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RESUMEN

CAPTURA Y CUANTIFICACION DE PHYTOPHTHORA
PARASITICA EN MUESTRAS DE SUELO DE LOS CULTIVOS
DE LAS FLORES Y ORNAMENTALES

lleana Sandoval, Tania Bonilla, Maria C. Lépez y Yoelkis Tomas

instituto de investigacianes de Sanidad Vegetal Calle 110 na. 514 e/ Sa. By Ba. F, Flaya, Ciudad de La Habana,

ABSTRACT

ta captura de especies de Phytaphthara en muestras de suelo con ia
ulitizacién de trampas ha resuftado satisfactora en diversas paises. £n
Cuba s6 ha estandarizado esta #cnica en el cultivo del fabace para
detectar P. parasitica en fos suelos. con hojfas de tabaco como trampsa.
En este articulo se comprueba que /a captura de esta especie fue
posifiva en Jos suelog de los jardines del complgjo turistico Meli-Vara-
dero que presentaban plantas marchitas de vicaria (Catharanthus
roseus) y de cucaracha morada {Tradescantia sp.) afectadas por este
patogeno. Ef uso de pétalos de clavel como frampes resuité muy
salisfactorio para la captura de P parasitica en fos suelos can plantas
marchitas de clavel (Dianthus barbatus). Se recomienda ulfizar este
mélodo para la defeccion y cuantificacion de especies de Phytophthora
en dreas donde ss cultivan plantas ornamentales.

Palabras claves: trampas, cebos, caplura, plantas ornamentales,
Phytophthora parasitica

The trap method for detecting Phytophthora species in solf has been
used in many countiries. This technique has been standardized in Cuba
to detect P, parasitica in tobacco soils using tobacco igaf fraps. The
analysis of soff samples from wilt Catharanthus roseus and Tradescan-

" tia sp. plants belonging fo the Melia-Varadero Holtel was positive using

this method and aiso in sofl of carnation plants (Dianthus barbatus), aff
affected by P parasitica. ff is confirmed that the rarnation petal traps
were the best for detecting P parasitica from infected sails. The
chtained results indicate that this method is useful for the guantification
and detection of Phytophthara species in gardan s0ils.

Key words: frap, capfure, ornamental plants, Phytophthora parasitica

INTRODUCCION

En numerosos paises la produccién de flores con des-
tino a la exportacién cobra cada dia mas importancia
para el ingreso de divisas en la economfa. Un ejemplo
de ello lo tenemos en Colombia, donde la floricultura
comenzé a tener importancia a partir de 1963y, después
del café v el banano, las flores son el tercer renglén
exportable del pais [Asocoflores, 1992].

En Cuba actualmente estos cultivos estin ganande im-
portancia por su utilizacién en las dreas turfsticas, as
como por la posibilidad de exportacién; por tanto cons-
tituyen una fuente de ingreso de divisas para la econo-
mia del pafs. Sin embargo, muchas de estas especies
estn seriamente afectadas por diversas plagas, entre
ellas los hangos, por lo que el estudio de los problemas
presentes v su solucién por métodos ffsicos, bioldgicos
u otros, avudard a resolver estas dificultades.

La captura de estas especies en las muestras de suelo con
¢l uso de cebos o trampas se ha utilizado tradicional-
mente en diversos pafses con resultados satisfactorios,
por lo que Ponchet ef al. (1972) recomendaron el uso
de esta técnica para género tan importante, con cebos
consistentes en pétalos de clavel o frutos de fresa.

Esta técnica se ha estandarizado en el cultivo del
tabaco para la deteccién de P parasitica, utilizando
como cebo hojas de tabaco en las diferentes diluciones
del suelo [Fernandez, 1998], as{ como para la captura
de P capsici con discos de hojas de pimiento [Sandoval
et al, 1995].

Este trabajo tiene como objetive conocer la presencia y
estimar el namero de propigulos de Phytophthora para-
sitica en los suelos con presencia de plantas de Catha-
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ranthus roseus, Tradescantia sp. v Dianthus barbatus afec-
tadas por este patégeno, y comprobar Ja efectividad de
su captura a través de este método.

MATERIALES Y METODOS

Para la deteccién de los esporangios de P, parasitica en el
suelo se urilizd la técnica propuesta por Ferndndez
(1998) parala captura de esta especie en discos de hojas
de tabaco a partir de diluciones del suelo. Tal metodolo-
gia toma los elementos de Ponchetet al. (1972} y Ricci
{1972}, En nuestro caso se adaptd el método con discos
de hojas de C. roseus para suelos procedentes de estas
plantas con sintomas de marchitez, asi como para los
suelos de las plantas de Tradescantia sp. afectadas en los
tallos v las raices por P parasitica. Las muestras de suelo
procedian de los jardines del hotel Melid-Varadero, pro-
vincia de Matanzas.

En las dreas del Centro Nacional de Investipaciones
Cientificas (CNIC) fueron analizados los suslos sembra-
dos con plantas de clavel (D. barbatus) afectadas por el
marchitamiento causado por P parasitica. Fueron anali-
zados también los suelos para el trasplante de las vitro-
plantas en las bandejas de los cepellones, por lo que se
analizé la densidad del inéculo del patégenc v su rela-
cidn con su nivel de mortalidad (12 vitroplantas con tres
réplicas).

Los suelos de los canteros empleadas para el trasplante
fueron analizados, en cuyo caso la incidencia de plantas
muertas de D, barbatus fue del 50% o mds. La toma de
muestras se realizé a 5, 10, 15 vy 20 cm de profundidad.
Se utilizé como cebo pétalos de clavel, tal y como lo
recomienda Ponchet et al. (1972).

En todos los casos la muestra de suelo fue de 10 gramos
en 100 ml de agua destilada estéril (solucién madre
(SM) vy se prepararon diferentes diluciones de suelo {10
1072, 10" . Cada dilucién de suelo y las 5M se dep051-
taron en placas plasticas que contenfan orificios con
capacidad de 2 mL de solucién vy se llenaron 5 orificios
por cada dilucién de suelo, Sobre la superficie de cada
solucién se colocaron los discos de hojas de C. roseus v
los pétalos de clavel para la captura de los esporangios
de P parasitica v se cuantificd la densidad del indeulo por
el método de Mc Crady {1915).

RESULTADOS Y DISCUSION

La deteccién de P, parasiiica a partir de muestras de suelo
y muy cercanas a la rizosfera de las plantas marchitas de
C. roseus v Tradescantia sp. registraron poblaciones del
patdgeno que oscilaron entre 60 v 73 propagulos/g de
suelo. A pesar de no haberse utilizado los pétalos de
clavel, que son los cebos idéneos, seglin Ponchet ¢f al.
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(1972}, se pudo sustituir por discos de hojas de vicaria.
Estos discos o cebos presentaron entre cuatro v cinco
dias de incubacién la presencia de los esporangios
tipicos de P parasitica, 1o que corrobord el diagnéstico
realizado con anterioridad al detectarse marchitamien-
to en ambos cultivos (Tabla I).

Tabla 1. Deteccién de P. parasitica en suelos proce-
dentes de plantas de C. roseus y Tradescantia sp.
afectadas por este patégeno

i Plantas i Estimady de los propdgelos/s
_ i de suely

'C, roseus ( wmorada) 60 .

'C. raseus {blanca) 73
Tradeseantia sp.(morada) . 70

Para el casoc de las vitroplantas v plantas de clavel se
utilizé como cebo el pétalo de clavel, que mostré a las
veinticuatro horas de incubacién acuosidad, para deno-
tax la presencia de los esporangios del patdgeno, por lo
que resultd muy efectivo v rapido para el diagnéstico
de Phytophthora en muestras de suelo y su cuantifica-
cién. Los resultados de la Tabla 2 nos demuestran que
la mortalidad de las vitroplantas de clavel en los cepe-
llones esta relacionada con las poblaciones de P parasi-
tica, con registros entre 65 v 110 propdgulos/g de suelo
e Indices de mortalidad entre 41, 6 v 58, 3 de dichas
plantas.

Tabla 2. Deteccién de P. parasitica en suelos de los
cepellones para el cultivo de las vitroplantas de
D. barbatus

Réplicas Estimady de los Mortalidad de vitroplantas
propdgulosie de suels {%}
I : 103 S0
TL 110 58,3
i 63 41,6

Encondicionesdecampo,lamarchitezymuertesibita
de las plantas registran como agente principal a P.
parasitica, cuyos sintomas observados son semejantes a
los sefialados en este cultive por dicho patdgeno, segin
los criterios de Garibaldi y Rapetii (1973), Rattink
(1979) y Tello (19%0).

Junto con los sintomas detectados en este estudio, el
registro de las poblaciones de P parasitica a diferentes
profundidades del suelo en los canteros con elevada
mortalidad de plantas de . barbatus corrobora que a
wravés del método de cebo pueden registrarse entre 45 a
83 propagulos/g de suelo, v que sus poblaciones se
incrernentan entre 5y 15 cm de profundidad (Takia 3).
En 1al sentido Tsao (1983) indicé que las poblaciones
de Phytophthora se registran con mayor frecuencia en las
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zonas mds superficiales del suelo, principalmente en los
primeros cinco cendmetros. Sin embargo, Ferndndez
(1998) detectd que entre 0-5 cm de profundidad, el
nimero de propagulos de P parasitica en los canteros de
tabaco fueron elevados (225 propagulos/g de suelo), v
decrecid a 20, 30 y 30 cm de profundidad. En nuestro

caso se registraron poblaciones del patégeno en todas -

las profundidades ensayadas, pero con tendencia a su
aumento en los primeros 15 cm, donde se presenta la
zona radical de las planras de clavel.

Tabla 3. Deteccién de P. parasitica a diferentes
profundidades en los canteros de plantas de cla-
vel D. barbatus con mortalidad de plantas (250%]).

Profundidades Estimady de los propdeulosiy de suelo
3 70 o
10 _ 85 ‘|!
20 | 45

Se ha comprobado el efecto estimulador que pueden
ejercer las raices de las plantas ~como las de pimiento-
en la acumulacién de zoosporas de B eapsici debido a un
fenémeno de quimiotaxis a través de los exudados
radicales [Palazén y Palazén, 1989], por lo que en
nuestro caso asumimos que el comportamiento de £
parasiticn en esta zona obedezca a este fendmeno, tal v
como se comprueba con las altas poblaciones que se
registraron y con la mortalidad de mas del 30% de las
plantas de D. barbatus.

La deteccién y cuantificacién del niimero probable de
propagulos de Phytophthora a través de esta técnica
proporciona en pocos dias un diagnéstico confiable para
tomar medidas de control, tales como la solarizacion de
canteros v la aplicacién de biopreparados con agentes
antagonistas a esta cspecie, como Trichoderma harzianum,
con ¢l fin de reducir las poblaciones de tal patégeno en
los suelos.

CONCLUSIONES

Se comprobd que el método de cebo utilizado en este
trabajo en la cuantificacién de P parasitica vesulto eficaz
para este objetivo.

La modificacién del método con hojas de C, roseus sirvid
para la captura del patdgeno, aunque los péualos de
clavel son los idéneos, pues registraron la presencia de
los esporangios entre 24 a 48 horas de la incubacién,

La mortalidad de las vitroplantas de clavel en los suelos
de los cepellones est4 relacionada con el nivel de inéculo
de P parasitica.

Se comprobd la presencia de P parasitica desde 5 hasta
2@ cm de profundidad en canteros donde se registra alta
incidencia de la marchitez de las plantas de clavel, con
tendencia a presentarse mayor numero de propagulos
entre 5-135 cm de profundidad.
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RESUMEN

ABSTRACT

En el cuttivo del tabaso se producen cuantiosas pérdidas en fos
semifieros y plartaciones por la enfermedad pata prista, causada par
af pafogeno Phytophthora nicotianae. Para disminuir la incidencia de
ta enfermadad las siembras se realizan en éreas libres 0 con bajos
niveles de indculo, por fo que se necesitan técnicas de diagnostico para
determinar fa infestacion an fos suslos. A partir de la masa micelial se
prepard ef anfisuero poficlonal de P nicotianag y se ulifizd en fas
técnicas PTA-ELISA y Dot-oro. en combinacion con ef método de cebo
parz fa deteccidn de fos propdgulos de este honge en suslo. La
sensibiidad en ELISA fue de 50 ng de proteina/ml def anligenc y de
240 zoosporas/mi, mientras que an Dof-oro fue de 123 pg de profeina
y de 1,8 zeosporas/imL. Se deterrming que ef antisiero producido
reacciona con fodos los alsfados de P nicotianae probados y con ofras
especies de este género, pero no con olras que también infectan at
suelo. En suelos artificiaimentes infectados, ef tiempo al que se podfan
detectar las propagulos en las hojitas trampas fue al primer dia por
Dot-oro, v af tercero por ELISA, a diferencia def método de cabo que
requisre de seis dias. Con la aplicacion de estas fécnicas seroldgicas
se puaden analizar un gran volumen de muestras en un tiempo menor
en comparacicn con fos métodos tradicionales, y posibifitan ampliar el
pesquisaje del patdgeno para su prediccitn en jas dreas destinadas a
fos semilferos de fabaco.

Paiabras claves: P nicotianae, PTA-ELISA, Dot-oro, deteccidn en
suelos

Great losses are produced every year in tobacco nurseries and planta-
tiong by bfack shank disease (Phytophithara nicotianae). Current recom-
mendations for the control of this disease suggest to grow up the plants
in flefds free or with Jow levels of pathogens. but for this propose is
necessary to determine the fevels of infections in soil. In our work we
prepared a poficlonal antiserum against P. nicotianag from miceliaf
mass. This antissrum was used in PTA-ELISA and Golden- biot in
combipation with the bait method for the detection this fungi in sofl. The
sensibility in ELISA was 80 ng of protein/mi of antigen and 240
zoopores/mL, in golden-blol was 125 ng of protein and 1,8 zoospo-
res/mi. Jt was determined too, that anfiserum obtained could react with
another species of Phytophthora genus, but nof with other fungi of soil
The time necessary to detect ihe fungl in artificially infacted soil was 24
hour by Golden-blof, 72 kour by ELISA, and six days by bait method.
The applications of these serological fechnigues make possible the
analysis of great number of sampies in a shart time in comparison with
the traditicnal methods and this facifitates fo enfarge the screening of
this pathogen.

Key words: Phytophthora nicofianse, PTA-ELISA, Golden biot, detec-
tion in soils

INTRODUCCION

La enfermedad pata prieta —causada por Phyiophthora
nicotianae— es una de las més dafinas al cultivo del
tabaco, fundamental renglén de la economia de nuestro
pais {Espino, 1996]. En cada campaiia tabacalera esta
enfermedad provoca cuantiosas péxdidas en los semille-
ros v en las plantaciones {Ferndndez, 1998].

Este hongo posee estructuras resistentes capaces de
sobrevivir por varios afios en el suelo [Kréber, 1980],
constituyendo una de las principales vias de infeccion y

propagacién de la enfermedad, la cual se desarrolla en
pocos dfas propiciando la aparicidén de epidemias bajo
condiciones climaticas favorables [ Shew y Lucas, 1991].

En el diagnéstico fitosanitario de los suelos se han
empleado diversas técnicas para determinar la presencia
de los propagulos del patégeno, tales como medios
selectivos [Kanwischer v Mitchel, 1978; Ferndndez,
1998] y el método de cebo [Ferndndez, 1998]. Coneste
ltimo se han obtenido resultados satisfactorios, a pesar
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de que requiere tiempo y de personal especializado para
su realizacién.

Ademds de estos métodos biolégicos para la deteccidn
de hongos, en la Gluima década se han aplicado las
técnicas serolégicas de inmunofluorescencia indirecta
[White v Wakeham, 1995}, ELISA [Kumar, 1993;
Schwabeet al, 1993; Harrisonet al,, 1993]y MNC-ELI-
SA o DIBA (Dot Immuno Binding Assay) [Berger et al,,
19857 para hacer més sensible, ripido v fécil el diagnos-
tico, permitiendo que el hongo sea detectado antes de
que aparezcan sintomas visibles de Ja enfermedad en el
hospedante [Spire, 1995].

La técnica Dot-oro [Brada v Roth, 1984], aunque no es
inmunoenzimética, posee las mismas caracteristicas que
las anteriores, v se ha utilizado para detectar otros
microrganismos como ek hongo Candida alpicans [Pou-
lain et al, 1987] v la bacteria Bacillus thuringiensis
[Carrera v Ferndndez-Larrea, 1995,

El objetivo del presente trabajo fue la preparacion,
evaluacién de anticuerpos policlonales y estandariza-
cién de las técnicas PTA-ELISA y Dot-oro parala detec-
cién en suelos de Phytophthora nicotianae.

MATERIALES Y METODOS

Los aislados de P nicotianae y los demds hongos utiliza-
dos fueron obtenidos del cepario del Instituto de [nves-
tigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV) (Tabla ). Se
mantuvieron en medio papa-dextrosa-agar (FDA) a
23 °C excepto £ iafestans, que se mantuvo en medio V8
a0°C

La masa micelial de cada aislado se reprodujo en medio
liquide PDA. v fue recogida enure los siete y diez dias
de crecimiento, filtrada al vacio y lavada con agua
destilada estéril. La ruptura de la pared celular se realizé
por sonicacién con PBS frio v extraccién del antigeno
micelial por centrifugacién. Iguaies volimenes de cada
suspensién de los distintos aislados de tabaco de
Phytophthora se unieron para formar una suspensién
antigénica. Todas las suspensiones se guardaron en alf-
cuotas en un fizezer a 20 °C hasta su uso.

Las concentraciones de proteinas de cada una de las
suspensiones miceliales se determinaron por el método
de Lowry et al. (1951), utilizando BSA como patrén.

La suspensién antigénica de la mezcla de aislados de
P nicotianae se utilizé come inmundgeno para preparar
el antisuero por Inmunizaciones, ¢ inmunizé conejos de
raza chinchilla de aproximadamente dos kilogramos de
peso corporal con inyecciones subcutdneas a razon de
I mg/mlL. Se emulsificé con 1gua1 volumen de adyuvante
completo de Freund para la primera dosis, e mcompleto
para las restantes. Las inyecciones se administraron
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semanalmente durante 35 dfas. La titulacién se realizd por
doble inmunodifusién y PTA-ELISA con muestras de
sangre tomadas de la vena marginal de la oreja del conejo.

Con el antisuero preparado se estandarizaron las técni-
cas ELISA [Mohan, 1988} y Dot-oro [Brada v Roth,
1984]. Ambos métodos seroldgicos se aphcaron para la
deteccién de los propagulos de Phytophthora en suclo.

Para estandarizar la técnica PTA-ELISA se determinaron
las diluciones éptimas de 1gG v conjugado, enfrentando
lug'ml de antigeno con diluciones de 1/100-1/5 000
del suero y diluciones de 1/250-1/2 000 del conjugado
fosfatasa alcalina-anticonejo.

La diferenctacidn entre los valores negativos v positivos
{umbral} se calculs segin lo propuesto por Sutula v
Cuillet {1986).

Con las concentraciones éptimas de antsuerc y conju-
gado definidas anteriormente se determing la sensibili-
dad de la técnica, la que se refirid tanto a concentracion
de proteinas como de zoosporas/ml, con diferentes
concentraciones del antigeno desde cinco hasta 1 000 ng
de proteina/mL, v diluciones de(:lmales seriadas de las
suspensicnes de zoosporas desde 10° hasta 10, obteni-
das in vitro seglin el método de Taylor (1978).

Las reacciones cruzadas se determinaron enfrentando el
antisuero obtenido contra los diferentes aislados de
P nicotianae de tabaco, con las otras especies de
Phytophthora v con los otros géneros de hongos que
infectan el suelo (Tabla ).

Para la técnica Dot-oro las muestras se clarificaron por
congelacién. El antisuero se adsorbié con savia bruta de
plantulas de tabaco sano para eliminar las reacciones
inespecificas. En todos los experimentos se utilizé a la
diluctén 1/5. La técnica se probd a 37 °C v a temperatura
ambiente.

