 4.1. La variedad
que manifestd diferencias significativas en la disminuciéon de peso fue Marsh
Seedless en ambos tratamientos (F=38,67; p= 0,0001). Para las variedades Rio Red y

Henninger’s Ruby las disminuciones de peso no fueron importantes estadisticamente.

En el caso de las mandarinas, las pérdidas de peso se muestran en la figura
4.2. En las variedades Ellendale, Satsuma y Clemenules la disminucién de peso
presentd diferencias significativas con respecto a la fruta sin fumigar en los dos
tratamientos evaluados (Fgi= 6,6 pri= 0,02; Fs,.=16,27 ps,=0,003; Fc=32,66
pci=0,0006). Ademas, se observo que Clemenules presentd las mayores pérdidas de
peso en el tratamiento de 56 g/m’ a 15°C durante tres horas. En mandarina
Hernandina las pérdidas de peso no fueron iguales, registrandose diferencias

significativas en el tratamiento de 48 g/m’ (F= 7,29; p=0,02).
47



Resultados

56 g/m’ 15°C 3 horas

Pérdida de peso (%)

10 dias

= Fruta sin fumigar = Fruta fumigada

35 4 B
30 -
25 A
20 -
15
10 -

.~

Pérdida de peso (%)

Pérdida de peso (%)

0 \

1 5 10

= Fruta sin fumigar —— Fruta fumigada

35, €

30
25
20
15
10 -

0 /

10

1 5
= Fruta sin fumigar Fruta fumigada

Pérdida de peso (%)

pérdida depeso(%)

35+
30 -

20 -
15 1
10

48 g/m’ 15°C 4 horas

—

354
30
25 1
20
15 -
10 -
5
0

Pérdida de peso (%)

35
30 -
25 4
20 -
15
10

1 5 10

dias

Fruta sin fumigar = Fruta fumigada

B

/

1 5 10 dias

= Fruta sin fumigar = Fruta frumigada

C

/

= Fruta sin fumigar

1 5 10 dias

Fruta fumigada

Figura 4.1. Pérdida porcentual de peso en pomelos Rio Red (A), Henninger’s Ruby (B) y
Marsh Seedless (C) en los tratamientos de bromuro de metilo de 48 y 56 gr/m’ durante 3 y 4

horas.
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Figura 4.2. Pérdida porcentual de peso en mandarinas Hernandina (A), Clemenules (B),
Ellendale (C) y Satsuma (D) en los tratamientos de bromuro de metilo de 48 y 56 gr/m’
durante tres y cuatro horas.
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4.4.2 Parametro fisioldgico.

Los dafios producidos por bromuro de metilo en pomelos y mandarinas se

manifestaron como manchas deprimidas de color marréon en la epidermis de los

frutos. Estas presentaron diferentes tamafios y distribucion (Figura 4.3).

Figura 4.3. Clasificacién de dafios en pomelos y mandarinas: a) leve b) moderado

c) grave.
En la categoria de frutos sin dafios, las variedades de pomelos Rio Red y

Henninger’s Ruby presentaron diferencias significativas con respecto a Marsh
Seedless en ambos tratamientos (F4s=11,97 pss=0,008 y Fsc=14,49 ps5s~=0,005).
Ademas, los dafios moderados manifestaron diferencias considerables sélo en la
variedad Marsh Seedless del tratamiento a 56 g/m’ (F= 6,32; p= 0,03). En cuanto a
los dafios graves, Marsh Seedless se diferencié estadisticamente de las variedades
Rio Red y Henninger’s ruby, puesto que present6 los niveles mas altos de dafios en

ambos tratamientos (F43=6,88 p4s=0,02 y Fs¢=34,88 p55=0,005) (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Porcentaje de dafios en tres variedades de pomelos.

En mandarinas, en la categoria sin dafio, las variedades Hernandina y
Ellendale presentaron diferencias significativas con respecto a Clemenules en ambos
tratamientos (F45=8,47p4s=0,0073; Fs56=8,94p5=0,0062). Igualmente, estas mismas
variedades se diferenciaron notoriamente en los dafios leves del tratamiento de 56
g/m’ (F=6,85 P=0,01). Los dafios moderados mostraron diferencias importantes en
las variedades Clemenules en el tratamiento de 48 g/m’ (F=9,24 p=0,005) y Satsuma
en el de 56 g/m3 (F=8,1 p=0,008). Ademas, en la evaluacion de los dafios graves,
Clemenules se diferencid estadisticamente del resto de las variedades (F=5,04

p=0,03) (Figura 4.5).
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48 g/m’ 15°C 4 horas

Porcentaje (%)
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Sin dafio Leve Moderado Grave

B Hernandina 0O Clemenules © Ellendale B Satsuma

Figura 4.5. Porcentaie de dafios en cuatro variedades de mandarina.