Se emplearon los conjugados de IgG anticonejo ~fosfa-
tasa alcalina para la téenica ELISA v de IgG anticonejo-
oro coloidal para Dot-oro, ambos preparados en nuestro
laboratorio,

Debido ala imposibilidad de detectar el patégeno direc-
tamente del suelo por los métodos seroldgicos, se utilizd
un cebo (hajita de tabaco), que permite capturar al
hongo del suelo contaminade, para el que se siguio €l
método de cebo [Fernandez, 1998] empleado para la
captura de los propdgulos de P nicotiange, consistente en
realizar diluciones seriadas hasta 107 de las muestras
de suelo preparadas al 10 % con agua destilada estéril,
En los alvéolos de una placa de cultivo se depositaron
2 mL de cada una de las diluciones, v en la superficie se
colocs una hojita de tabaco, las que se evaluaron diaria-
mente por ELISA v Dot-oro.

Para determinar el tiempo al que se podia detectar los
propagulos del hongo en las hojitas de tabaco por los
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Tabla 1. Hongos fitopatogenos de suelo utilizados y su origen

Microreanismo Alslado de
Phytophthora nicotianae
10 Citrico
13 Tomate
Sabana Tabaco
MI Tabaco
227 Tabaco
223 Tabaco
233 Tabaco
236 Tabaco
P. infestans Papa
P. cinnamomi Ciurico
Macrophomina phaseolina Papa
Pvthium spp. Tabacao
Sclerotium rolfsii Papa
Rhizoctonia solani Papa

métodos serolégicos, se hicieron ensayos, infestando
suelo estéril con 0,1 g de inéculo harina-arena, y un
testigo al que no se le adiciond el patdgeno. A partir de
las veinticuatro horas postinfeccién hasta los seis dias se
recogieron las hojitas diariamente, las que se trituraron
v resuspendieron en 200 ul de tampdn de tapizado
(ﬁara ELISA}oen 50 ul de tampdn TBS (para Dot-oro}.
Se almacenaron en congelacién. Cada experimento se
repitié tres veces, con tres réplicas por cada determina-
cion.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la titulacién del antisuero producido con la téenica
de doble inmunodifusién se observé una banda de
precipitacidn hasta la dilucién de 1/64, y en ELISA dio
reaccidn positiva hasta una dilucién de 1/5 000, simila-
res resultados obtuvieron [Aumouzou-Alladave ef al,
1988] con el antisuero policlonal de F fragarige. Este
antisueroc se utilizd para estandarizar las técnicas sero-
l6gicas ELISA v Dot-oro.

En PTA-ELISA las diluciones éptimas escogidas de anti-
suero v conjugado fue de 1/250 v 1/500, respectivamente.,
Estas diluciones se seleccionaron por el menor valor de la
DO de las reacciones inespecificas con los controles nega-
tivos, y que muestran una clara distincién con los controles
positivos como sefialan Peralta v Frias (1987).

El valor umbral fue de 0,204 caleulado para 45 deter-
minaciones de controles sanos. En los distintos experi-
mentos, los valores de absorbencia que estuvieron por

debajo del umbral se consideraron negativos, y positivos
los que resultaron por encima.

Enla Fig. I se muestra la curva de sensibilidad. En ella
se observa una relacién directamente proporcional entre
la concentracién de proteinas v los valores de ab-
sorbencia. Considerando el valor umbral, la sensibilidad
alcanzada fue de 60 ng de proteina/mL, que comparado
con los 2 ng/mlL obtenidos por Mohan {1988) para la
deteccién de P fragariae en raices de fresa, nuestra
técnica resulta menos sensible. En funcién de la concer-
tracién de zoosporas, la sensibilidad fue de 240 zoospo-
ras/mlL.

Cuando enfrentamos el antisuero de P nicotiandae con
otros aislados de tabaco v cepas de otros hongos que
infestan el suelo (Fig. 2, resultd que este es especifico
para el género Phytophthora, y no reacciona con los
otros géneros de hongos probados. Este aspecto de las
reacciones cruzadas entre especies del género habia
sido discutide ya por Mohan (1988, 1989 4 v b}, Esto
resulta muy importante para el diagndstico serol6gi-
co, va que nos permite detectar solamente a la
Phytophthora en presencia de otros hongos patdgenos
de las plantas, que segGn Shew y Lucas {1991} se
encuentran con frecucncia afectando al cultivo del
tabaco.

En los ensayos para determinar la temperatura de tra-
bajo con la técnica Dot-oro, los resultados fueron simi-
lares en las dos temperaturas probadas, lo que coincide
con otras autores. Dewev et al. (1989) trabajaron a
37 °C, y Brada vy Roth (1984) a temperatura ambiente,
ambos con buenos resultados.
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Figura |. Curva de sensibilidad para P nicotianae en PTA-ELISA
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Figura 2, Especificidad del suero anti 2 nicotianae en PTA-ELISA

En la Tabla 2 se muestran los resultados de la sensibili-
dad. La minima concentracién que se detect6 fue 123 pg.
Otros autores, trabajando también con técnicas sobre
membranas, sefalan un nivel de deteccién en el orden
de los picogramos. Dentro de estos trabajos se encuen-
tran los desarrollados por Singet al. (1993}, quienes con
el inmunoensayo DIBA lograron visualizar 170 pg de
PVY. Por otra parte, Poulain et al. (1987) obtuvieron que
la sensibilidad de la técnica Dotoro era de | ng. La
sensibilidad en funcidn de la concentracién de zoospo-
ras fue de 1,8 zoosporas'mlL.

En el enfrentamiento del antisuero con las soluciones
antigénicas de hongos de otros géneros, se pudo com-
probar que no existian reacciones cruzadas,

10{fitesunidad

La Fig. 3 refleja los resultados del tiempo al que se
pueden detectar los propigulos de P nicotianae en
suelos infestados por la técnica PTA-ELISA. La diferen-
cia entre los controles negativos y positivos se pone de
manifiesto al segundo dfa, y a partir del tercero alcanza
su valor méximo, que permanece constante hasta el
sexto dia.

Mediante la técnica Dot-oro se pudo detectar la presen-
cia del patdgeno a las 24 horas postinfeccién por la
observacién de una mancha bien definida sobre la mem-
brana.

A pesar de que ambas técnicas presentan més sensibi-
lidad que los métodos tradicionales, debemos sefalar
que el ensayo Dot-oro es mas sensible que ELISA. Esto
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Tabla 2. Sensibilidad de la técnica Dot-oro para la deteccidn de P. nicotianae

Concentracion Masa {ng) Deteccion visual
antigénica (negiul )
100.0 500,0 o+ +
50,0 250,0 b - T
25,0 1250 + - =
10,0 50,0 -+ =
1,60 5,00 + +
0,50 2,50 + +
0,10 0,50 +
0,05 0,23 +
0,025 0,125 +
0,005 i 0,025 -
DO
0,3 {'
04 I e T -
‘ //.(
0.3 e _/;j
0.2 | ./J‘
s S Y
0.1 I
0 s . ; e g

dias

—s— Ho'as infectadas —- Hojas sanas

Figura 3. Determinacién del tiempo para detectar propégulos

de P nicotianae por PTA-ELISA

concuerda con los trabajos de Berger (1983), Smith
{1987} v Sing (1993), quienes demostraron que las
técnicas en membranas de nitrocelulosa poseen ma-
vor sensibilidad que las realizadas en placas de
poliestirenc.

La reduccion del tiempo de anilisis es significativa,
va que cuando se evaldan las muestras de suclo por
el método de cebo al sexto dia es que se pueden
apreciar las diferencias morfoldgicas entre los espo-
rangios de Phytophtora v Pythium, mientras que con
las téenicas PTA-ELISA y Dot-oro, los propagulos se
detectan al tercer dia v a las veinticuatro horas,
respectivamente,

Con la aplicacién de estas técnicas seroldgicas se pueden
analizar un gran volumen de muestras en un tiempo
menor en comparacién con los métodos tradicionales, v
posibilitan ampliar el pesquisaje del patégeno para su
prediccion en las dreas destinadas a los semilleros de
tabaco.

CONCLUSIONES

Se logré reducir el tiempo de diagndstico de seis dias a
veinticuatro horas o tres dias con las técnicas Dot-oro v
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ELISA-Indirecto, respectivamente, para suelos infesta-
dos con P, nicotianae,
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RESUMEN

ABSTRACT

Er el presente arficufo se probd la eficiencia da cuatro medias de cutlivo
en fa deteccidn de X, ¢. pv vasicatoria en semilfas de fomale y pimiento
inoculadas artificiaimente. Todos fos aislamientos perieneciontes a
nuestro cepario se sembraron en cada uno ds los medios para com-
probar su crecimiento y observar su morfologla. Parg fa deteccion a
partirde las semillas se ufifiz& el métoda de trituracion en 2 mL de agua
destifada estéril. Se hizo siembra por & mélodo de las diluciones
seriadas en fos medios correspondientes. Todas fas cepasde X ¢ pv
vesicataria fuvisron muy buen desarrollo en tres de fos medios proba-
dos (LPGEA, ABM ¥y X-1). Los dalos obtenidos revelaron que fanio a
partir de [as semiilas de tomate como de fas de pimiento ef medio ARN
recobrd ef mayor namero de colonias v & menor de microrganismos
saprofiticos, diferencidndose significativamente del resto de los estu-
fados en ¢stas dos parametros

Paiabras claves: medio de culfivo, semilfas, inoculacion ariificial

Effectiveness comparison of several media for detection of Xanthomo-
nas campestris pv vesicatoria from tomato and pepper seeds.

In this trial was investigated the seffsctiveness of 4 media in the
defection of Xanthomonas campestris pv. vesicataria from tomato and
pepper seeds artificially inocwlated, All the strains from our collection
were plated first in each medgium fo check their growth and morfology.
Deteclion from seeds were performed by crushing 25¢ in 2 mi of sterile
destilled water, lsft resting for 1-2 hours and plating by the dilution
method. Data showed that sfrains had a good development on three
of the test media: LPGA, ABM and X-1 whereas the best recovery
from tomato and pepper seeds were oblained on ABM notonly fora
great number of cofonies of the target bacterium but a supression of
confarminant flora.

Key words: cufture medium, seeds, arificial inoculation

INTRODUCCION

Las semillas infectadas constituyen la via principal de
diseminacién de numerasas bacterias fitopatdgenas
[Schaad, 1982], v entre estas, diferentes autores han
considerado que la fuente primaria de indaulo de X ¢
PV, vesicatoria se encuentra en este organoc de la planta
{Diachun y Valleau, 1946].

Bashanetal. (1982) estimaron una permanencia de diez
afilos en este sustrato para este microrganismo, y enfa-
tizaron que la semilla resultaba un factor de vital im-
portancia en su transmision,

El recobrado exitoso de los patégenos de las semillas
requiere un conocimiento adecuado de estas con la
microflora acompafiante, v del desarrollo de técnicas

capaces de revelar bajas densidades poblacicnales en
medio de una mezcla compleja de organismos saprofi-
ticos {Goto, 1972].

Para estos fines se han desarrollado diferentes medios
de cultivo con una selectividad variable, y para el cuso
que nos ocupa los estudios de Mc Guire y Jones {1984),
Mec Guire et al. (1986) y Kobori et al. {1993} evidencia-
ron la utilidad de la adicién del tween 80 junto a
numerosos antibigticos a medios selectivos para la de-
teccion de este microrganismo en las semillas y otras
partes de plantas, con resultados diversos.

En este sentido, Scaad {1982) alert6 sobre la dificultad
que presentaba esta bacteria para ser aislada a partir de
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las semillas, hecho que en nuestro pais resuita un
problema, ya que los métodos que tradicionalmente se
han usado no han sido eficaces. En ¢l presente ensayo
se estudi6 la eficacia de varios medios de cultivo enla
deteccién de este microrganismo en las semillas de
tomate y pimiento.

MATERIALES Y METODOS

Se probaron cuatro medios de cultivo: LPGA (como con-
wrol), extracto de levadura-5g, peptona-3g, glucosa-10g,
agar-20g; ABM [Amaty col, 198351 LPGA + ampicilina
60 ppm y benomyl y metalaxyl 5 ppmen concentracion
final en el medio X-1 [Peterson, 1963] y D-5 {Kadoy
Heskett, 19701

Los trabajos se realizaron en semillas de tomate y
pimiento inoculadas artificialmente mediante su in-
mersién en suspensiones bacterianas de 109 UFC/ mL
durante una hora.

Previamente, todos los aislamientos de esta bacteria
pertenecientes a nuestro cepatio se sembraron en cada
uno de los medios de cultivo para comprobar su creci-
miento v realizar su descripcidn morfoldgica.

Para el aislamiento del patogeno a partir de las semillas se
tomaron cuatro porciones de 25g que s trituraron en
2 mL de agua destilada estéril. Se dejaron en reposo por
espacio de una a dos horas. A partir de este liquido se
hicieron diluciones decimales seriadas que se sembraron
sobre los medios en prueba. Se efectuaron dos réplicas por
cada medio, sembrandose hasta fa dilucién 10-4.

Se efectud el conteo del ntimero de colonias de la bacteria
de contaminantes, analizindose de forma independiente
por la prueba de Rangos Miltiples de Duncan. Los datos
analizados corresponden a la dilucién 1/100.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las cepas de X ¢ pv. vesieatoria tuvieron muy
buen desarrollo en los medios LPGA, ABM y X-1, dado
por una répida velocidad de crecimiento'y morfologia
muy tipica (Tabla 1),

Tabla 1. Colonias de X. c. pv. vesicatoria recobradas en
los medios de cultivo. Semillas de tomate y pimiento

FLariantes

i ,\uwm_d_e colonias

Tomate i Pimienty
R .
FABM 4886 a 356768
[LPGA i 127:6b | 43906 '
X1 | 1138 b 69,8 ¢
iD-5 82.9b 63,3¢ .
ES: 0,137 0,409 '
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Medias con letras iguales no difieren significativamente
para un 95% de confiabilidad.

Estos datos concuerdan con estudios anteriores realiza-
dos por Peterson {1963) con el medio X-1 en el que
realiz6 aislamientos a partir de suelo y diversas plantas
indeseables v con los de diferentes investigadores fran-
ceses, quiencs tradicionalmente han utilizado el LPGA.
para trabajos con varios géneros de bacterias fitopato-
genas [comunicacion personal, 1986].

Ensayos anteriores evidenciaron las posibilidades del
medio ABM para detectar bajas concentraciones deesta
bacteria en diferentes tipos de suelo [Amateet al, 1983]
y en plantas con fuerte infeccion [Amat, 1987].

En el medio D-5 el desarrollo fue mds lento, y las
colonias pequenas y de aspecto blanquecino, que alcan-
zaron un tamafio adecuado sélo a los siete dias. Estos
altimos datos no coinciden con los de Kado y Hesketr
(1970), quienes lo recomendaron para atslar diferentes

especies del género Xanthomonas a partir de varios sus-
tratos, v lograron el crecimiento de las cepas después
de 2-4 dias.

Los resultados estadisticos en la comparacién del nd-
mero de colonias del patégeno para ambos cultivos se
reflejar en la Tabla 1, y los datos del ndmero de
contaminantes se expresan en la Tabla 2. Estos datos
permiten apreciar que tanto a partr de las semillas de
tomate como de las de pimiento, el medio ABM recobro
el mnayor ntmero de colonias de la bacteria y el menor
de microrganismos saprofiticos.

Tabla 2. Colonias de contaminantes detectadas en
Jos medios. Semillas de tomate y pimiento

—_—

Varjantes I Nitmero de colonias

— Tomate ! Pimitsnto

LPGA i 169,7 2 13392

%1 . 147.9° 97,5 ab
DS o8, 868b
| ABM : 2,850 L 2.18¢

ES: 0234 | 0,183

Medias con letras iguales no difieren significativamente
para un 95% de confiabilidad.

Los medios X-1 y LPGA detectaron poblaciones meno-
res del patdgeno debido fundamentalmente a su poca
selectividad.

Jones et al. {1986}, al utilizar semillas de tomate v
pimiento inoculadas artificialmente con mutantes de
X ¢. pv. vesicatoria tesistentes a estreptomicina y rifam-
picina, obtuvieron un recobrado elevado en medio
envenenado con ambas drogas; sin embargo fallaron en
sus intentos de detectar la bacteria al analizar 293 lotes
de semillas de tomate con supuesta infeccién natural,
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v lograron aislar el microrganismo en unos 53 lotes de
semillas de pimiento en las mismas condiciones.

El medio ABM ha permitido el aislamiento del patége-
no en cuestion a partir de 16 muestras de produccidn
de ambos cultivos, de 1 7 analizadas [Amatet al,, 1990],
cuestdn que nos sugiere debemos continuar desarro-
llando nuestras investigaciones, ya que otros investiga-
dores con medios altamente selectivos [Kruppa ef al.,
19947 sélo lograron recobrar la bacteria en una muestra
de tomate de ocho analizadas.

Ademas, la bacteria en estudio puede ser determinada
en un periodo de cuatro a cinco dias a partir de las
semillas, plazo aiin mds breve que el establecido por
Rashan y Assouline (1983) con la técnica de enrique-
cimiento que oscila entre 9 v 16 dias,

CONCLUSIONES

Por los resultados se puede apreciar que el medio con
mejores posibilidades para los andlisis de semillas de
ambos cultivos es el ABM, Este posee una alta selectivi-
dad, v se recobra un alto porcentaje de la bacteria. Las
colonias resultan muy tipicas, v las Jecturas pueden ha-
cerse sobre los cuatro o cinco dias después de la siembra,
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RESUMEN

ABSTRACT

£l ajo de montafia es una aliacea cuyo cultivo se ha incrementado en
los Gitimas aflos debido af desarrollo de g agricullura urbana y por
suplir en gran medida la carencia de ofros condimenios. A finafes de
1995 se presenic en dreas de Ciudad de La Habana una patologia de
orgen bacteriano. cuyos sintomas consistian en pudricidn acuosa de
los dpices y area foliar generalizada. En efios se aisio una bacteria
ffopatogena del género Pseudomonas fidorescentas. £n of trabajo se
informa la descripcion del agente causal y dafios preliminares ocasio-
nados.

Paiabras claves: afo de montadia, pudricion, Pseudomonas

Mountain garlic is a rustic affacea whose crop have been incraased in
the last years because the development or urban agriculiure and fo
supply the need of other condiments, By the end of 1995 a disease of
bacteriaf origin was observed in severaf fields located in Havana City.
Sympioms consisted in tip rot of the leaves which later extendsd to af!
leaf area. A phyfopathogenic bacteriumn befonged to Pseudomenas
flucrescent group were consisted isolated from the injured fissues.

Key words: mountain garlic, rot, Pseudomonas

INTRODUCCION

EI ajo de montafa (Allium sp.) es una especie ristica
perteneciente al género Allium, que por sus caracteristi-
cas botinicas puede resistir las altas temperaturas y
suplir como condimento a las alidceas, que solo se
obtienen en la campana de frio. Es por esto que su
cultivo se ha incrementado en el sector privado y en los
organopénicos como parte del desarrollo de la agricil-
tura urbana.

Las alidceas son afectadas en Cuba por bacterias fitopaté-
genas que causan pérdidas econdmicas, como son Xan-
thomonas sp. en cebolla [Amat e al, 1980] y en ajo v
cebollino {Napoles v Ramirez, 1990]. Han sido informa-
das ademds en ajo y cebolla: Erwinia chrysanthemi  Burk
[Cordovés y Jiménez, 1983; Napoles, 1986], Erwitia
carotovora subsp. carotovora (Marntinez, 1976), Pseudomonas
cichorii Stapp [ Valdivia y Garcfa, 1989; Stefanova y Rodri-
guez, 1989] v més recientemente Xanthomonas sp. en ajo
puerro [Ndpoles v Ramirez, 1997].

A finales de 1993, en inspecciones realizadas a dife-
rentes Cooperativas de Créditos v Servicios del mu-
nicipio de Guanabacoa y a organopénicos de Ciudad
de La Habana, se observaron sintomas de podredumbre
apical, v en estadios mds avanzados de descomposicién
acuosa de la mavor parte del area foliar en casi todas las
plantas cultivadas de ajo de montana, De estos sinto-
mas se aislé una bacteria fitopatdgena de muestras
tomadas de cinco campos de 3 CCS y de un organopé-
nico. Debido a las proporciones de epifitia que alcanzé
la enfermedad en el cultivo nos dimos a la tarea de
identificar el agente causal de Ia bacteriosis.

MATERIALES Y METODOS

A partir de hojas con sintomas se realizaron siembras
sobre el medio de cultivo agar nutriente. Las placas
fueron incubadas y cbservado el crecimiento bacterianc

ftosanidad!17
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a partir de las 48 horas, De las placas se atslaron cultivos
puros, las colonias fueron transferidas al medio B de
King ¢t al. {1954) para la observacion de fluorescencia,

Las colonias que resultaron fluorescentes bajo luz ultra-
violeta fueron infiltradas en hojas de tabaco var. Corojo
para determinar la reaccion de hipersensibilidad [Ie-
ment ef al., 1963]. De las cepas en estudio, seis induje-
ron reaccién hipersensitiva positiva [Al-L, AZ-L, A3-B,
A4-B, A5-P, A6-Q), las que fueron caracterizadas mor-
folsgica y culturalmente sobre AN y King B,

Con posterioridad estas cepas se sometieron a las prue-
bas de LOPAT [Lelliott et al., 1966].

LOPAT

Levan: produccién de dextrosa {Levan) en agar nutrien-
te mas 3% de sacarosa.

Oxidasa: segin modificacién de Stell {1961)
Produccién de protopectinasa

Arginina: produccién de amonfaco a partir de arginina,
segin Thornley et al. {1960}

Tabla 1. Resultados del LOPAT

Los aislamientos se caracterizaron bioguimica y fisiolé-
gicamente segin las pruebas descritas por Harrigan v
Me Cance {1966).

Las cepas se inocularon por aspersién sobre ajo de mon-
tafia, ajo puerro, cebolla y cebollino, para determinar su
cardcter patogénico. Las plantas se mantuvieron en cima-
ra htimeda 24 horas antes vy despugs de la inoculacion. Se
asperjaron plantas testigos con agua destilada estéril. Se
hicieron reaislamientos de todas las plantas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las colonias sobre Agar nutriente a las 48 horas eran
granulosas de color blanco grisiceo con bordes irregu-
Tares. Sobre el medio King B mostraron morfologia
similar, alcanzando un mayor tamafho.

Las células bacterianas son bacilos gram negativos y
presentan un solo flagelo polar. Los resuttados de
LOPAT se muestran en la Tabla 1.

Cepas | Levan Oxidasa

Papa Arginina Tabaco

x&l']_{ + —_

— - +

A2-L

A3-B

Ad-b

A5-P

+iHF ]+

4|+ |+

A0 |

_l.

+: reaccion positiva

- reaccién negativa
Las cepas en estudio resuitaron: Levan positivas, oxida-
sa y arginina al igual que la protopectinasa.

Debido a estas caracteristicas nuestros aislamientos se
ubican dentro del grupo 1A de Psendomonas fluorescentes
rLellioteet al,, 1966] los que clasifican estas Pseudomonas

en cinco grupos. Por otro lado, Misaghi y Grogan
(1966) dividen estas bacterias en los grupos 14, 1B,
I1A, 1IB. Segtin nuestros resultados, estas cepas se
ubican dentro del subgrupo IA de estos autores. Los
resultados de las pruebas bioquimicas y fisioldgicas sc
reflejan en las Tablas 2y 3.

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de los aislamientos de ajo de montana

Cepas | KingB | NO, | Almidon | Indol Leche SH, | Tiresinasa | Gelatina | O/F Tartrato
tornaseladn

Al-L + + - - AP - + _ 0 T
A2-L + + - - AP - - - O +
A3-B + + - - AP - + - Q +
A4-B + + - - AP - + - O +
AS5-P + + - - AP - + - O +
A6-O + + - - AP - + - | 0O +

+: positivo

~: negativo

A alcalinizacién
P: peptonizacién
(O oxidativo
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Tabla 3. Produccion de écido a partir de compuestos carbonados

Cepas | Glucosa | Saearosa licerg! | Lactosa | Galactosa | Fruceasa | Mannosa | Arabinesa | Ralmmosa | Rasingsa | Salicin | Adaltosa
Al-L + + + - - + + + - - - d
A2-L + + + - + + + + - - - d
A3-B + + + - + + + + - - — d
Ad-B + - + - + + + + - ~ — d
A5-P + - - - + + -+ + - — - d

[ AS-O + + + - + + + - - - - d

+: positivo

- negativa

d: débil iligezamente positivo)

Periodo de ircubacién: 175 dias

Perfodo de incubacién 15 dias, Esinteresante destacarque REFERENCIAS

los aislamientos acidificaron la sacarosa a las veinticuatro
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CONCLUSIONES
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Es patogénica sobre ajo puerro, cebolla v cebollino.
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RESUMEN

Laimportancia de Bemisia argentifoli Befows and Perring para vanos
cultivos agricofas motiva fa hecesidad de disponer de métodos de
diagndstico, por fo que fa variabilidad morfoldgica de las poblacionss
resuila un elemento que debe ser esclarecido. Con este propésito sz
estudiaron poblaciones de esta especie que colonizaban hofas de
berenjena, frjol, pepino, fomate, tabaco y colirdbano, para lo cual se
mantaron 10 pupas de individuos criados en cada cultivo. Se utilizd
un microscopio ptico para medir nueve caracteres: longitud y ancho
de la cdpsula pupal. longitud det surco caudal fongifud ¥ ancho dei
orificio vasiforme, large v ancho de fa punta de la lingula, distancia
entre selas cautlales y fongitud de Jas setas caudaies. La matriz de
datos oblenida fue anafizada mediants ia técnica multivariada de
componentas principales del programa automatizado Statitc 4.0, Se
comprobd que B. argentifoli manifiesta variabilidad morfométrica
correfacionada con fa planta hospedants, siendo iz longitud de fas
setas cavdales, of ancho del orificio vasiforme y fa lorgitud de la
capsuia pupal, fos caracteres gue mds contribuyen a iz formacion de
fos grupes y que confirman la veriabilidad de la especie, con Ia
excepcion def ancho de /a punta de la finguta, que no varid.

Palabras claves: Homoptera, Aleyrodidae, Bemisia argentifoli pofi-
morfisrno

ABSTRACT

The importance of Bemisia argentifolii Belfiows and Perring for various
agricuitural crops makes it necessary to have at our disposal methods
of diagnosis and therefore the morphological variability of the genera-
tions fs an element thal must be made clear With this aim, a siudy
was made of popuiations of this species which were colonizing leaves
of eggplant, beans, cucumber, fomato, tobacca and sweds, for which
purpese 10 pupae of individuals raised in each crop were mounted, A
tight microscope was used to messure ning characters fength and
width of the pupaf capsute, length of the caudal grove, the fength and
with of the vasiorm aperture, the length and with of the lingula tip, the
disfance between sefae, and the lenght of the caudal setae). The
matrix of data obiained was analyzed by using the multivariate techri-
que of principat variants from the Stalitc 4.0 aufomatized program. it
was as cerfained that B.argentifolii prasents a variabilty correlated
with the plant host, and that the length of the caudal setae, the widih
of the vasiform aperture and the length of the pupal capsule ars the
characters that most contribute to the formation of the groups and
confirm the species variability, excepting the width of the linguia tip
which did nof vary.

Key words: Homoplera, Aleyrodidae, Bemisia argentifolii, polimor-
phisrn

INTRODUCCION

Las moscas blancas (Homoptera; Aleyrodidae} se con-
sideran en la actualidad insectos de gran importancia
agricola, por sus dafios directos a los cultivos y su
eficiencia en la transmisién a estos de enfermedades
causadas por virus. Particularmente en Cuba se han
referido ocho especies de moscas blancas en cultivos
agricolas, siendo las més frecuentes e importantes Be-
mista tabaci (Gennadius) v B. argentifolii Bellows and
Perring [Vézquez, 1995}, esta {ltima de gran repercu-
sién por sus elevadas poblaciones, diversidad de hos-
pedantes v alta eficiencia en la transmisién de gemini-
virus [Murguido ef al., 1997]. Desde que se comenzaron

& manifestar intensamente las moscas blancas a finales
del ario 1989, se apreciaron diferencias de tamafio v en
cuante a la presencia de setas dorsales en las pupas de
los especimenes que se preparaban para identificar,
conociéndose posteriormente que esto habfa sido ob-
jeto de estudio para B. tabaci por Mound (1963). Sin
embargo, en la mavorfa de las muestras que se analiza-
ron durante los afos posteriores, estdbamos en presen-
cia de la raza B de B. tabaci, hoy conocida como B.
argentifolii, lo que evidencié que también esta nueva
especie manifestaba polimorfismo en sus poblaciones
naturales, Por ello, nos propusimos caracterizar este
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poliformismo para B. argentifolii, como elemento nece-
sario para el diagnéstico de esta plaga en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Para el analisis de la variacidn morfolégica de las pobla-
clones se construy$ una matriz de 60 observaciones,
para lo cual se tomaron 10 pupas criadas en cada uno
de los cultivos siguientes: berenjena, frijol, pepino, to-
mate, tabace y colirdbane,

Los especimenes se prepararon ¥ montaron segin la
técnica descrita por Martin (1987). Los caracteres eva-
huados fueron los sugeridos por Mound {1963) para B.
tabaci {Gennadius), adicionindose la distancia entre
setas caudales v la longitud de estas, esto es:

LCP: Longitud de la capsuia pupal.
ACP: Ancho de la cdpsula pupal.
LSC: Longitud del surco caudal.
LOV: Longitud del orificio vasiforme.
AOV: Ancho del orificio basiforme.
LPL: Large de la punta de la lingula.

APL; Ancho de la punta de la lingula.
DSC: Distancia entre setas caudales.
LSEC: Longitud de las setas caudales.

Las mediciones de estos caracteres se realizaron con un
microscopio binocular y el auxilio de un ocular micro-

. métrico.

La matriz basica de datos fue analizada mediante la
técnica multivariada de componentes principales, del
programa automatizado Statitc 4.0

RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio morfométrico de las poblaciones confirmé que
estas variaban para un grupo de caracteres analizados.

El andlisis estadfstico de los datos (Tabia ) permite
obtener cinco funciones discriminantes, de las cuales la
primera contribuye al 26,5% de la variacion total, y por
tanto explica por si solo la vartacién entre los grupos
(cultivos), va que posee la seude F mavor (142, 0473}
(Tabla 2}, si la comparamos con la F individual por
variables (Tabla 3).

Tabla 1. Valores medios (mm} v su desviacién para los caracteres medidos en 60 capsulas pupales

de B. argentifolii en sets plantas hospedantes

Caracteres Berenjena Frijol Pepino Tomate Tabaco Colirdbano
X S X S X S X 5 X S X S
LCP  [0,698& 0,058 10,763 |0,004 |0,766 {0,057 10,729 | 0,008 10,751 | 0,005 | 0,818 | 0.002
ACP /0,508 0,500 0,552 [0,010 0,565 |0,078 |0,528 | 0,006 10,551 |0,004 10,617 | 0,003
LSC  |0.033 10,007 | 0,045 10,002 {0,046 | 0,010 0,052 | 0,005 |0,043 | 0,003 {0,052 10,002
LOV 10,080 |0,008 {0,087 [0,003 10,076 10,007 |0,073 10,005 10,071 |0,002 {0,086 10,003
AOV 10,057 0,003 {0,075 0,003 0,063 |0,008 (0,051 10,008 | 0,060 10,002 {0,071 | 0,003
LPL 10.029 0,002 0,039 10,001 {0,035 [0,007 ;0,029 0,004 10,032 ;0,002 | 0,031 | 0,002
APL 0,021 0,001 10,024 {0,001 10,022 {0,002 |0,022 10,004 10,024 | 0,002 {0,024 10,002
£ DSC 0,049 [0,004 [0,048 {0,001 |0,044 |0,003 |0.047 |0.007 |0.0%4 | 6,002 ]0,052 0,002
| LSEC [0,ICL |0,001 0,101 |0,002 |0,091 [0.,013 |6,032 {0,006 |0.089 0,025 |0077 | 0007

Tabla 2. Estudio de las funciones discriminantes

formadas medidas
Eje | Valor propio | Inercia | Seudo F Variables | F de Fisher
1 (,9281 26,5% | 142,0473 LCP 13,763
2 0,8342 23.8% 55,3255 ACP 9,055
3 0,7927 22,0% 42,0517 L5C 12,350
4 0,7336 20,9% 30,2907 LOV 13,281
5 0,2136 6,1% 2,0870 AQV 25,004 *
2= 0457 (LCF) + 05810 (ACP) -0 5451 {L5C) ~0,1083 (LOVI+ 0,3608 (ADV]- LPL 8,959
02409 [LPL) + 0,0301 {APL} —0,1175 (DSC) + 0,5018 {LSEC) APL 2,840
DSC 3,370
LSEC 39,252 ¢
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Tabla 3. Estudio de las variables morfométricas




Caracierizacion del poliformismo de la mosea, ..

Esta variacién discrimina mds claramente los grupos
4 (tomate), 1 (berenjena), 2 (frijol), 5 (tabaco) v 6
{colirdbanc). En el caso particular del grupo 3 {pepino)
quedd evidenciado que sdlo siete individuos pertenecen
a este grupo, estando e] resto fuera (Zabla 4}.

Tabla 4. Tabla de pertenencia por grupo inicial
considerado y por grupo de afectacién

Grupo | 1(1) 2(2) | 3(3) [ 4(4) 1 5(5) | 6(6) ]
L)1) o 0 0 0 0
22y 0T 10 0 0 0 0
313 0 1 7 0 2 0
40 0] © 0 10 0 0
5y 0] o 0 o | 10 0
66 0] 0 0 0 0 [ 10

Parcentaje de individuos bien clasificades: 95%

Las variables o caracteres que mas contribuyen (Tabla 3)
a la formacidn de los grupos v que confirman la varia-
bilidad de la especie en relacién con los hospedantes,
son la longitud de las setas caudales (LSEC) v el ancho
del orificio vasiforme (AOV), siguiéndole en orden
decreciente el resto de las variables, excepto el ancho de
la punta de la lingula {APL), que tiene una F menor que
el menor valor de las seudo F, por lo que no constituye
un cardcter que varia con el hospedante. La longitud de
la capsula pupal {LCP} es la tercera variable en orden,
lo que explica las diferencias de tamafio que se apréecian
entre poblaciones de la misma especie. A diferencia de
Mound {1963} para B. tabaci se determind que la LSEC
es el caricter que mas contribuve a la variacién, y que
el APL no se correlaciona con los cultivos,

Esta variabilidad se conoce para B. tabaci; pero no habia
sido estudiada en detalle para B. argentifelii, por lo que
constituye un nueve aporte al conocimiento de esta
nueva especie descrita recientemente por Bellows et al.
(1994).

Esta variacién en el género Bemisia fue referida ante-
riormente por Russell (1957) cuando sinonimizé va-
rias especies con B. tabaci, debido a que existia varia-
bilidad en un grupo de caracteres morfoldgicos, todo
lo cual estaba relactonado con la estructura de la
superficie de la hoja de la planta hospedante. Poste-
riocrmente Mound (1963) estudio en detalle esta va-
riabilidad y confirmé la alta correlacién con la planta
hospedante, pero argumentd que la causa no estaba
clara, pudiendo deberse a una induccién fenotipica por
los vellos foliares o genotipicamente por seleccién
dentro de lineas consanguineas.
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ESTUDIO DE CINCO AISLADOS DEL VIRUS
DEL MOSAICO DEL TOMATE (TOMV) EN CUBA
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RESUMEN

ABSTRACT

En observaciones periddicas a plantaciones de tomale (Lycopersicon
esculenfum Mill] var. Campbell-28, se detectaron sinformas de enfeme-
dact viral en plantas de tomate y yerba mora (Sofanum nigrum L),
consistentes en un mosaico verde y fififormidad en las hejas.

Para conocer ef agente causal, fas muestras fueron somelidas a
anaiisis biologicos y seroldgicos. Ademds. se incluyeron muesiras de
semiflas de tomate de la var. Campbeli-38-80, y se ulifizé un aisfado
del virus def mosaico del fabaco como patrén de comparacion.

Se svidencid 18 presencia de oinco aisfados defl virus ef mosaico dei
fomate (ToMV), los que presentan unha relacion seroldgica idéniica
entre efios, y parcial con respecic al virus dai mosaico del tabaco,
existiendo ademds una profecsion cruzada.

Este resultado pudiera ser utilizado como un mélodo de prernmunrza-
cfdn v da Jucha conira &l virus del mosaico del tomate

Palabras claves: aisfados, virus del mosaico del tabaco, virus def
mosaico dettomate

in periodical observations in tomato (Lycopersicon esculenturn M) var.
Campbell-28 plantations, symptoms of viral disease were detected on
fomato and black-night-shate (Solanum nigrum L. plants consisting of
a greening mosaic and a tread-ike form of the leaves.

inorder to know which is the causal agent, the samples were submilted
o biolagical and serclogical analyses and determination of thelr physi-
cal properlies. Additionally, samples of the C-38-80 tomato variefy were
inctuded and & isolate of Tobaceo Mosalkc Virus was used a & compari-
son standard.

it bacame evident that 5 ToMV isolates were present, showing a
servlogicel refalionchip identical ameng each others and pariial with
respect to Tobacco Mosaic Virus, and existing furthemore among them
a cross protaction.

These results might be used as a method of pre-inmunization and
control against Tomato Mosale Virus.

Key Words: fsofates. Tobacco Masaic Virus, ToMV

INTRODUCCION

Los virus del mosaico del tabaco v del tomate pertene-
cen al grupo de los tobamovirus, v s encuentran am-
pliamente diseminados en malezas y cultivos de interés
econdmico como el tomate (Lycopersicon esculention Millj,
infectando las propias semillas de este {Tello, 1993;
Hassan y col. 1995],

Ambos poseen caracterfsticas similares en cuanto a la
morfologia de la particulas y en los sintomas que provo-
can en el tomate, los que varian desde mosaico verde
oscuro y amarilleamiento hasta filiformidad y necrosis
en hojas, talios v frutos, en dependencia de la tempera-
tura, raza del virus y otros factores.

Debido a esto, sélo pueden diferenciarse mediante
técnicas serolégicas, composicion de aminoécidos y
fundamentalmente por la respuesta de los hospe-
dantes diferenciales [Martelli v Quacquarelli,
19821,

En este trabajo se exponen los resultados al establecer
cinco aislados del virus del mosaico del tomate prove-
nientes del cultivo del tomate y de yerba mora (Selanum
nigrum ), v determinar sus diferencias biolégicas y sero-
légicas.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron muestreos periddicos a plantaciones de
tomate en la provincia de La Habana, v se detectaren
sintomas en este cultivo y en verba mora similares a los
producidos por un agente viral.

Los sintomas que se observaron variaron de mosaico
ligero a severo, zonas amarillas y verdes, asi como fili-
formidad en hojas, De esta forma se nombro aislado !
al detectado en semillas de tomate, 2 al de yerba mora,
y 3, 4, vy 5 los provenientes de plantas de tomate.
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Para conocer e} agente causal de los aislados se inocula-
ron especies de plantas indicadoras, pertenecientesa las
familias Solanaceae v Fabaceae, mediante el método
usual de transmisién mecdnica.

Las relaciones serolégicas entre los aislados de ToMV y
TMYV se establecieron mediante la técnica de doble
inmunodifusién en agar no. 1 al 0,8%, 4cida sédica al
1%, y como inmunosuero el obtenido a partir de un
aislado de TMYV,

La proteccion cruzada se realizé mediante la inoculactén
de mitades de hojas bien desarrolladas de Nicotinia
silvestris L. con un aislado del virus del mosaico del
tabaco, v a los cuatro dias mis tarde toda la hoja se
inoculé con un aislado del virus del mosaico del tomate.

Ademas, se realizaron observaciones al microscopio
electrénico por el método Dip (Dip-method) a savia de
plantas infectadas para verificar la presencia del virus.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al determinar el agente causal de los aislados mediante
los sintomas detectados en plantas indicadoras, se co-
rroboré que estos pertenecian al virus del mosaico del
tomate (ToMV), ya que s6lo produjeron sintomas de
lesiones locales en Nicotiana tabacum L., var. criollo,
Nicotiana silvestris L. y Petunia hybrida L., como lo plan-
teaton Hollings v Huttinga en 1976, y Blanco y col. en
1986, 1o que lo diferencia del virus del mosaico del
tabaco, el que da lugar a sintomas sistémicos en estas
plantas.