4.4.3 Parametros organolépticos.

Las variaciones de los parametros organolépticos en pomelos se muestran en
el grafico 4.5. a) porcentaje de jugo b) Brix c¢) Acidez d) Ratio d) vitamina C. El
porcentaje de jugo disminuy6 significativamente (F=9,6; p=0,0002) en las tres
variedades de pomelos para los tratamientos evaluados, observandose que la fruta sin
fumigar presentd notoriamente mas jugo con respecto a identica fruta fumigada a 48
y 56 g/m’. A su vez, para la fruta sin fumigar, la variedad Rio Red presenté el menor
porcentaje de jugo, difiriendo significativamente de la variedad Marsh Seedless (Fig.

4.6.a). El contenido de solidos solubles en las variedades Henninger’s Ruby y Marsh
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Seedless disminuy6 significativamente con la fumigacion (F=5,3; p=0,005). Por otro

lado, las variedades sin fumigar Rio Red y Henninger’s Ruby presentaron una mayor

y notoria cantidad de solidos solubles que la variedad Marsh Seedless (Fig.
4.6.b). Con respecto a la acidez, Henninger's Ruby y Marsh Seedless manifestaron
diferencias significativas en los dos tratamientos (F= 3,8; p= 0,01). Asimismo,
analizando la relacién sdlido soluble/acidez, se observd un comportamiento
diferencial de Marsh Seedless fumigadas a 48 g/m® con respecto a la sin fumigar,
manifestandose en éste ultimo valores mayores (F=5,3; p=0,0003). En cuanto a los
valores de vitamina C, se observaron diferencias importantes en Henninger’s Ruby y
Marsh Seedless en el tratamiento de 56 g/m’, registrandose los niveles més bajos en
dichas variedades (F=10,6; p=0,0001). Sin embargo, Rio Red no mostré diferencias

significativas entre la fruta sin fumigar y fumigada.
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Figura 4.6. Parametros organoléticos de tres variedades de pomelos en los tratamientos de
48 y 56 g/m3 de bromuro de metilo durante tres y cuatro horas, a) porcentaje de jugo b)
brix ¢) acidez d) ratio e) vitamina C.

En mandarinas, las variaciones de los pardmetros organolépticos se muestran

en el grafico4.7. Con respecto al porcentaje de jugo se observaron diferencias

significativas entre la fruta sin fumigar y fumigada en las variedades Hernandina,

Clemenules y Satsuma (F=14,81 p=0,00001) (Figura 4.7a). En cuanto a los valores

de solidos solubles (Brix) se observo una disminucion en las cuatro variedades

fumigadas, manifestandose diferencias significativas entre Ellendale y Satsuma en

ambos tratamientos (F=2,9 p=0,02) (Figura 4.7b). La acidez de la fruta fue

aumentando junto con la dosis de fumigaciéon considerada en Satsuma (F=5,7;

p=0,0008), mientras que en Hernandina, Clemenules y Ellendale la situacién fue a la

inversa (Fig. 4.7c¢).

54



Resultados

Al analizar la relacion sélidos solubles/acidez, las cuatro variedades de

mandarinas registraron diferencias significativas (F=2,4 p=0,04) con respecto a la

fruta sin fumigar (figura 4.7d). Al observar la expresion de los valores de vitamina C,

Hernandina, Ellendale y Satsuma manifestaron diferencias considerables en el

tratamiento de 48 g/m’ (F=22,7 p=0,0003) con respecto a la fruta sin fumigar de las

variedades nombradas (figura 4.7).
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Figura 4.7. Parametros organoléticos de cuatro variedades de mandarinas en los tratamientos
de 48 y 56 g/m3 de bromuro de metilo durante 3 y 4 horas, a) porcentaje de jugo b) °brix
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los tratamientos cuarentenarios buscan eliminar una plaga en un determinado
producto frutihorticola comercial para lograr el acceso a mercados que no tienen dicha
plaga. Sin esta herramienta, muchos procesos comerciales serian imposibles y por lo
tanto, las actividades productivas serian de dificil crecimiento. Para el desarrollo de un
tratamiento cuarentenario es necesario contemplar distintos aspectos de la biologia de la
plaga, del tipo de tratamiento a utilizar y del producto que recibira dicho tratamiento. En
este trabajo se desarrollaron las etapas basicas de una fumigacion con bromuro de
metilo, analizdndose el efecto de este fumigante sobre los estados de desarrollo de C.
capitata y determindndose la influencia de las especies citricas sobre el estado mas
tolerante. Se confirmd que el huevo es el estado mas tolerante, sin encontrarse efecto de
la variedad citrica sobre dicha tolerancia. Ademas se logrd establecer las dosis y
tiempos de fumigacion a 15°C efectivos para eliminar dicho estado y evaluar su
incidencia sobre la calidad de pomelos y mandarinas de importancia comercial. Los
resultados obtenidos permiten recomendar condiciones de temperatura, dosis y tiempo
de exposicion donde se logra eliminar a la plaga con el menor impacto sobre la calidad

de la fruta.