En la Tabla [ se observa que el aislado proveniente de
semillas de tomate de la var, C-38-80 produjo en hojas
inoculadas de Physalis turbinata Medik lesiones locales
clor6ticas, mientras que con los restantes ajslados se
observaron sintomas de manchas amarillas, marchitez y
muerte de las plantas.

Tabla L. Sintomas en plantas indicadoras diferenciales a diferentes aislados de ToMV

{ Plantas indicadoras Alslados
: Al A2 A3 A4 A5 A6
N. tabacum. var. criollo Ll Ll Ll Ll L Ms
N, silvestris H Ll Li Ll I Ms
Petunia hybrida Ll Li Li Il Ll Ms
Physalis floridana Msa Msa, Mch Msi Msa Msa Ms
Physalis turbinata L! Ma, Mch | Ma, Mch | Ma, Mch | Ma, Mch Ms
Datura innoxia Ll, Ne Lt R 9] L], Ne Ll
N. megalosiphum Ll Ll L1 Ll Llp Ms
N, rustica Ll L Ll 1l Li Ll
P. vulgaris var, Cueto 25-9 Ll Ll Ll Ll Ll Ll
P. vulgaris var. Pinto 114 Li Il L1 Ll Ll Li

L1 (Lesiones locales), Ma {Manchas amarillas}, Mch (Marchitez), Msa (Mosaico sisiemico amarillo), Msi
(Mosaico sistémico leve), Ne (Necrosis), Ms {Mosaico sistémico), Lip (Lesiones locales pequenias).

El aislado 2 detectado en Solanum nigrum L. se caracte-
rizé por dar lugar en hojas de Datura imnoxia Mill,
lesiones locales necréticas sin necrosis ststémica, como
los aisiados 3 y 4, asl como un mosaico amarillo y verde
en las variedades de tomate inoculadas.

Los aislados 3 y 4, provenientes de plantas de tomate
con sintomas similares se diferenciaron en que el prime-
ro dio lugar a un mosaico leve en plantas de Phypsalis
Aoridana 1., mientras que con los otros aislados se
observé un mosaico amarillo sistémico,

Por otra parte, el aislado 5 detectado en plantas de
tomate con sintomas de filiformidad en las hojas se
diferencié de los restantes en producir lesiones locales
necréticas de menor didmetro en Nicotiana megalosiphum
Heurck and Mueller.
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En cuanto a la respuesta obtenida al inocular plantas de
Nicotiana rastica L., Hollings y Huttinga (1976} infor-
man que 18 aislados del virus del mosaico del tomate
producen lesiones locales necréticas, pero otros cinco de
22 aislados, incluyendo las razas Dahlemense, Ohio L,
I1 y 111, causan moteado sistémico y necrosis, similares
a los producidos por el virus del mosaico del tabaco. En
este estudio los cinco aislados produjeron solamente
lesiones locales necroticas en esta planta y en frijol
( Phaseolus vulgaris, L.), var. Cueto 25-9 y Pinto 114,

Estudios realizados en el cultivo del pimiento [Gil Or-
tega, 1993] demostraron la existencia de otras razas del
virus del mosaico del tabaco, denominadas cepas pimien-
f0, las que se clasificaron en P-0, P-0-1, P-0-1-2 y P-0-1-
2.3, no refirfendo la sintomatologfa que causa en el
cultivo del tomate.



Estudio de cinco aislades del virus...

Mediante la técnica de doble inmunodifusién en agar y
utilizando un inmunosuere del virus del mosaico del
tabaco (raza comuan), se observd una relacién de identi-
dad seroldgica total entre los aislados del virus del
mosaice del tomate y parcial con respecto al virus del
mosaico del tabaco. En este aspecto coincidimos con
Reichenbacher v col. {1979}, quienes observaron tam-
bién Ia aparicién de espuelas en medio agar al estudiar
diferentes aislados del virus del mosaice del tabaco
procedentes de tomate.

Por otra parte se observd proteccién cruzada entre el
virus del mosaico del tabaco v los aistados del virus del
mosaico del tomate, va que al inocular este sobre las
mitades de hojas de Nicotiana silvestris L., que habian
sido inoculadas anteriormente con el virus del mosaico
del tabaco, se obtuvo un ndmero menor de lesiones
locales en comparacién con las mitades que no habian
sido inoculadas previamente. Estos resultados concuer-
dan con los sefialados por Siegel {1939} vy Cornuet
(1987).

Al microscopio electrdnico se observaron particulas en
forma de bastones de alrededor 300 nm, caractetisticos
de estos virus.

CONCLUSIONES

I. Mediante el estudio realizado se identificaron cinco
aislados del virus del mosaico del tomate, que se dife-
rencian fundamentalmente por la respuesta en plantas
indicadoras.

2. Se comprobé la identidad seroldgica total entre los
aislados del virus del mosaico del tomate v su refacién
parcial con respecto al virus del mosaico del tabaco,

3. El virus del mosaico del tabaco puede ser utilizado
para preinmunizar las plantas de tomate contra los
aislados del virus del mosaico del tomate, va que se
manifiesta proteccion cruzada entre ellos,
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RESUMEN

Durante las campafias de primavera de 1995 y 1888, se realizaron des
exparimentos para comprobar la selectividad de nicosulfuron sobre &f
maijz, variedad HT-66, y la efectividad sobre las malezas en aplicacio-
nes foliares de 4-8 hofas, y a partir de fa cuarta haja del cultivo valorando
ademds ef uso de los surfactantss agral y suffatron. Las experimentos
se realizaron en of drea experimental del institute de Investigaciones
de Sanidad Vegetal, Aiquizar, y en fa CPA Ubaldo Diaz. en Giira de
Melena, provincia de La Habana sobre susio Ferralitica Rojo. Los
resultados demostraron que fos fratamientos de nicosulfuron 22,50-
30,00 g/ha i.a. aplicados. fanto solo como con la adicion de agral 0.2%
en solucién, fueron efectivos contra las malezas en masz. 1.8s mejores
efectividades confra las malezas se lograron con Jas varantes de
ricosulfuron a 30,00 g/ha ia. con la adicion o no de suifatron a 0.2%,
por o que no es necesario el use de suffatron cuando se utilizan dosis
alias de este herbicida. Los rendimienios solo mostraron diferencias
significativas con ef tesfigo sin fratamientos.

Palabras claves: herbicidas, nicosuifuron, atrazina. malezas, surfacten-
fes, agraf sulfatron y maiz

ABSTRACT

in order to prove the salectivy of nicosuffuron on comn (var, H1-66; at
the state of the four leaf and its effectiveness on 4-8 lesves weeds, fwo
experiments wers carried out during 1895 and 1936 spring campaigns
at Experimeniai Station of Plant Health Ressarch Institute and CPA
Ubaldo Diaz in Giira te Meisna, both in Havana provincs, on Red
farralitic soif. The resufts showed that nicasuffuran treatments between
22.50- 30.00 g'ha i.a., applied alone or with 0.2% agral or sulfatron
solution, were effective for weed control. Nicosulfuron at 30.00 g/rha j.a.
mixed or not with 0.2% sulfatron wers better than olter treatments and
simifar one to another, with 95 and 34% of effectiveness respectively,
50 s is not a necessary the addition of surfanctan soiution when the
high doses of herbicide are used. Afl freatments were not statistical
different among them, including manual weeding conirol, bul were
different against non-treatment controf,

Keys words: Rerbicide, nicosulfuron, atrazine, weeds control, surfac-
fant, agral, suffatron, com

INTRODUCCION

EI maiz se cultiva en Cuba en alternancia con lcs
cultivos de frio. Su produccién esta limitada entre otras
causas por la interferencia con las malezas [ Pérez, 1994},
las que constituyen un problema mundial en maiz. La
baja tasa de crecimiento y amplia distancia de siembra
del cultivo crean en su primera etapa de desarrollo las
condiciones de luz, espacio v nutrientes necesarios para
el crecimiento de las malezas [Ampong, 1996]. Este
mismo autor seftala que pueden producirse hasta el 85%
de las pérdidas de los rendimientos si no se toman las
medidas de lucha en el momento oportuno. En algunos
casos, el uso repetido de triazinas ha producido incre-
mentos acelerados de aquellas espectes con similar selec-

tividad fisiolégica v bicquimica que el maiz, como es el
caso de Sorghum halepense (L.) Pers. Rotthoellia cochinchi-
nensis (Lour) Clayton y Paricum spp. Esta situacién se
hace més aguda en aquellos casos en que se practica el
maonocultivo de maiz o se usan rotaciones en las que se
repiten los mismos herbicidas [Pérez y col, 1990]. Asi
también el desarrollo del mafz estd influido por la
duracién e interferencia de las especies de malezas y su
densidad de poblacién {Clement et al,, 1927; Hall et al,
1992] citado por Tapia et al. (1997). En tal situacién
deben rotarse los herbicidas con aquellos selectivos de
diferentes modos de accidn tras el objetivo de reducir el
peligro de la resistencia de las malezas v la acumulacién
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de los residuos en suelo, y por tanto las posibles pérdidas
de rendimientos, En tal sentido se hace necesario la
bisqueda de nuevas sustancias selectivas al maiz de
diferente modo de accion, para ser introducidas en los
programas de manejo de malezas.

En la actualidad el uso de las sulfonilureas {nicosulfu-
ron) se aplica en diferentes regiones productoras de este
cereal, tanto solo como en combinaciones, 0 mezclado
con otros herbicidas con resultados satisfactorios [Ra-
bey and Gordon, 1987, Tapia e al., 1997]. Este herbi-
cida tiene accién foliar sobre las malezas con buena
efectividad cuando se aplica en los primeros estadios con
la ventaja de no causar dafios al cultivo ni producir
mermas en el rendimiento {Bruce and Kells, 1995].

El uso de los tensoactivos en los tratamientos foliares de
herbicidas es una prictica comin para aumentar la
accién toxica del herbicida al reducir la tension superfi-
cial de las gotas de la solucion y, por tanto, hay mayor
penetracién de las sustancias hacia el interior del vegetal
[Pitey; 1997; Kapusta et al., 1995].

El objetivo de este experimento fue verificar la accién
de nicosulfuron sobre las malezas y la posible afectaci6n
de los rendimientos en maiz.

MATERIALES Y METODOS

Durante 1995 y 1996 se realizaron dos experimentos,
uno en el drea experimental del Instituto de Investiga-
ciones de Sanidad Vegetal en Alquizar para desarrollar
la fase experimental, y el otro en la CPA Ubaldo Difaz
en Gitira de Melena, para la fase de extension, ambas
en la provincia de La Habana, sobre suelo Ferralitico
Rojo para determinar el efecto de nicosulfuron sobre las
malezas v los rendimientos en el cultivo del maiz.

En la fase experimental se utiliz6 un disefio de bloques
al azar con cuatyo repeticiones y parcelas de cinco surcos
con 5 m de largo por 4, 50 m de ancho. Los tratamientos
se realizaron en postemergencia del maiz con cuatro
hojas como promedio con una mochila Birchmeier mo-
delo Senior con boquilla politip azul 1,2 mm de didme-
tro con solucién final de 320 L /ha, y enla fase extensiva
se utilizé un campo de produccién de 4,0 ba, con
similares caracteristicas que el drea experimental respec-
to a la fonologia de las malezas y el cultivo. La aplicacién
se realizé con la asperjadora integral U-70, con solucion
final de 350 L/ha comparado con un testigo de similar
magnitud. Las malezas al momento de la aplicacitn se
encontraban entre cuatro y ocho hojas, v se evaluaron
visualmente un dia antes v 30 dias después de la aplica-
cién en porcentaje de cobertura, segin la metodologia
de Labrada v col. (1979), v los rendimientos se deter-
minaron mediante el pesaje en grano seco en tha al
momento de la cosecha en los tres surcos centrales. Los
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datos de las evaluaciones de malezas y el rendimiento
fueron evaluados estadisticamente mediante andlisis de
varianza v la Décima de Rangos Mdltiples de Duncan
al 5% de probabilidad del error. La dosis del herbicida
se expresa en kg/ ha L.a. y los tratamientos se exponen
en las tablas de los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Nicosulfuron 22,50 v 30,00 gha, solo o con la adicion
de agral y/o sulfatron a 0,2% de solucion final resultaron
efectivos contra las malezas, excepto Gyperus ronundus L.
y Parthenium hysterophorus L., 1as que mostraron oleran-
cia a este herbicida en el momento de la evaluacién. El
efecto producido por la adicién del tensoactivo fue
superior en las dosis bajas que cuando se usé ¢} herbicida
solamente, mientras que en las dosis altas no hubo
diferencias significativas (Tabla I).

Sobre Sorghum halepense L., Pers, se observo que la adicién
del tensoactivo a Ja solucién incrementaba la efectividad
del herbicida en comparacién con este cuando se aplica
solo. Este efecto ayudo a reducir los niveles de enmale-
zamientos dominantes a no dominantes. Cuando se
aplicé nicosulfuron a 30,00 g/ha se observaron brotes de
1a maleza al momento de la evaluacién; sobre el resto de
las especies, nicosulfuron tanto solo como con la adicidn
de sulfatron, produjo un efecto satisfactorio. Estos re-
sultados coinciden con los informados por Bruce y Kells
(1995): Tapia et al. (1997} y Boyd et al. (1997). Estos
autores sefialan que nicosulfuron es metabolizado rapi-
damente por el maiz y no ast en S. halepense, en que su
accién demora mas de veinticuatro horas, causando el
efecto fitotéxico que se observa en la maleza. El nivel
de tolerancia de este herbicida depende de las especies
yvatiedades, y el estado fenoidgico de cada planta. Pitty
(1997) sefiala que hay muchas diferencias fisiologicas
entre las plantas, las cuales determinan el metabolismo
final de los herbicidas en plantas susceptibles y toleran-
tes. Nuestros resultados coinciden plenamente con lo
sefialado por estos atores, donde se pudo comprobar
la variabilidad de la accién en dependencia de las carac-
teristicas de cada especie v el estadc fenologico de cada
maleza en particular.

Bl uso de los tensoactivos produjo un incremento del
efecto fitotdxico del herbicida, tanto nicosulfuron con
agral como con sulfatron, incrementd su efectividad
cuando se le adicioné a la dosis menor. Green (1996)
plantes que con el uso de los surfactantes puede redu-
cirse las dosis de los herbicidas v a la vez aumentar su
efectividad. Por otra parte, Smith and Show (1990)
hacen referencia a que agral aumenta significativamente
la eficiencia de los tratamientos foliares sobre las male-
2as, facilitando asf la retencién y penetracién de los
herbicidas en las hojas de las plantas,
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El efecto de nicosulfuron (22,50-30,00) g/ha sobre los
rendimientos, tanto solo como con la adicién de los
tensoactivos evaluados, no tuvieron afectaciones signi-
ficativas respecto al testigo con escardas; solo difieren
con el testigo sin laboreo (Fig. I). Los mejores rendi-
mientos se obtuvieron con nicosulfuron 22,50 g /ha con
la adicién de agral y/o sulfatron 0,2%, y nicosulfuron
30,00 g/ha con sulfatron 0,2%, pero sin diferir signifi-
cativamente uno del otro v del testigo con escardas
manuales en la fase experimental, En la extensidn se
corroboraron los resultados de la fase experimental al
obtenerse rendimientos superiores al testigo en 0,5 t /ha.

3.,

G 16,31%

1 2 3 4 5 5] 7 1
Experimento

Extensién

Figura. . Ffecto de nicosilfuron sobre los rendimientos en maiz

Tratamientos Diasiz dfha i.a.
Experimento

1. Nicgsulfuren 22,50

2. Nicosulfuron 30,00

3. Nicosulfuron «+ agral 22,30 + 0.2%
4 Nicosulfuron + sulfatrdn 22,50 +0,2%
5. Nicosulfuron + sulfatrén 30,00 + 0,2%
6. Testigo con escardas - -

7. Testigo sin escardas - -
Extensidn

I, Nicosulfuron + agral 2230 +0.2%

2. Testigo con escardas

Los resultados demostraron que nicosulfuron es efecti-
vo contra las malezas en estudio, con mayor efectividad
cuando se aplica en mezcla con cualquiera de los ten-
soactivos probados o cuando se usa solo pero a la dosis
mayor, En ningan momento se producen efectos fito-
téxicos de consideracidén que daflen los rendimientos
del cultivo.
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CONCLUSIONES

Nicosulfuron 22,50 g/ha i.a. aplicado en postemergencia
de cuarro a ocho hojas de las malezas con la adicién de
agral v/o sulfatron a 0,25, twuvo mejor efectividad que
cuando fue aplicado sin el tensoactive, excepto sobre
C. rotundus y F hysterophorus, las que se mostraron
tolerantes a este herbicida. La dosis de 30,00 g/ha ia.
aplicada tanto solo como con la adicién de sulfatron, no
tavieron diferencias significativas apreciables entre si.

Nicosulfuron 22,5-30,0 g/ha, en aplicaciones foliares
con el uso de los tensoactivos agral y/o sulfatron, no
afecté los rendimientos del maiz cuando se aplicé en
postemergencia y estadio de cuatro hojas del cultivo
comparado con ¢l testigo con escardas.

Para el manejo de malezas en maiz puede ser utilizado el
tratamiento de nicosulfuron a 30,0 g/ha aplicade solo, o
en mezcla de nicosutfuron 22,5 g/ha con la adicién de agral
v/o sulfatron al 0,2% en tratamientos de postemergencia
de 4-8 hojas de las malezas, y a partir de la cuarta hoja del
cultivo sin que se afecten los rendimientos.
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DETERMINACION DEL MCPA EN FORMA DE ESTER
MEZCLADO CON 2,4 D ESTER Y FENOXAPROP-P-ETHYL
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RESUMEN

ABSTRACT

Se desarrolio un mélodo analfifico por cromatografia gaseosa parg
delerminar ef contenido da MCFA en forme de éster en formuiacionas
de concentrados emuisionables con 2, 4 D gster v fenaxaprop-p-athy!
ufilizando una columna de vidrio de un meirc de longitud relienads
corn QV-210 al cince por ciento sobre Chromosorh W-HF 80/100 mesh
¥ un defector de ionizacidn porllama {FID) usando coma palrdn inferno
el clampinfos. La desviacidn tipica fue de t 0,48 y &f coeficiente de
variacion de dos por ciento. Ef método resuitd precise v sefectivo.

Falabras claves: Formuwfacionss de plaguicidas, métado anafitico,
MCPA, éster

it was deveioped an anafvtical method by gas-liguid Chromatography
to defermine the MCPA ester content in formutacions of emuisifiable
concentrate with 2, 4 O ester and fenoxaprop-p-eityl using a glass
column 1 meter of length packed with 5 % OV - 210 on Chromosorh
W-HEP BO/100 and flame ionization defector (FID} using as internal
standard the Chiorpirifos. The typical deviation was £ 0,48 and the
varfation coeficient 2 %. The method resulted exact and ssleciive.

Key words: Pesticides formufation, analitical mathog, MCPA, ester

INTRODUCCION

Una de las caracteristicas fundamentales de un pla-
guicida es el contenido del ingrediente activo, quien estd
lamado a ejercer la accién biocida sobre la plaga, enfer-
medad o maleza que deseamos combatir.

De no cumplirse 1o establecido en las especificaciones
de compra [FAQ, 1993} con respecto al pardmetro antes
mencionado, provocaria grandes pérdidas econbmicas,
lo cual implica la necesidad de controlar la calidad de
los formulados de plaguicidas que consume nuestra
agricultura.

En los dltimos tiempos los fabricantes de productos
fitosanitarios, para lograr que sus producciones alcan-
cen una excelente efectividad bioldgica, se han dedicado
a la mezcla de diferentes ingredientes activos de plagui-
cidas en una sola formulacién, principalmente con los
herbicidas.

El MCPA es un herbicida selectivo utilizado en los
cultivos de la cafia de azdcar, arroz v pastos [Oficina

Central de Registro de Plaguicidas, 1995]. Dicho pro-
ducto pertenece al grupo quimico de los fenoxiacéticos,
los cuales actGan selectivamente y ejercen sobre las
plantas reacciones biolégicas v provocan trastornos fi-
siolégicos y morfolégicos, causando la muerte a ias
malas hierbas [Tomlin, 19877,

En nuestro pafs se comenzo el empleo de una formulacién
de MCPA en forma de éster mezclado con 2,4-D) éster y
fenoxaprop-p-ethyl, utilizdndose fundamentalmente en el
cultivo del arroz a una dosis de 0,6-1,0 L/ha.

Con la finalidad de comprobar la calidad de cste prepa-
rado fue necesarto desarrollar un método analitico para
determinar el contenido del MCPA-éstey, puesto que los
métodos disponibles [CIPAC, 1370] tienen su base en
una hidrélisis alcalina v una posterior valoracion con
hidréxido de sodio, el cual no es selectivo, y ta presencia
del 2,4-D y del fenoxaprop-p-ethyl podrian interferir en
los resultados finales.
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Propiedades fisico-quimicas del MCPA

Férmula empirica
Formula estructural

Nombre coman
Nombre quimico
Apariencia

Peso molecular
Punto fusidn

CgHoClO5
CH,
Cl- -O-CH, COOH
MCPA

Acido 2-metil-4-clorofenoxiacetico
Polvo blanco cristalino

200,6

1197

Solubilidad Agua: 825 ppma 15 °C
Etanci: 825 mg/L
Heptano: 5 mg/l.
Tolueno: 62g/L
Xileno: 49 g/L.
Toxicidad Oral aguda: LDsp 700 mg'kg
Dermal aguda: LDsp 1 000mgikg
Férmula empirica |C;7Hz5CIO3
ester
Férmula estructural
CHs

Ci '@ ‘O CH,COOC Hg’?H‘(C Hz)4CH»

CHs

MATERIALES Y METODOS

Materiales
Reactivos

« OV-210 al 5 % sobre Chromosorb W-HP 86/100 mesh,

» Acetona.

o Patrdn analftico del éster isooctilico del MCPA al 95,6%.

+ Clorpirifos téenico al 97% (patrdn interno).

» Formulacion de MCPA éster (20 %), 2,4-D éster (7 %)
y fenoxaprop-p-ethyl (3 %).

Cristaleria y equipos

» Columna de vidrio de un metro de longitud y tres
milimetros de didmetro interno.

« Microjeringuilla de 10 microlitros (pL).

» Pipeta volumétrica de 10 mL.

34/fitosanidad

» Tubo de ensayo de 20 mL de capacidad con tapa.
+ Balanza analitica Sartorius de una precision de 0,0001 g,
» Cromatégrafo Shimadzu GC-14 A con detector FID

Método
Principio del método

El método se basa en la separacién del MCPA éster del
resto de los componentes de la formulacién por cro-
matografia gas-liquida, usando un detector de ioniza-
cién por llama {FID) con el empleo del clorpirifos
como patrén interno,

Condiciones cromatograficas

+ Columna de vidrio de un metro de longitud y tres
milimetros de didmetro interno rellenada con OV-210
al 5 % sobre Chromosorb W-HP 80/100 mesh.



Determinacidn del MCPA en forma de éster..

» Temperatura del horno: 160 °C.

s Temperatura del inyector: 240 °C.
+ Temperatura del detector: 240 °C.
* Presién del nitrdgeno: 70 kPa,

* Presién del aire: 35 kPa,

* Presidn del hidrogeno; 40 kkPa.

Procedimiento
Preparacién del patrdn interno

Se prepara una solucién de clorpirifos en acetona a una
concentracién de 4 mg'mlL.

Preparacién del patrén de MCPA éster

Se pesa con exactitud alrededor de 6,02 g del patrén de
MCPA en un tubo de ensayo v se disuelve en 10 mL de
la solucidn del patrén interno (este volumen de patrén
interno debe ser tomado con una pipeta de 10 mL).

Preparacién de la muestra

Se pesa con exactitud alrededor de 0,1 del formulado
con la mezcla de los tres herbicidas y se le afiade con
pipeta 10 mL de la solucién del patrén interno.

Inyeccion en el cromatégrafo

Se inyecta dos microlitres (L} de la solucion del patrdn
de MCPA éster y posteriormente dos microlitros {uL)
de 1a muestra por duplicado.

Comprobacién del método propuesto

Para corroborar la precisién del método se realizaron 15
determinaciones de una muestra del formulado con la
mezcla de los herbicidas anteriormente mencionados,
y los valores fueron procesados estadisticamente, calcu-
{andose la desviacion tipicay el coeficiente de variacion.

Calculos

R« P =100 «D

Por ciento de MCPA isocivl =
; RpxM

_ Altura o drea dei pico del MCPA isoctyl en la muesira
" Altura o drea del pico cel patron interne en la muestra

Altura o drea del pico del MCPA isoctyl en la solucion paudn

Rp=
Altura o drea del pico dei patrdn interno en la selucicn paudn

T

F: Pureza del patran de MCPA isocyl (%)

L Dersidad del formulado (g'mL)

Tabla 1. Resultados en los analisis del MCPA
isoctyl éster

Na, X X XX  |(X-X)
I 23,8 23,9 0,1 0,01
2 234 239 | 0,3 0,25
3 24,5 23,9 C,6 0,36
4 24,7 23,9 0,8 0,64
5 24,0 23,9 0,1 0.01
6 23,6 23,9 0,3 0,09
7 23.3 239 0,6 0,36
g 245 239 0,6 0,36
9 25,7 23,9 0,2 0,04
10 23,2 23,9 0,7 0,49
11 24,5 23,9 0,6 0,36
12 24,3 23,9 0,4 0,16
13 23,7 25,9 0,2 0,04
14 24,2 239 0.3 0,69
15 23,9 239 0,0 (,00

Promedio = X= 23,0
Desviacion tipica = £ 0,48
Cocficiente de variacién = 2 %

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los valores obtenidos en relacién con la
desviacion tipica (= 0,48) v al coeficiente de variacién,
podemos afirmar que el método presenta una buena
precision, v se corresponde con las recomendaciones
internacionales [Zweig, 1972] donde se acepta un
méximo de dos por ciento referente al coeficiente de
variacion.

E} método posee ademds la caracteristica de separar
eficientemente el MCPA éster del resto de los compo-
nentes del formulado (2,4 D éster v el fenoxaprop-p-
ethyl), lo cual se demuestra en la excelente resolucion
obtenida en los cromatogramas,

CONCLUSIONES

El método de cromatograffa gaseosa desarrollado para
determinar el contenido del] MCPA éster en concentra-
dos emulsionables mezclados con 2,4 D éster y el
fenoxaprop-p-ethyl es satisfactorio, puesto que presenta
una desviacién tipica de #0,48 v un coeficiente de vartacion
de 2 %, lo cual demuestra la buena precisién de Ia
técnica analitica propuesta .
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Ademds se comprobéd que el procedimiento propuesto
es selectivo por lograr Ia separacién del MCPA éster del
resto de los herbicidas mezclados en la formulacién.
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EFECTIVIDAD DE EXTRACTOS DE NICOTINA OBTENIDOS
POR EL METODO DE MACERACION-LIXIVIACION
SOBRE BEMISIA TABACI (GEEN) EN EL CULTIVO

DEL TOMATE

Zoila Trujillo, G. Dierksmeier, A. Lazo y Caridad Albert
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RESUMEN

ABSTRACT

Ei presents trabajo se realizd en fa TFA Gilberis Ledn, en San Antonic
de los Bafios, provincis de La Habana. Se evaluagron fas extractos de
nicofing a 3 v 1.5 g/l con respecio 3/ estandar dimetoato splicado a
0.6 kg i.a/ha pars of combate de B. tabaci en ef cultive del tomate,
Lycapersicum esculentum (Withd) varfedad Campbell 28 La efgctivi-
dad se svalud a 1, 24, 72 v 168 horas posteriores & los fratamientos
medianfe ef confeo de adultos de B. taiyaci en 25 plantes por parcedas
en los niveles superior, medic e inferior. Se fornd de cada planta una
hoja del nivel medio para el conteo de los estadios inmaduros con el
uso del estereascopio, Resuitaron efectivos enelcompale dg B tabaci
fas congentraciones de nicofina de 3 y 1.5 g/l con valoras de efsctivi-
dades superiores af estdndar dimetoato.

Palabras claves: Bemisia fabaci, nicotina, tomate

Effectiveness against Bemisia tabaci of nicotine exiracts oblained by
the maceration-lixiviation methods. The present work was carriec aut
at the CFA Gilberto Ledn in San Anfonio de fos Bafios, Havana
provinee. The 3 and 1.5 g/t nicoting extracts were sssayed against
dimethoate applied at 0.6 kg i.a./ha o fight B. tabaci in tomalo crop
{Lycopersicum esculentum (Wild) variaty Campbell 28. The effective-
ness was evaluated af 1.24, 72 and 188 hours affer the trealments by
counting the aduits of B, tabaci on 25 plams per plot highesi, medium
and lower levels. A leaf was taken from each plant at the medium levet
{0 count the mature stages under a sterecscope. The ricotine concen-
trations of 3 and 1.5 g7 were found effective fo fight B. tabaci with
effectiveness vaiues highar than those of the dimethoate standard

key words: Bemisia tabaci. nicotine, tomatoes

INTRODUCCION

El cultivo del tomate es afectado por enfermedades
virales que causan sintomas de mosaico dorade ¥ en-
crespamiento foliar producidos por geminivirus v trans-
mitidos por la mosca blanca (Bemisia tabaci, Geenl}.

En el combate de B. fabaci y otros insectos de cuerpo
blando se utilizaban desde hace mas de dos siglos las
infusiones, fumigaciones o espolvoreos con polvo de
tabaco muy fino [Chiesa, 19651, Este uso fue sustituide
con la introduccién de nuevos insecticidas en ef merca-
do. A partir de 1990 las poblaciones de B, tabaci no eran
controladas con los insecticidas tradicionales, por lo
que fue necesario retomar el uso de los extractos de
nicotina en el combate de esta plaga.

Por estas razones un grupo multidisciplinario pertene-
ciente al Instituto de Investigaciones de Sanidad Vege-
tal realizaron estudios para desarroliar un método de
extraccidn de nicotina con vistas a su utilizacién en el
combate de las moscas blancas.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevd a cabo en la CPA Gilberto Ledn,
ubicada en el municipio de San Antonio de los Bafios,
provincia de La Habana, sobre suelo ferralitico rojo con
un pH de 5,9 en agua, en el cultivo del tomate Lycoper-
sicm esculentum (Will), variedad Campbell 28, con
marco de siembra de 0,2 x 0,30 m y riego por aspersion,
en el perfodo comprendido de diclembre de 1991 a
febrerc de 1992.

Descripcién de las variantes

| I-f?,“z'm-l:fss- _ Concentraciones

'_1 Extracto de nicotina 3 al. .
|2, Extracto de nicotina CL5gL
3. Dimethoato 38% CE. 0,6 kg iatha |

4. Testigo sin tratamiento — o
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Trujillo y otros

Los extractos de nicotina utilizados fueron obtenidos
por el método de maceracién-lixiviacién, usando para
ello un tanque de 55 galones modificado.Este tanque
posee un 4rea filtrante en el fondo con una llave; en €l
se vertieron aproximadamente 22 galones de agua y se
depositaron unos 40 kg de tabaco en polvo, se mezcla-
ron mecinicamente y se aiadié agua hasta unos 30-40
em del borde superior del tanque; se mezcl6 todo v se
esperd de 1-2 horas. Transcurrido el tiempo se completd
con agua (sin mezclar) hasta el borde del tanque,
después de lo cual se abri6 la llave para que drenara
hacia un tanque colector. En total se obtuvieron uncs
160 L de un caldo de unos 2-3 g/L, en dependencia del
contenido de nicotina del material de partida. El por
ciento de nicotina se determind por el mérodo de
arrastre con vapor en un medio fuertemente basico.
determindndose el alcaloide por espectrofotomeua.

Alos extractos de nicotina se les agregd (Ca OH) |, arazén
de 5-7 gL, para obtener un pH de 10-11, debido a que
en un medio alcalino se libera la nicotina que puede estar
conjugada, v ademds se inactiva el virus del TMV,

Se realizaron chequeos previos al cultivo para detemi-
nar el indice de incidencia de la plaga.

Los tratamientos se realizaron con una miquina de arras-
tre PO.-11, con una solucién final de 400-500 L/ha.

Para determinar la efectividad de los tratamiento se
realizaron ohservaciones a 1, 24, 72 y 168 horas pos-
teriores a los tratamientos en 23 plantas por parcela
womadas al azar, contando el ntmero de adultos de
Bemisia tabaci en los niveles superior, medio e inferior.
Se tomd una hoja del nivel medio por planta para las

observaciones de los estadios inmaduras de Bemisia
tabaci con el uso del microscopic estereoscopico.

La efectividad técnica sobre Bemisia tabaci se valord
mediante la formula de Aboutt [Ciba-Geygi, 1981],

RESULTADOS Y DISCUSION

Los tratamientos de nicotina sobre adultos de B. tabaci
a 3 ¢/L alcanzaron un 90 % de efectividad técnica a la
hora posterior al tratamjento, y de 87 y 74 % a las 24
y 72 horas, respectivamente. Este efecto disminuy6 a
partir de las 168 horas (siete dias) con valores del 30 %.
Resultados similares se obtuvieron con el segundo tra-
tamiento, donde el decrecimicnto de la efectividad se
observé a las 168 horas posteriores a los tratamientos.
Estos resultados de efectividad sobre B. tabaci fueron
superiores al estindar dimetoato a 0,6 kg i.a/ha, donde
se logrd un 48, 50 y 40 % de efectividad técnica a las 24,
48 y 168 horas respectivamente (Tabla ). Herse (1945)
sefialé que los extractos de nicotina de cualquier forma
que se use (en solucién, espolvoreo, fumigacion) causa la
muerte 2 los insectos en poco temipo, e indica que este
efecto comienza por los ganglios abdominales y avanza a
lo largo del cordén nervioso, hasta llegar al cerebro.

En relacién con los estadios inmaduros, 1a nicotina a
3g/L mostré efectividades de un 50 y 55 % alas 72 y
168 horas respectivamente, scbre los huevos de B.
tabaci, y un cinco por ciento sobre las ninfas a las 168
horas (Tablas 2 v 3). Chiesa (1963) plante6 que & los
preparados a hase de nicotina también se les atribuye
poder ovicida.

Tabla 1. Efectividad técnica del uso de Ia nicotina contra adultos de Bemisia tabaci (Geen) en tomate
en San Antonio de los Bafios, provincia de La Habana

FEfectividad técnica (%)
‘ariantes Concentrasiones Cheguee | Primer tratamienio Segindo tratamienta
presio . 72 72
I hora | 24 noras | 168 koras | 1hora | 24 horas | | 168 horas
! haras HoTAS
Extracto de nicoting 3 gL 6,73 90 a7 74 30 89 g5 72 45
Extracto de nicotina 1.5 gL 6,03 83 &4 70,1 45 82,2 832 69,5 434
Dimetcaio 35 % C.E. |06 kgiasha 6,52 0 =8 50 40 o 44 3 46,1 40,2
Testigo sin tratamients - 6,22 0 0 < 0 0 0 o Y

Tabla 2. Efectividad técnica del uso de la nicotina contra huevos de Bemisia tabaci (Geen) en tomate
en San Antonio de los Bafos, provincia de La Habana

Efectividad técnica (%)
Variantes Coneentracionss Chegueo Primer tratamionts Sequndo tratamiento
previe Dhora | 24 hovas 72 166 horas | 1 hora | 24 horas | 72 | 168 horas
horas Aoras
Extracto de nicoting 3 gL G,7 0 G 30 33 0 G 46,4 332
Extracio de nicotina 1,5 8L 0.68 0 o 38 40 0 Q0 364 38,2
Dimetoato 38 % C.E. | 0.6 kgia/ha 072 i 0 0 30 32 0 0 3.3 3;
Testigo sin tratamiento — 075 1 © 0 0 s 4 0 0 &
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Efectividad de extractos de nicotina...

Tabla 3. Efectividad técnica del uso de la nicotina contra ninfas de Bemisia tabaci (Geen) en tomate en

San Antonio de los Bafios, provincia de La Habana

! Efectividad técnica {%)
Variantes Concentraciones | Cheques | Primer tratamicnto Segundo tratamicnto
previe I hora | 24 horas 73 68 horas | T hora | 24 horas 7% 1 168 horas
horas hioras
Extracto de nicotina 3 gL 1,9 0 o] 0 3 0 0 4.4 0
Extracte de nicotina 1,5 gl L7 {Q 0 Q 4.3 o] ] 2.8 Y]
dimetoato 38 % C.E. | 0,6 kgiasha - s a 0 35 0 O 36 0
Testigo sin tratamiento - 0,3 o & Y 0 O 0 0 0,72

Con los tratamientos de nicotina a la concentracién de
1,5 g/L se obtuvieron efectividades de 83, 84 y 70%
sobre B. tabaci a 1, 24 v 72 horas respectivamente,
posterior a los tratamientos, ademés de obtener una
reduccién aceptable de la poblacién de huevos de un 38
y 409 a las 72 y 168 horas de aplicada, y s6lo un 43%
sobre las ninfas a las 168 horas. Estos valores de efecti-
vidad técnica fueron superiores a los alcanzados por el
estandar. Las poblaciones de B. tabaci en el testigo sin
tratamiento se incrementaron, y se mantuvieron supe-
riores en relacién con las variantes en estudio. Un
segundo tratamiento mostré resultados similares para
cada uno de los estadios de la plaga (Tablas 1, 2y 3).

Gonzalez v Concepcién (1994) obtuvieron resultados
similares de efectividad con el uso del insecticida de
origen biolégico tabaquina y ¥ lecanif sobre B. tabaci y
Aphis craccivora respectivamente, en caupi (Vigna ungni-
culata sub. sp. ungniculata).

Los resultados de Oliva y col. (1994) indicaron que los
extractos de nicotina e hidrato de cal son compatibles
con los entomopatégenos B. bassiana, V. lecanii'y Tricho-
derma sp., compuestos de uso comiin en el combate de
otras plagas.

Sudrez (1996) obtuvo resultados sobre el combate de
B. tabaci en los cultivos de pepino y tomate. Vizquez
(1996) incluyé el uso de los extractos de nicotina en el
Programa de Manejo Integrado de B. tabaci en el cultivo
del tomate.

La utilizacién de los extractos de nicotina a las dosis de
1,5 v 3 gL constituyen una alternativa para el combate
de esta plaga dentro de los Programas de Manejo
Integrado elaborados para este fin.

CONCLUSIONES

Los tratamientos con extractos de nicotina a las dosis de
1.5 v 3 g/L son efectivos para el combate de Bemisia tabaci.
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VALORACION DE LA DIFENAMIDA EN EL CONTROL
DE MALEZAS EN PINUS CARIBAEA VAR. CARIBAEA

M. A. Betancourt, J. Zifilga y D. Hernandez

Instituto de Investigaciones Foresfales. Calle 174 no. 1723 e/ 178 y 17C, Siboney, Playa, Cludad de La Habana

RESUMEN

ABSTRACT

La investigacion se realizé en la Estacion Experimentsl Forestal de
Topes de Collantes, provincia de Sanctf Spiritus, en canteras donde
se producen posturas de Pinus caribaea var. caribaea & raiz desnuda.
Se valord ef comportamienio de la difenamida aplicada con tratamiento
premergenie en dosis de 3,00, 3,50 y 4,00 kgsha fa. con el fin de
determinar su efecto sobre las malezas y sf era toxico a fa planta
cultivada. Ef mejor control sobre Jas malezas enuales fue con fas dosis
de 4,00 kg/ha i.a., pero este herbicida resuftd tdxico a las postfuras de
feliglel

Palabras claves: Pinus caribaea, mafezas, difenamida, toxicidad

The research was made in the Experimental Forestry Station of Topes
de Collanfes {Sancli Spirtus), using pleces of ground with Pinus
carbaea var. caribaca seedliings naked roof. It was evaluated the
behavior of difenamide applied as pre-emergent freatment in doses
of 3.00; 3,50 and 4,00 kg'ha a.d with the objective of determining its
effect over the weeds antf ifs toxicity in refation to the plants. Using
doses of 4,00 kg/ha. a.i. we got the best control over the annual weeds,
but the herbicide result foxic for pines seediings.