Para determinar el estado de la mosca del Mediterrdneo mas tolerante al
bromuro de metilo, se consideré como criterio de seleccion la DL 50, con sus
respectivos intervalos de confianza. Se observo que el huevo es el estado mas tolerante
a este fumigante para ambas especies citricas y que sus DL 50 difieren
significativamente de aquellos obtenidos en larvas inmaduras (L1 + L2) y maduras (L3).
Estos resultados coinciden con los trabajos realizados por Spitler y Couey (1983) y
Armstrong y Couey (1984), quienes desarrollaron fumigaciones cuarentenarias con
bromuro de metilo para el control de esta mosca en cerezas, duraznos, peras y ciruelas.
Dichos autores encontraron que los huevos son el estado mas tolerante y lo atribuyen al
hecho que su actividad respiratoria estd disminuida y por lo tanto el intercambio
gaseoso es lento. Por su parte, Amstrong y Whitehard (2005) obtuvieron los mismos
resultados al evaluar la mortalidad de C. capitata y B. dorsalis utilizando diferentes

dosis y temperaturas. Para ambas especies también concluyeron que los huevos fueron
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el estado mas tolerante al bromuro de metilo, corroborando lo ya reportado para B.
dorsalis por Balock y Lindaren (1951). En contraste, Marti Silva et al. (1992), al
trabajar con pomelos Red Blush infestados con C. capitata, establecieron que el tercer
estadio larval fue el mas tolerante, al igual que Yokohama et al. (1992) trabajando con
R. completa en duraznos, establecieron que el tercer estadio larval fue el mas tolerante.
En lo que respecta a lepiddpteros, en fumigaciones desarrolladas en Japdn para exportar
manzanas a Estados Unidos, se determind que los huevos de C. niponensis y C.
punctiferalis, fueron el estado mas tolerante al bromuro de metilo. Asimismo, Gaunce et
al. (1981), establecieron que las larvas del quinto estadio en manzanas infestadas con C.

pomonella fueron las mas tolerantes a las fumigaciones.

En las pruebas para determinar si las variedades de pomelos y mandarinas
incidian en la tolerancia de los huevos de C. capitata al bromuro de metilo, se observo
que las DL 50 no presentaron diferencias significativas, por lo tanto las variedades no
influyeron en la tolerancia de los huevos. Estos resultados fueron similares a los
encontrados por Maindonald ef al. (1992) para huevos de C. pomonella en cuatro
variedades de cerezas, y tomando como criterio de seleccion la DL 99. En la misma
linea de evidencia, Willink et al. (2007), reportaron que para pomelo, naranja y
mandarina las variedades no influyeron sobre la tolerancia al frio de larvas del tercer

estadio de C. capitata.

El estudio combinado de distintas dosis y tiempos de fumigacion permitid
identificar un tratamiento que garantice la mortalidad total de los huevos de C. capitata
a 15°C. A lo largo de esta tesis, se compararon tratamientos donde se utilizaron dosis y
tiempos de exposicion mds elevados que en las pruebas de sensibilidad, encontrandose
que los tratamientos de 48 g/m’ durante 4 o 4,5 horas y 56 g/m’ durante 3, 3,5 y 4 horas
fueron los mas efectivos. Los resultados obtenidos en esta etapa son los primeros
reportados para el control de la mosca del Mediterraneo a 15°C en pomelos y
mandarinas. Los tratamientos que se proponen aqui no coinciden con las fumigaciones
propuestas por Spitler y Couey (1983), ni con los de Armstrong y Couey (1984),
quienes utilizaron dosis de 24, 32, y 48 g/m’ y tiempos de fumigacion de 1; 1,5; 2y 2,5
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horas a 21°C o mas. Tampoco coincidieron con tratamientos desarrollados a 15°C para
eliminar otras plagas como C. niponensis, C. punctiferalis, T. kanzawai, E.
sexmanaculatus, T. citricidus y D. citri, donde se emplearon dosis de 48 y 50 g/m’
durante 2 horas (Kawakami et al. 1994; Katayama et al. 2001). Se puede postular

entonces que menores temperaturas requieren mayores tiempos de exposicion.

En las evaluaciones de calidad, la disminucidon de peso de pomelos Rio Red y
Henninger’s Ruby no fue significativa, salvo el caso de Marsh Seedless. Sin embargo, a
pesar de ello no se debe concluir que las pérdidas no sean considerables ya que aun
siendo no significativas siempre hubo una disminucién de peso que, seguramente,
repercute en el precio final de la fruta. En el caso de las mandarinas, todas las
variedades tuvieron un comportamiento diferente entre si, observandose que la variedad
Clemenules tuvo la pérdida de peso mas importante. Vazquez (1994) evaluo este
pardmetro en limones después de un tratamiento con frio y determind que las
disminuciones se debian a una deshidratacion de la fruta durante el periodo de
evaluacion (10 dias a 25°C) sugiriendo la aplicacion de ceras para disminuir dicho
efecto. En este sentido, las evaluaciones de calidad en este estudio podrian haberse visto
influenciadas por el hecho que no se aplico cera antes de la fumigacion por lo que
comparar estos resultados con los observados por el mencionado autor podria no ser

valido.

Por su parte, los dafios fisioldgicos observados en pomelos y mandarinas
fumigados fueron similares a los descriptos por Anthon ef al. (1975), Benschoter
(1979b) y Hinsch et al. (1992). Los mismos se manifestaron en mayor porcentaje de
dafio en el tratamiento mas largo. Sin embargo, los frutos que presentaron dafios leves y
moderados tuvieron valor comercial por lo que las variedades evaluadas presentaron
viabilidad econdmica. Estos resultados coincidieron con los reportados por Hatton y
Cubbedge (1979), quienes al evaluar la calidad de naranjas y pomelos determinaron que
un incremento en los tiempos de exposicion al bromuro de metilo aumentaba los dafios

en la fruta.
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Con respecto a los parametros organolépticos, las dos especies citricas mostraron
un comportamiento diferente. En pomelo, el porcentaje de jugo disminuy6 en las tres
variedades con respecto a la fruta sin fumigar. En cuanto al contenido de solidos
solubles y acidez, Henninger’s Ruby y Marsh seedless mostraron un comportamiento
diferencial con respecto a la fruta sin fumigar. Ademas, las diferencias en el ratio y
vitamina C so6lo se manifestaron en Marsh Seedless y Henninger’s Ruby
respectivamente. En el caso de las variedades de mandarinas, el porcentaje de jugo
disminuy6 en todas las variedades a excepcion de Ellendale, donde no se registraron
diferencias entre la fruta fumigada y sin fumigar. No obstante, al analizar los demas
parametros ¢stos no manifestaron un comportamiento uniforme y por lo tanto la
variabilidad fue mayor. En este sentido, el andlisis de estos parametros fue uno de los
primeros aportes sobre el comportamiento de variedades de mandarinas y pomelos

producidos en Argentina.

En base a lo expuesto, es posible decir entonces que este trabajo de tesis
representa una importante contribucion al conocimiento del desarrollo de un tratamiento
cuarentenario con bromuro de metilo adaptado a las condiciones de produccion de los
citricos argentinos. Los resultados obtenidos en los tratamientos de 48 g/m’ durante 4 ¢
4,5 horas y 56 g/m’ durante 3; 3,5 y 4 horas todos a 15°C son efectivos para eliminar
totalmente los huevos de la mosca del Mediterraneo. Las variedades de pomelos y
mandarinas evaluadas no vieron afectada su calidad en forma que impida el uso de los
tratamientos propuestos. Es posible proponer entonces una evaluacion de los mismos a
mayor escala. De confirmarse los resultados obtenidos a gran escala, se podria proponer

su aplicacion en Argentina y evaluar su aplicabilidad en otros cultivos.

Ademdas de aportar informaciéon para el conocimiento, estos resultados
contribuyen al desarrollo de tratamientos postcosecha, considerando las condiciones de

produccion del lugar de origen de los productos frutihorticolas. A partir de este trabajo
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se conocen las etapas basicas para el establecimiento de un tratamiento cuarentenario
con bromuro de metilo, constituyéndose en el primer reporte sobre este tema en la

Argentina.
En funcion de lo expuesto se puede concluir:

1. Las dosis de bromuro de metilo empleadas para eliminar huevos de C. capitata

eliminan también larvas jévenes (L1+L2) y maduras (L3) en pomelo y mandarina.

2. Las variedades citricas no inciden en la tolerancia de los huevos al bromuro de
metilo, por lo cual el desarrollo de un tratamiento se puede realizar en una sola variedad

0 especie citrica.

3. Los tratamientos a 15°C son efectivos para eliminar C. capitata, por lo tanto estos
tratamientos son compatibles con la época invernal de cosecha de los citricos

argentinos.

4. Las disminuciones de peso posteriores a los tratamientos fueron importantes en

pomelo Marsh seedless y mandarinas Clemenules.

5. Los dafios fisioldgicos estan directamente relacionados con el tiempo de fumigacion.
Cuanto mas largo es el tiempo de fumigacidon de un tratamiento, mayores son los dafios

en la fruta.

6. Las variaciones en los pardmetros organolépticos dependen de las caracteristicas
intrinsecas de cada variedad, ya que no manifiestan una respuesta uniforme a los

tratamientos.
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