Key words: Pinus caribaea, weeds, difenamide, foxicity

INTRODUCCION

L-as plantas indeseables constituyen uno de los proble-
mas bisicos, tanto desde el punto de vista integral de
plagas v enfermedades como en la obtencién de resul-
tados econdmices en la produccién forestal del pafs.
Segin Gonzélez (1980), las pérdidas por malezas en
Cuba en viveros forestales asciende entre un 25-30 %,
sin embargo esto puede disminuir mediante una buena
seleccién de suelo y aplicacién de herbicidas.

Son varias las investigaciones al efecto. Alvarez et al.
(1986}, Blanco et al. (1987} y Betancourt et al. (1980)
realizaron experimentos con varios herbicidas en el
control de malezas en viveros con Pinus caribaca var.
caribaga, con buenos resultados, aunque la mayoria de
los preparados resultaron téxicos a la especie cultivada.

En virtud de ello, se decidi6 valorar la posibilidad del
uso de la difenamida para fines de desyerbe, lo cual se
recoge en el presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrollé sobre un suelo ferralitico rojo
lixiviado [Calzadilla, 1982], de la Estacién Experimen-
tal Forestal de Topes de Collantes, provincia de Sancti
Spiritus. La temperatura media anual fue de 21, 2 C.lIa
precipitacién media anual de 2,300 mm y la altitud
de 7310 msnm [Térrez, 1992].

El disefio utilizado fue totalmente aleatorizado con tres
repeticiones.

Sobre un 4rea de 13 m” se construyé un cantero de
12,0 x 1,0 x 0,15 m con una separacién entre parcelas
de 10 cm. La siembra se realizé por punto, depositin-
dose tres semillas de la especie Pinus caribaea Morelet
var. caribaca Barret y Golfari, Las demds atenciones
cudturales en la produccién de posturas a raiz desnuda,
tales como la mezcla de suelo, riego, entresaque de
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posturas y control de plagas y enfermedades, se ejecu-
taron por NRAG 326/87.

La aplicacién del tratamiento premergente se efectud
después de a siembra (23-12-91) con el suelo hiimedo
v limpio de malezas, utilizando la asperjadora manual
SWISS-MEX, con boquilla de cono, y una solucién
final de 500 L/ha de caldo.

Las evaluaciones de malezas por cspecies se realizaron
a los 30, 60 v 90 dias, ademas de hallarle su peso seco.

Los sintomas posibles de fitotoxicidad fueron anotados
segtunla escala de Behrenot (citada por Labrada, 1991},
donde I = sin dafio v 9 = pérdida total.

La altura de la planta cultivada se midid a los seis meses.
Todos los datos obtenidos se procesaron por andlisis de
varianza y prueba de rangos maltiples de Duncan.

Las dosis de los herbicidas aparecen referidas a sus
equivalentes de ingredientes activos en la tabla de
resultados, al igual que las especies predominantes en
el experimento.

RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion del efecto sobre las malas hierbas
indica que el mejor tratamiento de difenamida fue el
de 4,0 kg'ha, el cual disminyy6 el nimero total de
malezas en 74 v 60 9% por m”, asi como el peso seco
entre un 80 v 63, 5 respectivamente {Tabla 1}.

Esta dosis a los 30 dias fue efectiva contra Portulaca
cleracea L., Amaranthus sp., Argemore mexicana L. v Elen-
sing indica L., siendo aceptables contra FEchinechloa coloma
L. v Oxalis corniculata L., y no fue efectivo contra Cyperus
rotundus L. vy Parthenium hysterophorus L. (Tabla 2).

Ya a los 60 dias, aunque es superior a las dosis de 3,0
v 3,5 kg/haia. v al testigo, la poblacién de malezas fue
maés elevada. Esto puede estar dado por muchos facto-
res, va que en los suelos rojos su degradacién es mucho
mds ripida debido a la microflora del suelo y ciertos
hongos, 1o que hace que sea mds lixiviado que absorbido
por el suelo [Labrada, 1981], y también por la agresi-
vidad de esta dosis contra estas especies. Es por elfo que
en suelo ferralitico rojo lixiviado y en dosis de 4,0 kg/ha
i.a., su efectividad oscila entre 30-50 dias,

Tabla 1. Efecto de 1a difenamida sobre las malezas/m” en vivero de Pinus caribnea var. caribaea

Varignte Dosis en Monocor. Dicot. Total % Pese seco de las %
kgtha i.a. malezas gf’mz)
Testigo Escarde 23/61 47/91 | 70/152¢ | 100 104/225 100
manual : :
Difenamida 3.0 22/53 3867 | 60/125¢ | B&/82 96/200 92/88
Difenamida 3,5 16/42 23/54 41/96b | 39/63 63/70 63/75
Difenamida 4.0 /23 10437 18/60a | 26/40 21/80,5 20/35
Testigo sin rratamiento (100%)
Nuwmerador: Primera evaluacion  23/1/92
Denominador: Segunda evaluacién 20/2/92
Tabla 2. Efecto de la difenamida sobre las especies de malezas
Variante Douosis en PO | Asp. | Am Ei Ec O.c. Ph. Cr.
kelha i.a.
Testigo Escarde 5/12 4/10 3/9 3/10 | 12/21 | 10/16 | 15/35 | 16/39
manual
Difenamida 3,0 25 1/4 2/6 1712 4/28 | 10/22 | 25/27 | 10/11
Difenamida 3.5 —/- —/- —i— 612 5/15 8/17 | 15/32 | &/20
Difenamida 40 —— —— - b == 3/12 | 3/10 6/33 4/13 &
Numerador: Primera evaluacidn  23/1/92

Denominador: Segunda evaluacion 20/2/92
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Andlisis sobre Ia fitotoxicidad

En cuanto a la fitotoxicidad, la Tabla 3 muestra que el
preparado difenamida fue altamente téxico a la planta
cultivada. Esto se debe a su selectividad fisioldgica y
bioquimica, as{ como a su solubilidad y a las caracteris.
ticas de estos suelos, que permite al producto ponerse
en contacto directo con las semillas v rafces de las

posturas posterior a su emersidn; ademas, esto afirma
que la especie es susceptible, v no hay tipo de selectivi-
dad posicional como en et caso de otros herbicidas.

Ya en la Gltima evaluacién (a los 50 dias), las tres dosis
dejaron un total de 39 plantas vivas, pero todas afecta-
das con fuerte clorosis, que posteriormente provocs su
muerte, 1o que impidié el anlisis de la altura.

Tabla 3. Analisis sobre la fitotoxicidad del pino a los 50 dias

Variante ketha i.a. | Plantas sanas % Plantas muertas % %
Plantas vivas
Testigo Escarde 300 100 - 0 100
manual
Difenamida 3,0 80 36 220 74 26
Difenamida 3.5 40 13 260 87 13
Difenamida 4,0 0 0 - 300 100 0
CONCLUSIONES

El tratamiento premergente con difenamida a 3,0, 3.5y
4,0 kg/ha de i.a. resulté altamente téxico a Pinus caribaca
var. caribaea, 1o que provoct la mortalidad del 100 % de
las posturas.

La difenamida en dosis de 4,0 kg/ha i.a. fue efectivaentre
30-50 dias después de aplicada contra las malezas
P oleracea, Amaranthus sp. y E. indica, siendo aceptable
su control sobre E. colona v O. corniculata, y nula su
efectividad sobre C. rotundus v P. hysterophorus.

Las dosls de difenamida 3,0 y 3,5 kgha ia. fueron
inefectivas contra la mayoria de las malezas, y pasados
los 30 dias de la aplicacién habian perdido la efectividad
herbicida.
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RESUMEN

ABSTRACT

El cuftivo de ia papa (Sotanum tuberosum L} es fusrtemente atacado
por una de las enfermedades mas devastadoras: el tizdn fardio
{Phytophthora infestans (Mont) de Bary). En la actualidad existen
evidencias def surgimiento de genotipos muy agresives. Con el objetivo
de conacer ia variacion existents en las poblaciones fingicas del cullivo
¥ fa sobrevivencia de las oosporas en condiciones confroladas, se
realizaron fos aislamientos pertenecienies & los campes de produccion
de papa de fas locelidades de Artemisa, Alquizar, Giines y Bataband
en g provincia La Hahana correspondiente a las campafias compren-
didas entre 1994 y 1998 Se determing of porcentaie del grupo Az
presente. La sobrevivencia de las oosporas se establecio mediante
axposiciones a femperaturas gue variaron desde 20 °C hasta 45°0 ¥
a lismpos de vna hasta 72 horas, utifizande foliolos de la variedad
Bintie. Eate bioensayo indicé que no hubo infeccidn a las cualro horas
y 2 una temperatura de 45 °C, ni a las 48 horas y a femperaturas
superiores a 35 "C, migntras que a las veinticuatro horas v 40 °C las
posporas se mantuvieron infectivas. En fa campafia 19884-1395 no se
detectt Az, en la de 1995-1996 fua de un nueve por ciento, en ef
periodo1996-1987 de un ocho por ciento, mieniras que enla 1997-1988
alcanzd un 88%. En nuestras condiciones estos resuitados nos brindan
elementos epidemioldgicos sobre ef pape! que pueden tener 1as oos-
poras en ef suslo para la aparicidn de infecciones de tizdn tardio.

Palabraz claves: Fhyfophthora. infestans, oosporas, sobrevivencia,
peblaciones fungicas

Potato crop fSolanum tuberasum L) is atfacked by the most important
disease, the fate blight of potato (Phytophthora infestans (Mont.) de
Eary). In the present there are ovidences about ihe formation of
aggressive genotypes. The objective of this article is to know the
varigtion in the potato fungl popuiation and the cospore survival in
normal conditions. The isofations were carried out in the potato praduc-
tion flelds at Artemisa, Alquizar, Giines and Batabané in Havana
province, among crops campaigns including 1994 and 1998. for deter-
mining the percentage of Az group. The oospares had been exposed
fo different temperatures such as 20°C, 30°C. 40°C and 45°C, and
between 1 and 72 hours using Bintje variety folioles. This bicassay
indicated that 4 hours and 45°C of femperature had not infection, not
either at 48 hours and af temperatures higher than 35°C, whife 24 hours
and 40°C the vospores maintained infactive. For 1994- 1395 campaign
the Az percentage was 0%, in the 1885 1996 was 9%, in 1996- 1987
was 8%, while in 1997-1888 if campaign was increased up fo 96%. In
our conditions these resulis gave us epidemiological siements about
the role of oospares in the soil for the outbreaks of late biight infectian.

Key words: Phytophthora. infestans, cospores, survival, fungi popufa-
tion

INTRODUCCION

El tizon tardio de la papa {Phytophthora infestans
{Mont.} de Bary), afecta a esta cultivo desde hace mds
de 130 afios, v constituve el mayor obstdculo para la
produccién del tubéreulo en los pafses que lo cosechan
[Niederhauser, 1993], Los analisis concernientes a la
genética de sus poblaciones han revelado que sélo un
1ipo de cruzamiento escapd de México durante la mi-

gracidén inicial, y el segundo tipo de cruzamiento fue
probablemente introducido hacia Europa desde el no-
roeste de México durante 1970 v luego introducido a
otras localidades del mundo {Goodwin y Drenth,
1997}, Estos autores afirman que en 1994 muchas
cosechas de papa fueron destruidas en Estados Unidos
a causa de las infecclones de tizdén 1ardio, a pesar de las
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aplicaciones de fungicidas para prevenir y controlar la
enfermedad.

En América se confirmé la aparicién de una nueva raza
del hongo llamada US-8, que es un patégeno més
agresivo que el original US-1, y se evidencia gue el
efecto aditivo de US-1 y US-8 es més destructivo que
cada uno por separado. Ademds, US-8 es resistente al
metalaxvl, el fungicida primario que ha sido usado con
buenos resultados para controlar US-1, y debido a su
répida dispersién en los campos de papa en el medio-
oeste y nordeste de los Estados Unidos, ocasiond la
pérdida de 26 millones de délares a los campesinos
productores [Fry y Goodwin, 1995]. En esta regidn
s6lo se presentaba el grupo A, v posteriormente se
demostré que con ambos tipos de cruzamiento pre-
sentes hay reproduccién sexual y que, por tanto, hay
inéculo en forma de oosporas en el suelo, estructura
capaz de sobrevivir de una estacién a otra [Drenth
et al,, 1994],

La produccién de oosporas en campo y su sobrevivencia
bajo condiciones naturales ha sido objeto de estudio
desde la introduccién de aislamientes del tipo A, Las
oosporas de P infestans se han observado en tailos pero
raramente en hojas de papa y tomate crecidas en inver-
naderos e inoculadas con raezcias de los aislados A v
A, [Frinkinget al., 1987; Mosa et al. 1991], Un pequeiio
niimero de oosporas se encontr en tubérculos {Grinber-
ger et al. 19891 En Europa, en las regiones de Alemania
v Holanda se registré la formacién de oosporas en hoias
de papa en el campo, informacion necesaria para demos-
trar que estas contribuyen a epidemias de tizén tardio
[Gétz, 1991; Drenth, 1994]. En Canad4 se han encon-
trado oosporas en muestras de hojas tomadas del campo
[Chveoskd v Punja, 19931,

En Cuba la semilla agdmica de papa se importa princi-
palmente de Canadd v Holanda, paises donde existen
poblaciones del patégeno con alta propercion del grupo
A,. Actualmente ya tienen dificultades a causa de la
presencia de oosporas en el suelo y la resistencia al
metalaxyl.

Este trabajo tuvo como abjetivos el conocimiento acerca
de la existencia y distribucién del tipe de cruzamiento

en las localidades de Artemisa, Alquizar, Giiines y
Bataband en la provincia de La Habana durante las
campafias entre 1994 y 1998, v determinar si las cospo-
ras del patdgena son capaces de sobrevivir al ser expues-
tas a temperaturas entre 20 v 45°C, v a tiempos de una
hasta 72 horas.

MATERIALES Y METODOS

A partir de la aparicién de los focos del tizén tardfo en
las localidades de Artemisa, Alquizar, Giines y Bataba-
nd, en la provincia de La Habana en las campafias del

46/fitpsanidad

cultivo de la papa comprendidas entre 1994 y 1998, se
procedid al aislamiento del honge P infestans. Se toma-
ron 40 foliclos afectados por foco segln aparecid la
enfermedad.

Las muestras fueron procesadas utilizando el método de
siembra en medio selectivo recomendado para el aisla-
miento del hongo por Goodwin et al. (1992}, Se deter-
ming el grupo de compatibilidad sexual a los 213 aisla-
mientos obtenidos mediante cruces realizados con cepas
de referencia del patégeno A,, v A, en condiciones in
vitro {Ashby. 1992], T

Se caleuld la frecuencia de aparicién de ambas poblacio-
nes fangicas, obteniendo el porcentaje de estas para las
campafas 1994-1995, 1995.1996, 1996-1997 y 1997-
1998.

Formacién de oosporas en hojas bajo condiciones
controladas

Se utilizaron plantas de papa de la variedad Bintje,
susceptible a todas las razas del hongo. Las hojas fueron
inoculadas con una gota de esporangiéforos de A (ais-
lado 168.1 de Giiines con 10” esp/mL}, v una gota de
A,, (aislado denominado 161.1 de Artemisa) a igual
concentracién, depositadas en los extremos de la hoja,
de manera que pudieran permanecer una frente a4 la
otra para que se produjera el enfrentamiento. Se incu-
baron a 20°C durante 10 dias. Posteriormente las
hojas se secaron a temperatura ambiente utilizando
papel de filtro estéril, y se fragmentaron en un mortero
hasta obtener peguefios fragmentos. Estos se mezcla-
ron con suelo ferralitico rojo esterilizado a razén de
Img de polvo/10g de suelo. Esta mezcla se distribuyé
en 5 partes que se colocaron 2 20°C, 30°C, 35°C, 40°C
v 45°C, utilizando seis placas Petri con agua destilada
estéril, se realizaron tres réplicas por placas a las que
se le colocaron foliolos de Bintje, utilizando en total
15 foliolos, v se dejé una placa con cultivo fresco
utilizada como testigo, Luego se extrajeron a tiempos
de 1, 2, 24, 48 v 72 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron més de diez aislamientos de P infestans
para cada campafa del cultivo. Estos fueron identifica-
dos, lo que proporcioné un conocimiento sobre la com-
posicién de las poblaciones del hongo con respecto a su
sexualidad. La frecuencia relativa determinada para la
poblacién flingica A,, aparece en la Jabla 1.
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Tabla 1. Frecuencias relativas obtenidas para el tipo de compatibilidad sexual Az

i Campaita Camparia Campana Campana
L i 1994/1935 1995/1996 [996/1997 L dgezinges |
No. de aislamientos | 18 101 21 61
LhdeAn b 0B 9B 8% 2%

En la labla [ se puede apreciar que en la campafia
1994-1995, en los 18 aislamientos obtenidos no se
detectd A, En la campafia 1995-1996 se obtuvo un
nueve por ciento de A_; el ocho por ciento obtenido
para la campafa 1996-1997 se debe posiblemente a
que el nimero de muestras analizadas para este perfo-
do no fue satisfactorio, debido a las dificultades pre-
sentadas en los campos de produccién de papa que
propiciaron la realizacién de aplicaciones con fungici-
das antes de hacer los muestreos. Ademas este resulta-
do se asemeja a la situacién presentada en Europa
fundamentalmente en las regiones de Polonia, Alema-
nia y Holanda donde se obtuvo una disminucién de
esta poblacién A, del patégeno [Fry: 19931, B1 96% de
para la campana% 997-1998 corrobora un incremento
considerable de A, en relacidén con las proporciones
obtenidas en las cainpafias anteriores, que no sobrepa-
saron el 10%, as{ como un desbalance notable entre
las proporciones de A ¥ A, donde A s6lo alcanzd un
dos por clento, resultado que se corresponde con los
muestreos realizados a los campos de produccién de
papa que reflejaron un nivel de infeccién severo por el
tizén tardio en las variedades Red Pontiac, Chieftain,
Mondial ¥ Desiree con una afectacién aproximada de
un 50% de atizonamiento. Es por tanto necesatio
realizar estudios estadisticos sobre el equilibrio de las
poblaciones A v A, puesto que la presencia de oos-
poras del hongo en’el suelo pueden provocar fuertes
infecciones, aunque probablemente no esté acurrien-
do la formacién de oosporas del patégeno en los
campos analizados [Turkensteen et al., 1996]. Es ne-
cesario, por tanto, realizar estudios estadisticos poste-
riores sobre la probabilidad de formacidn de oosporas,
puesto que la presencia de estas estructuras en el suelo
podrian provocar severas infecciones, aunque puede
asumirse que estas afectaciones en los campos analiza-
dos se corresponden a que como en Cuba la semilla
agamica de papa es importada fundamentalmente de
Holanda y Canadé, en este dltimo pafs existen pobla-
ciones del patogeno con alta proporcién del grupo Az
y condiciones que han propiciado un manejo inade-
cuado sobre esta enfermedad [Platt et a4l., 1996].

Sobrevivencia de las cosporas

Este andlisis indic6é que a la temperatura de 45°C y
cuatro horas de exposicién estas perdieron la viabili-
dad v la capacidad infectiva, al igual que a las cuarenta

v ocho horas v a temperaturas superiores a 35°C, mien-
tras que a las veinticuatro horas v 40°C las oosporas se
mantuvieron infectivas. Cohenetal. (1997) demostraron
que las temperaturas éptimas para la esporulacion sexual
alcanzan un rango de § hasta 15°C, pero las oosporas
son mayormente producidas a 23°C. El desarrello de los
cogonios de seis a ocho dfas después de la coinoculacién
esporangial v el desarrollo de las oosporas después de 10
a 12 dias coincide con nuestros resultados para la
formacién de las oosporas en las hojas de papa variedad
Bintje, puesto que a los 10 dias después de la inoculacién
se observaron oogonios y anteridios, v a los 14 dias
aparecio la gruesa pared de las oosporas,

Estas investigaciones demuestran que es necesario
realizar un manejo integrado de esta enfermedad y
analizar cuidadosamente el material de siembra intro-
ducido antes de iniciar la campafia del cultive para
evitar las propagaciones de las poblaciones A, del
patdgeno que son més agresivas y que constituyen una
fuente de indculo primario en el suelo, capaz de desen-
cadenar epidemias severas en nuestras condiciones.
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RESUMEN

ABSTRACT

Pythiutn aphanidermatum (Edson) Filzpatiik es un patogeno del susto qus
causa grandes dafios al cuitiva del tabaco, princinaimants en a etapa de
semiiiers. En Cuba no existen métodos para determinar ef potencial
infacoinss de los suelos infestados con esle patégeno, por o que se
desarroliaron verias investigaciones para conocer fos pardmetrog optimes
para ef desarrolic de F aphanidermatum en ef suslo y establecer un
método gue permifa deferminar el nivel de infestacion de fos suelos. Se
evalug fa influencia de diferentes factores en e desarrollo del hongo
entre fos que se encuentran fa femperatura para la cual se probaron
22, 27y 32°C; fa humedad def suelo (70, 80 vy 100 % de capacidad de
refencidn de agua) y Ia influencia de la adicion de harina de malz y avena
al uno, dos y tres por ciento pare estimuiar el desarrollo del patdgeno en
ef suelo. La fempsratura més favorable para la infeccion de las plantas
fue de 32 °C. Los sintomas se observaron a fos tres dias, ¥ ocurio una
muerte rapida de fodas las plantas. A 27 °C las primeras afectaciones
ocurrieron & fos cinco oias, v 8 22 °C a Ios seis dias. En relacion con la
humedad, la mayor mortalidad de las plantas sz cletecto cuando ef sueio
se fumedecic al ciento por cienfo de  su capacidad de refencion el
agua, y ya a fos fres dias of 75 % de ias plantas estaban muertas. En ef
resto de las humedades probadas Iz incidencia de la enfermedad fue
menar. La harina de maiz fue efectiva para la estimulacién del desamailo
del hongo e el suelo. La dosis mas favorable fue de tres por cignto (100
% plantas afectadas), y decrecid de forma proporcional con las dosis de
une (62,5 %) v dos por clento (87,5 %). Confa avena no hubo diferencias
entre fas dosis de dos y fres por clenfo, y fue menor al uno por ciento.
Estos resuftacios constituyen los pardmetros Gotimos para la elahoracion
de un mélodo répido que permite determinar de forma preventive ef
potencial infeccioso de los suelos de campos conramf'nadoq con este
patégeno. causants def damping off ent ef cultivo def tabaco. £/ posibilita
la seleccion de areas libres o con bajos niveles del patdgeno, aspecio
fundamental de fas esirategias de lucha para ef control de los patdgerios
del susfo en fos semilleros.

Palabras claves: Pythium aphanidermefum, temperafura, humedad,
nutrientes

Pythium aphanidermatum is a soif pathogen fhal causes big damages
on fobacco crops mainly af seedbed stage. In Cuba there are no
methods to determine the infectious potential of infected suils with this
pathogen. So several research works were developed fo fine optimum
parametars for devefopment of B aphanidermatum on soif and fo
stablish & method for the determination soif infection fevels. The
influence of different factors on the fungus develops was evaluated
amony which are: lemperature (22, 27 and 32 C), soil humidity (70, 86
and 100 %% water refention capacity) and the effect of different doses of
corn flour and oats 81, 2 and 3 %). The best temperature for plants
infaction was 32 simbolo 176 \f “Symbot”\s 11C, the symptoms were
observed at the third day and fast death of aif plants occurmed. Af 27
simbolo 176 ¥ "Symbof™\s 11C the first affectation occurred at 5 days
and af 22 simbofo 176 V¥ “Symbor™ \s 11C at 6 days. With respect to
humidity the higher mortaltty was detected when the soif was 100 %
humid and third day 75 % of the plants were dead. At the rest of waler
concentration tested the disease incidence was lgss. Com flour was
effective for the stimufation of the fungus development the soil. The
more favourable dosss was 3 % (100 % of plants was affected) and the
number decreased pioportionally with 1% (62,25) y 2 % (87.5). With
oals there were ne differences befween the doses of 2 and 2 %, was
fess with 1 %. These resulfs constitute the optimum paramefers fo
elaborate a quick method wiich fo defermine a preventive way, the
infections potential of the contamined saifs with this pathogen, which
cause the damping off in the tobacco crops. This work aliows the
selection of free areas or with fow levels of this pathogen; an important
aspiects for the strategies for the controf of soif pathegen in seedbed.

Key words: Pythium aphanidsrmatum, temperature, soil rumidity

INTRODUCCION

Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzpatik es un pa-
tégeno del suelo que causa grandes dafios al cultivo del
tabaco, principalmente en la etapa de semillero. La
enfermedad, conocida como damping off o pudricion del

pie causada por este hongo, estd presente en casi todas
las zonas tabacaleras de nuestra pafs.

Esta puede presentarse en cualquier etapa de desarrolio
del semillero, produciéndose fases tanto de pudricién de
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la raiz como del tallo. Los semilleros son atacados
por lo general cerca de la linea del suelo; se desarrolla
una podredumbre carmelita, acuosa y blanda, v las
posturas caen quedando postradas en el suelo [Lu-
cas, 1975]. Aunque las mayores afectaciones produ-
cidas por este hongo se presentan en las posturas,
este también puede atacar plantas de todas las eda-
des [Shew and Lucas, 19911

Los hongos fitopatdgenos del suelo bajo la accidn de
diferentes factores pueden provocar danos importantes
en los cultivos. Este riesgo puede ser apreciado por la
determinacién del potencial infeccioso, que caracteriza
la aptitud de un suelo a inducir enfermedad en el cultivo
[Nourrisseau et al., 19927,

El potencial infeccioso del suelo es la cantidad de energfa
patogénica disponible dentro de €, v se manifiesta sobre
la planta por puntos de infeccién, que sblo puede me-
dirse mediante la confrontacién de este con una pobia-
cién de un hospedero sensible, en condiciones favora-
bles para el desarrollo del patdgeno {Bouhot, 1973].

En campo la manifestacién del potencial infecctoso
sobre una poblacién de plantas depende de los compe-
nentes del indeulo del patégeno {densidad, capacidad
saprofftica, capacidad infecciosa), condicionada por
otros factores tales como la sensibilidad de la EQpeCie
vegetal, las caracteristicas microbioldgicas y fisico-qui-
micas del suelo, el clima vy las practicas culturales [Mo-
ret, 1992},

La aparicién de una enfermedad provocada por un
patdgeno del suelo requiere no s6lo de su presencia, sine
también de la adecuacion de todos los factores antes
referidos. Estas condiciones no stempre estin presentes,
por lo que para medir el potencial infeccioso de un suelo
es necesario determinar en el laboratorio las condiciones
éptimas para obtener los atagues sobre una poblacién
de plantas sensible al patégeno.

El objetivo de este trabajo es conocer alguros de los
pardmetros Sptimos para el desarrollo de P aphasider-
matum a fin de establecer un método que permita deter-
minar el potencial infeccioso de los suelos destinados al
cultivo del tabaco, resultados que nos ayudaran a con-
trolar mejor la enfermedad y disminuir las pérdidas en
el cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Influencia de la temperatura sobre la infeccion por
P. aphanidermatum

Se utilizaron plantulas de tabaco de la variedad Corojo,
de 30 dias de germinadas las semillas. Se trasplantaron
dos plantulas por recipiente con suelo estéril; se inocu-
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laron con 0,5 g del hongo previamente crecido en medio
harina-arena v se colocaron en cuartos con condiciones
de ahlta humedad, climatizados previamente con las
temperaturas de 22 + 2, 27 £ 2 y 32 + 20C. Se realizé
una observacién diaria v se cuantificaron las plantas
enfermas. Se utilizaron cinco réplicas por variante vy el
eTsayo e repitid tres veces.

Efecto de la humedad del suelo sobre la infeccién
por P. aphanidermatum:

Las plantas se obtuvieron de la misma forma que en
el experimento anterior, v se inocularon también con
0,5 g del hongo. Las humedades del suelo probadas
fueron 70, 80 v 100 % de capacidad de retencién del
agua del suelo ferralftico rojo, seglin el método de
Bouhot de 1975, Los recipientes se colocaron a una
temperatura de 30 £ 2 oC, el ensayo se repitid wes veces
v se utilizaron cinco réplicas por cada varante. Se
observaron diariamente para cmmfzcar las plantas en-
fermas,

Efecto de diferentes dosis de nutrientes sobre la
infeccidén por P, aphanidermatum

Las posturas utilizadas se obtuvieron de la misma forma
que en los experimentos antes realizados, y se inoculé
la misma cantidad del hongo, Las variantes empleadas
fueron harina de maiz v avena [Bouhot, 19757 al uno,
dos y tres por clento, las cuales fueron afiadidas de forma
independiente alrededor del cuello de las plantulas. Los
recipientes se colocaron a una temperatura de 30 = 2 °C,
el ensayo se repitié tres veces v se utilizaron cinco
réplicas por cada variante. Se observaron diariamente
para cuantificar las plantas enfermas.

Los testigos utilizados fueron pldntulas de tabaco obte-
nidas de la misma forma sin inocular con el patégeno.

En los experimentos fue utilizada luz artificial (10 horas
luz-14 oscuridad) con lamparas flucrescentes de 40 W
{de cuatro bombillos) ubicadas a una altura de 30 ¢m,

Fue utilizado un disefic experimental completamente
aleatorizado, y los datos del por ciento de plantas
enfermas se transformaron a arcsen ¥, y se procesaron
mediante el paquete estadistico Statistef version 4.

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de la temperatura sobre la infeccion por
E. aphanidermatum

Los resultados de la influencia de la temperatura se
reflejan en la Tabla 1. En los ensayos probados se
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evidencié que la temperatura mas favorable para la
infeccién de las plantas fue de 32°C. Los sintomas se
observaron a los tres dias v ocurrid una muerte ripida
de todas las plantas sucesivamente. A 27°C las primeras
afectactones ocurrieron a los cuatro dias, v 2 22°C a los
cinco dias. En esta dltima temperatura la mortalidad de
las plantas fue baja en comparacién con las otras dos
probadas. El estudio de la temperatura ha sido siempre
de interés para numerosos investigadores por la impor-
tante influencia que este factor ambiental ejerce sobre
el desarrollo de Inos microrganismos,

La temperatura incide ademas sobre el grado de viru-
lencia de los patdgenos del suelo. Estudios con
Pythium ultimum en garbanzo mostraron que los sin-
tomas de la enfermedad fueron menos leves a 10,

15y20°C, v 1a necrosis de los tejidos de las plantas
fue mas grave a 30°C [Bhatti and Kraft, 1992],
resultados que concuerdan con los obtenidos por
NOSOLros.

En pruebas de laboratorio, la temperatura Sptima para la
infeccién de rafces de Iglantas de pepino por P aphanider-
matuin fue de 32 a 36°C, y para F spinosum fue de 24 a
28°C [Lo and Lin, 1990].

En experimentos con B myriotplum se demostréd que
temperaturas de 37°C fueron éptimas para el desarrollo
de este patégeno [Anderson et al, 1997].

En todos estos resultados se demuestra que de forma
general son las altas temperaturas las que favorecen el
desarrollo de este género de hongos, las cuales son las
que predominan en nuestro pais.

Tabla 1. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento micelial de Pythizm

aphanidermatum
' Temperaturas Por ciento de mortalidad
3 dias ddigs | 5 dias & dias 9 dias
22+ 2°C 0 0 10 30 70
27+ 2°C 0 10 20 50 70
32£2°C 10 20 30 30 80

Efecto de la humedad del suelo sobre la infeccion
por P. aphanidermatum

La infeccién por el patdgena en las posturas ocurrié en
todas las humedades del suelo probadas. v en el testigo
no fueron ebservadas plantas enfermas. La mayor mor-
talidad de las plantas se detectd cuando el suelo se
humedecié al clento por clento de su capacidad de
retencion de agua. Ya a los tres dias el 75% de las plantas
estaban muertas. En el resto de las humedades probadas
la incidencia de ia enfermedad fue menor: 37,5 y 50%
de mortalidad respectivamente (Fig. 1}. Bl potencial
hidrico es uno de los factores mas importantes que
influyen en la produccién y modo de germinar de los
esporangios,

Bouhot (1975) comprobé que un 80 % de la capacidad
de retencidén de agua en suelo resulté mds favorable para
el desarrollo de Pythinm spp., mientras que con 50y 100 %
de humedad, las infecciones fueron inferiores a esta.
Estos resultados no concuerdan exactamente con los
obtenidos por nosotros, pero de forma general demues-
tran que las altas humedades del suelo favorecen el
desarrollo y la infeccion de las especies de Pyihium.

% de moralidad

&0

af)

40

% de humedad

Figura I, Efecto de la humedad del suelo sobre la infeecidn de
Pythinm aphanidermatum

Efecto de diferentes dosis de nutrientes sobre la
infeccion por P. aphanidermatum

Las sustancias orginicas empleadas, avena en polvo y
harina de maiz, resultaron adecuadas para lograr un
rapido desarrollo de P aphanidermatum. La dosis de
harina de mafz més favorable fue de tres por ciento,
donde el ciento por ciento de las plantas resultaron
muertas. En el resto de las dosis decrecié proporcional-
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mente el porcentaje de afectacién. En el caso de la
avena no hubo diferencia entre las dosis de dos y tres
por ciento. A uno por ciento la mortalidad fue menor
(Fig. 2).

& de mortalidad

100
&0 @ avena
harina
60
40
20
1]

dosis de nutrientes

Figura 2, Efecto de diferentes dosis de nutrizntes sobre el
desarrollo de Pyptihfum aphanidermatum

La utilizacién de sustancias orgénicas para favorecer el
desarrollo micelial en las capas de superficiales del suelo ¥
lograr una accién patogénica sobre plantas jévenes, hasido
satisfactoria para patégenos fungosos del suelo como RAi-
zoctonia solani, Pythivm spp. y Fusarium oxpsporum [Campo-
rata, 1980], Particularmente Ja actividad de los integrantes
de la familia Pythiaceae en el suelo, depende en gran medida
de la presencia de materias orgdnicas no colonizadas por
o1r0s microrganismos, ya que estos hongos son excelentes
colonizadores primarios, pero débiles competidores del
suelo [Moret, 1992].

Para Pythium spp. se ha informado que el aporte de avena
en polvo, permite obtener un 50 % de mortalidad sobre
plantulas de pepino con solo un 1,7% de tierra natural-
mente infectada, mientras que sin avena esta misma
mortalidad requiers un ciento por ciento de tierra infecta-
da; esto sehald que la avena aumenté 50 veces la sensibi-
lidad de la deteccién de Pythium [Yarwood, 1966},

52fitosanidad

CONCLUSIONES

Podemos concluir que las altas temperaturas (27-32°C),
la humedad del suclo ferralitico rojo de ciento por
ciento de su capacidad de retencion de agua y las
dosis de dos y tres por ciento de harina de mafz y
avena en polvo, estdn entre los pardmetros Sptimos
para el desarrollo de P aphanidermatum, que nos
avudarn a estandarizar las condiciones para elabo-
rar un método que nos permita determinar el
potencial infeccioso de suelos infestados con este
patogeno.
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RESUMEN

ABSTRACT

Uno de los aspectos mas debatidos de fa especie bacteriana Bacilius
thuringiensis es fo concemiente a su clasificacidn. En la aclualidad se
reconocen 34 serovares que incluyen 27 grupos y siste subgrupos,
mediante ef empiso de diferentes méfodos serofdgicos, enzimaticas y
moleculares. Las dimensiones de las ssporas y crisfales producidos
por esta especie se ulifizaron como criterio de diferenciacién de cuatro
cepas. Ef estudio se realizd por medicidn al microscopio electrénica de
las imagenss fotogréficas. Se encontrd que la medicion més estable
fue el ancho de la sspora, y que este caracter resultt independiente de
la variedad y ef serotipc.

Palabras claves: Bacilfus thuringiensis, identificacidn, dimensiones de
esporas y cristales

Cne of the main problem of Bacilius thuringiensis species /s about ifs
classification. Just to now, we know 34 serovars that included 27 groups
and sub-groups, by using different serclogical, enzimatical and mole-
cufar methods, The dimensions of spores and crystel fhat are produced
by this species have been used as criteria for the separation of the
different strains. In lhis paper we reporfed the sepearation of four B.
thuringiensis strain by the measure of crysfal and sporesimage by using
a sfectronic microscope. We have obtained that the spores width was
the most sfable measure and haven't refation with serciype.

Key woras: Bacillus thuringiensis, identification, measure of spores and
crystals

INTRODUCCION

Entre las bacterias entomopatdgenas, Bacillus thurin-
giensis es la especie mas conocida y utilizada en el control
biolégico de plagas [Enwistle, 1993]. Uno de los aspee-
tos mds debatidos de esta especie es lo concerniente a
su clasificacién.

En 1985 Lysenko definié 20 variedades y 19 serotipos
basdndose en un conjunto de propiedades bioquimicas,
morfol6gicas y antigénicas, esta ltima determinada por
la respuesta a los antigenos flagelares.

Posteriormente se han incluido otros criterios de clasi-
ficacién como son los patrones de estearasas, de dcidos
grasos, la serologia de la proteina cristal y mds reciente-
mente la determinacién de los genes especificos para las
delta endotoxinas [Siegel et al, 1993; Federici, 1993].

En 1990 De Barjac y Franchon empleando diversos
métodos reconocieron 34 serovares que incluyen 27
gruposy siete subgrupos. Por otra parte, las dimensiones
de las esporas se utiliza como criterio de clasificacion en

los grupos de bacterias esporogenas del género Bacillus
[Bergey's, 1874].

Otros autores han descrito que para la especie Bacillus
thuringiensis la forma y tamanio del cristal se correlacio-
na con la virulencia y especificidad de su accién téxica
[Yamamoto, 1983; Imusukiy Yamamoto, 1984; Michio,
1986; Liet al,, 1991; Attathom ¢f al., 1995].

En este trabajo se determinaron las dimensiones de las
esporasy cristales de cuatro cepas de Bacillus thuringiensis
mediante el uso de la microscopia electrdnica para
conocer su valor en la diferenciacién de cepas de esta
especie.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron dos cepas de Bacillus thuringiensis pertene-
clentes al serotipo H3 (LBT-1, LBT-3), una pertenecien-
te al serotipo H1 (LBT-5) y otra al H4 (LBT-4).
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Las cepas se mantuvieron en forma de cultivos esporu-
lados sobre cufas de agar nutriente a 4 °C durante el
transcurso de los experimentos.

Las muestras consistieron en suspensiones de esporas y
cristales obtenidas por arrastre de los cultivos con solu-
cién salina de NaCl al 0,85% estéril. Las muestras
fueron montadas sobre rejillas metalicas con membranas
de formvar y contrastadas con acetato de uranilo.

Las dimensiones de las esporas y cristales se obtuvieron
por medicién de las imagenes fotograficas tomadas al
microscopio electrénico EM V-100LM {URSS) con au-
mento de 4 515 x. La dispersién de ]as mediciones se

determind mediante andlisis de varianza para un inter-
valo de confianza del 93%. Los valores medios del ancho
de la espora se sometieron a una prueba de Duncan para
comparacién de medias con un 95% de confiabilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla I muestra los valores de dispersion para las
dimensiones de esporas v cristales en la cepa LBT-1.
Estos resultados demostraron que la anchura de la espo-
ra fue el cardcter menos variable, v por tanto el que
permite detectar diferencias significativas con el menor
namero de mediciones,

Tabla 1. Dimensiones en milimetros de las imdgenes de las esporas y cristales de la cepa LBT-1 y pardmetros

que caracterizan su dispersién

Pardmetros | X S Y I Na. min,

L 18,2 2,39 572 0.46 90

A 9.4 0,77 0,59 0,15 10

CR 13,7 4,20 17,66 (2,85 277

CcC 8,15 1,87 3,50 0.61 53
Leyende ciones del cultivo en las variacicnes que se observan en
X: Media el tamano de los cristales atin dentro de una misma cepa
3. Desviacion estindar [Hidetaka et al., 1993; Li Wei y Baijop, 1991; Salontsoy
" Varianza y Ludina, 1996].

iC: Intervalo de confianza (93% confiabilidad)
No. min.: Nitmero minimo de mediciones

L: Longitud de la espora

A: Anchura de la espora

CR: Longitud de los cristales rdmbicos

CC: Longitud del lado de los cristales

Como se observa, la longitud de los cristales resulté la
medida més variable, lo cual ha sido sefialado por varios
autores, cuando se refleren a la influencia de las condi-

Para las cuatro cepas estudiadas (Tabla 2) se pueden
apreciar diferencias en cuanto a la anchura de la espora.
Las cepas LBT-1 y LBT-4 resultaron mas estrechas, y
difieren significativamente de [a LBT-3 v LBT-3, entre
las cuales no se observé diferencia, La anchura de la
espora resulté un cardcter independiente de la variedad
y el serotipo, va que las cepas LBT-1 y LBT-3 que
pertenecen & }a variedad kurstaki, grupo antigénico H3,
resultaron significativamente diferentes.

Tabla 2. Comparacion de la anchura de las esporas de cuatro cepas de Bacillus thuringiensis

Cepa Anchura de las esporas en micra
LBT-3 2,09°
LBT-3 2,08°
LBT-4 1,96b
LBT-1 1,92

CONCLUSIONES

Los resultados permiten plantear que las dimensiones
del ancho de las esporas puede ser considerado comoun

S4fitosanidad

elemento mds en la diferenciacién de cepas pertenecien-
tes a la especie Bacillus thuringiensis.
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RESUMEN

ABSTRACT

Ef trabajo 56 realizé en un campo de toronja (Citrus paradisi Osbeck,
variedad Vafencial en un érea de fres hecldreas en fa finca 2-18 en
Ceiba del Agua, provincia de La Habana. En ef periodo de agosto de
1994 5 julio de 1995 se realfzaron colectas mensuales en 12 plantas
escogidas al azar, duramte dos horas. Los resultados de las coleclas
mostraron que fas especies presentas en esia drea fueron Chrysopa
habana Navds (1922) y Nodita dimidia Navés (1925), esta olima con
una mayor incidancia. En el periodo comprendido desde inicio de
noviembre hasta finales de enero, s6ip se encontraron pupas de ambas
especies. Los imagos de N. dimidia afcanzaron una mayor frecuencia
de aparicion en junio y . habana en jufio. La mayor incidencia de
huevos fue en agosto, y de las larvas en septiembre.

Palabras claves: Chrysopa habana, Nodita dimidia, Citrus paradisi

The work was dore in a field planted of grapefruit (Gitrus paradisi
Osheck, variety. Valencia), on 3 ha area, of farm 2-19 in Ceiba del
Agua, Havana province during the period from August 1994 fo July
1395, Monthly colfects were made from 12 plants select &t random, for
two hours each. The resuils of these colfections showed that the species
present in this ares were: Chrysopa habana Navas (1922) and Noedita
dimidia Navas (1828), the latter with the grealer incidance. in the period
from early Navember to late January, only pupae of botf species werg
found. imagoes of N. dimidia reached a higher frequency of appearance
in June end C. habana, in July. Most incfdence of eggs was in August
and of the farvae, was in September.

Key words: Chrysopa hahana, Nogifa dimidia, Citrus paradisi

INTRODUCCION

Entre las familias que pertenecen al orden Neuroptera
se encuentra Clhirpsopidas que en Cuba esta representado
por 28 géneros de los cuales Chrpsopa v Nodita se
caracterizan por depredar insectos de cuerpo blando
como &fidos, 4caros, mosca blanca, coccidos, fundamen-
talmente [Arroyo v Ortiz, 1996; Rijo y Acosta, 1997],
por lo que pueden ser encontrados en casi todos los
cultivos agricolas y ornamentales.

La frecuencia de aparicidn de Nodita dimidia en el cultivo
de citricos en Cuba fue registrada por Mora e Inchius-
tegui (1991); posteriormente Souza et al. {1995) sena-
laron para el cultivo de los citricos que las especies
Chrysopa externa v C. habanda presentaron un aumento
poblacional a partir de mayo y alcanzaron un pico en
septiembre.

En campos de citricos fueron encontrados por Junqueira
et al. {1993} gran nGmero de individuos de Ceraecochrysa

everes (Newroptera: Chrysopidae), durante los meses de
mavo a junio y la menor cantidad de individuos fue
detectada de octubre a noviembre.

El objetivo de este trabajo fue determinar los crisépidos
que se encontraban presentes en el cultivo de la toronja,
y los meses de mayer o menor incidencia, para lo cual

- se realizaron muestreos con el fin de conocer la frecuen-

cia de aparicién de la poblacién de los mencionados
entomofagos.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevé a cabo en un periodo comprendido
de agosto de 1994 a julio de 1995, en un campe de
toronja (Citrus paradisi Osbeck, variedad Valencia) de
3 ha en la Finca 2-19 en Ceiba del Agua, provincia de
La Habana.

fitosanidad/57



Rijo, Acosta y Calvo

Los muestreos se hicieron una vez al mes, durante dos
horas, en 12 plantas escogidas al azar, Se registraron los
estados de huevos, larvas, pupas v adultos presentes en
el drea. Con los datos obtenidos se confecciond una
grifica para conocer de forma general la incidencia de
la familia, y otra grafica para representar el comporta-
miento pob;an:lonal de las especies presentes en el culti-
vo, a través de la determinacién de los imagos, los que
se clasificaron segan la clave de coloracién del prono-
tum, cabeza, escapo v genitalias [Alayo, 1968].

RESULTADOS Y DISCUSION

Las especies presentes en el cultivo de la toronja fueron
C. habana v N. dimidia, v se corrobor6 lo planteado por
Mora e Inchéustegui (1991} en cuanto a que el género
Nedita forma parte del complejo de entoméfagos que
pululan en los citricos de Cuba.

No. adultos

49'1

35 o ;{ﬁ '

30 ' / N
) %,

28 - )

26

Los adultos de estas especies no aparecieron en el perfo-
do comprendido de noviembre a febrero v no fue hasta
mayo, junio v julio, v junio, julio y agosto que las
especies N. dimidia v C. habana, respectivamente alcan-
zaron las mayores 1nc1denc'as v ambas especies estuvie-
TON presentes en junio y julio (Frg I). En julio y hasta
principios de septlembre ambas especies presentaron
similar frecuencia de aparicién, y se observd cierta
estabilidad en la poblacidn de imagos. Es durante sep-
tiembre que comienza su disminucién en ¢l cultivo, y
no se observd la presencia de adultos de estas especies
en los muestreos que fueron realizados durante noviem-
bre, diciembre v enero. Registros similares de la espe-
cie C. everes realizados por Junqueira et al. {1995) en
campos de citricos en Taquaritinga, Brasil, al colectar el
mayor nimero de individuos en mayo v junio, y no asi
en octubre y noviembre.
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Figura 1. Dindmica poblacional de adultos de crisépidos en toronja (Ceiba del Agua, La Habana)

En la Fig. 2 se puede observar que para el estado
embricnaric existe un pico de frecuencia de aparicién
de huevos en condiciones noymales en agosto, lo cual se
debid a un incremento en la oviposicién durante julio,
lo que se corresponde con las poblaciones de imagos de
N. dimidia y C. habana que desde comienzos de mayoy
junio, respectivamente (Fig. 1) se detectd el aumento
paulatino de sus poblaciones en el ecosistema de toronja
en Ceiba del Agua, Este aumento de la oviposicién
permitid la existencia de altos indices de eclosién de
cllos, v conllevd a la aparicién de mayores cantidades de
larvas en el mes siguiente (septiembre}, asi como una
disminucidn progresiva de huevos hastz finales de di-
clembre, Esta reduccién de las puestas se corresponden
con los presentados por Kolaib ¢t al. (1990) para
C. carnea, la cual mostrd las mayores mortalidades na-
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turales del estado embrionario del crisépido menciona-
do bajo condiciones invernales en la India. Esta conduc-
ta similar entre los depredadores objeto de estudio y C.
carnea, se puede haber debido a la semejanza geografica
de ambos territorios, dado Ia latitud en los que ellos se
encuentran, La recuperacién poblacional del estado lar-
val de los crisépidos inicié lentamente desde marzo por
el aumento de las poblaciones de adultos de Ch. habana
a partir del febrero (Figs. I-2). Esto indica que las
especies sobrevivieron en cocones, fundamentalmente
durante los meses invernales, dada la mayor resistencia
a las variaciones ambientales que les posibilita a los
insectos esta estructura,

En general los valores correspondientes al ndmero de
huevos y larvas en la zona muestreada siguieron un com-
portamiento ascendente de marzo a agosto, no asf de



Frecuencia de aparicion de dos especies. ..

septiembre en adelante, donde se produjo una disminucién
paulatina de los adultos de ambas especies de crisopidos.

En la Fig. 2 se puede observar que durante todo el
periodo evaluado, incluso en los meses de noviembre,

Noednsecton
B —
1049

. Be

68~

diciembre v enero, se mantuvo estable la deteccién de
pupas a pesar de lo engorroso de su busqueda, lo que
nos permite inferir que en este estado les fue posible
sobrevivir a ambas especies el perfocdo invernal.

Figura 2. Dindmica poblacional de estados preimaginales de crisépidos en toronja {Ceiba del Agua, La Habana}

CONCLUSIONES

Las dos especies de crisépidos encontradas en campo de
toronja (C, paradisi) fuexon C, habana y N, dimidia; esta
ltima aparecié en mayor proporeién v tuve dos picos
poblacionales fundamentales en junio y septiembre, v
C. habana en julio,

La principal incidencia de huevos v larvas de crisépidos
en ¢l cultivo de toronja (C. paradisi) fue registrado en
agosto y septiembre, respectivamente,

La frecuencia de aparicién del estado pupal de crisopi-
dos en el cultivo de toronja (C, paradisi) se mantuvo
estable durante el aflo, incluso en noviembre, diciembre
¥ enero.
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fnstifuto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 no. 514 e/ 5a. B y Sa. F, Playa, Ciudad de

La Habana, CF 11600

RESUMEN

Se estudiaron fas condiciones de produccion de un melabolifo activo
por una bacteria aisladda del suein perfenecisnte a fz espeacie Bacillus
megaterium sobre ef hongs Dreschlera spp. Se deferming fa influencia
de la melaza de cafia a diferentes concentraciones, asi como la relacion
enfre 8/ consumo de azlcares reductores, fa cinética de crecimiento vy
la produccicn del metabolito active. El efeclo de la melaza demostrd
que entre uno y cinco por ciento se delectaba actividad antifingica, sin
embargo, a conceniracionss superiores ro se detects. La cinética de
consumo de azicares reductores estuvo asociada a la protuceion de
metabofito aclivo, y se correspondid la maxima produccion con fa fase
fogaritmica final y un mayor consumo de azvgares reduciores del
medio, Enfre los valores de pH estudiados no aparecié diferencia en
cuanto af desarroifo de fa bacteria, valores cercancs a la neulrafidad
no inhibieron su desarroffc. Una refacién de volumen 1/5 {oxigeno
3-dmgA.) resulto fa mas adecuada para ef desarrofio de fa bacleria.

Palabras claves: mefazz de cafia, metabolitfos, baclerias de suelo,
antagonisias

ABSTRACT

it was studied the production’s conditions of an active metahofite by a
bacterum isofated belonging to Bacillus megaterium specie from soif
on fungus Dresclhera spp. It was delermined the influsnce of sugar-
cang molasses to different concentrations and ihe refalfonship between
the consumption of reducing sugars, growth kinetic and metabolite's
produstion, The sugarcane mofasses's effect showed that between
1-5% was detected antifungal aciivity, however, fo more higher sugar-
cane molasses's concemniration it was not detected. The kinetic of
consumption of reducing sugars had assaciated to active mefabofife
production and there was a relation between the maximurm production
with the end loganihmic phase and a more bigger consumption of
raducing sugars from medium. Betfween the values of pH studied didn’t
appear differences in bacterium development, the valves near ic the
neutrafity didn't infibit it. One volume relationshio 1/5 {oxygen 3-4mgh)
resulted best adequate for bacterium development,

Key words : sugarcane molasses, metabolite, antagonist, soil bacteria

INTRODUCCION

El conwrol biolégico de enfermedades que afectan cul-
tivos de interés, ha tenido un marcado incremento en
las dltimas décadas, Los microrganismos como eficien-
tes supresores de las plagas por mecanismos antagénicos
que incluyen fa competencia por nutrientes, el hiperpa-
rasitismo vy la antibiosis, esta dltma mediante la excre-
cién de antibiéticos y metabolitos bicactivos, ha abierto
un nuevo campo de trabajo en la biotecnologia agricola
[Hender, 1984; Pirijanova, 1986].

Entre los microrganismos con potencialidades para el
control de patdgenos de plantas, se han reportado algu-
nas bactertas, principalmente de los géneros Bacillus y
Pseudomonas, las cuales pueden producir sustancias bio-
légicamente activas que se obtienen en los caldos de
cultivos [Bullot, 19631,

El estudio de las condiciones de reproduccién v produc-
cién de un metabolito activo contra hongos de suelos a

partir de una bacteria aislada por el Instituto de Citricos
y Frutales perteneciente a la especie Bacillus megaterinm,
fue el objetivo de trabajo de esta investigacion.

MATERIALES Y METODOS

La cepa bacteriana denominada B, fue aislada de suelos
cubanos v cultivada en medio aga¥ nutriente enriqueci-
do con 0,3% de extracto de levadura y dos por ciento
de glucosa (MS). Después de cuatro dias de incubacién
a 28°C se mantuvo a 4°C durante los experimentos.

Las suspensiones del cultvo se realizaron por arrastre
de las células crecidas en el medio agarizado con solu-
cién salina de NaCl 0,83% estéril. Las concentracio-
nes fueron ajustadas a 10° cel/mlL.

Para los cultivos liguidos agitados se emplearon frascos
erlenmeyers de 300 mL con 100 mL de medio, los cuales
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de%pués de inoculados a una concentracién inicial de
10”cel/mL fueron agitados durante 48 h en una zaranda
orbital entre 80 v 100 golpes/min. La temperatura se
mantuvo entre 26 v 28°C.

Para el ajuste inicial de los medios de cultivos se utilizd
un disefio de optimizacién por rectingulos ortogonales
latinos [Biriukov, 1968], v se empleé una matriz 3 x 4

(Tzbla 1}, Para todas las vatiantes se tuvo en cuenta
la relacién carbono-nitrégeno, por la influencia que
tiene en la produccion de metabolitos [Vanek v Me-
ruik, 1977; Halmberg v Suvanem, 1990]. Los resul-
tados se compararon con un medic de referencia
(MR}, compuesto por glucosa 10 g/L, peptona 8 /Ly
extracto de Jevadura 5 g/L.

Tabla 1. Matriz experimental de optimizacién de la fuente de nitrégeno, Relacién C/N

Variante | Licor de maiz . H. soya Terula CIN
gL gL gL

i 3 0 5 1,6
2 3 3 0 0,27
3 5 10 20 1.15
4 5] 20 10 3,67
5 10 5 10 3,335
5 10 0 20 0,97
7 10 20 0 0,62
8 10 10 5] 2,02
9 20 20 0 1,10
10 20 19 3 2,77
L] 20 0 10 3,43
12 20 3 20 1,37
13 Q 20 20 1.32
14 0 0 01 325
15 0 13 5 1 162
16 0 0 0 0

Fuente de carbono: Glucosa 10g/L

Se determind la influencia de la melaza de cana a dife-
rentes concentraciones, asi como la relacion entre el
consumo de glucosa, la cinética de crecimiento ¥ la
produccién del metabolito. El crecimiento de 1a bacteria
se determiné por conteo en cimara de Neubauer em-
pleando un microscopio de contraste de fase con 200X
aumento. Las muestras se tomaran durante veinticuatro
horas cada dos horas en los cultivos agitados. El consumo
de glucosa se determind mediante la téenica del 4cido 3,
3 dinitro salicilico.

La actividad biolégica se determing en el caldo fermen-
tado, para lo cual se centrifugd el cultivo después de 24 h
a 1 300 rpm. El sobrenadante se sometio a 110 °C en
autoclave durante 20 min, con la finalidad de inactivar
las células,

Las diferentes concentraciones de los caldos tratados se
probaron afiadiendo una gota sobre un porta objeto
excavade, conjuntamente con una gota de una suspen-
sién de 10° conidios/mL del hongo Dreshiera spp., y se
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determing la inhibicién sobre la germinacién de los
conidios del hongo par efecto del calde de cultivo de la
bacteria. La observacion de los conidios se realizd me-
diante microscopio de contraste de fase a 200X,

Entre los pardmetros estudiados se determiné la influen-
cia del valor del pH entre cinco y ocho sobre el desarrollo
de la bacteria, para lo cual se empled el medio MR con
diferentes pH inicial.

La temperatura se fijo entre 27-30 °C, teniendo en
cuenta que es el rango de temperatura al que general-
mente se desarrollan las bacterias pertenecientes al gé-
nerc Bacillus.

Mediante la variacién de la relacién entre el volumen de
medio v el volumen del frasco, se determiné la influencia
del oxigeno en la produccién del metabolito.

En todos los casos el indeulo consistid en una suspension
de 10°cel/mL obtenidas en cultivo agitado sobre el
mismo medio de fermentacién, v 18-20 h de cultive.



Condiciones de produccidn de un metabolito...

La cinética de produccién del metabolito fue determi-
nada por su actividad biolégica contra Dreshlera spp. a
diferentes tiempos del cultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los resultados de la optimizacién de [a fuente de
nitrdgeno (Tabla 2) se encontré que la levadura torula

auna concentracion de 10 g/L resultd la mas favorable
en el desarrollo de la bacteria. En un segundo experi-
mento, en el cual se sustituyé la glucosa por la melaza
y sacarosa a concentraciones de 10 g/L, se determind
que en jos medios con melaza no aparecia diferencia
en relacién con el crecimiento del microrganismo

{Tabla 3).

Tabla 2. Influencia de la fuente de nitrégeno. Efecto de concentraciones

Licor de maiz
0/-2.5 | 5/=1,39 16/+1,5 | 20/0,38
Harina de soya
0/-1,95 | 5/+1,6 1007 | 200027
Torula
0-0,83 | 3/+0/48 10/+2,12 | 20/+0,49

Tabla 3. Comparacion de efecto de la fuente de carbohidratos en el desarrollo de la bacteria

Medic CelimL 24 I de cultive Hale de inhibicion
M1 1,2 x 10° 12 mm
Levadura 10 g/L {endosporas}
Melaza 15 g/L
M2 1,3 x 107 14 mm
Levadura 10 g/l (endospotas y esporas)
Glucosa 15 g'L

La comprobacién del efecto de la melaza en la produccién
del metabolito a diferentes concentraciones {Tabla 4) de-
mostrd que entre uno y cinco por ciento se detectaba la
actividad antifingica; sin embargo a concentraciones
superiores no se detectS. Los valores maximos corres-
pondieron a concentraciones entre dos v cinco por
ciento, 1o que corresponde a una relacidon carbono/nitré-
geno del medio empleado (torula 10 gL v melaza a
diferentes concentraciones} de 0,63 y 0,95 respectiva-
mente. En el medio de referencia MR la relacién carbo-
no-nitrogeno es de 0,30 v el valor promedio de halo de
inhibicién es de 15 mm, En el medio con melaza se
obtiene un 27% menos de actividad biolégica, lo que
puede estar dado no sélo por la relacién carbono/mitrd-
geno, sino también por otras sustancias que pueden
influir en la produccion del metabolito de forma inhibi-
toria, aunque no en el crecimiento de la bacteria. Esta
influencia negativa de algunos nutrientes en la produc-
cidn de metabolitos ha sido reportada para otros micro-
organismos [Gause, 1965; Demain, 1966; Ferndndez-
Larrea, 1981; Levinson et al., 19907,

Cuando se estudi6 el consumo de glucosa en el medio
MR se determiné que entre 8-10 h de cultivo se habia
consumido el 40%, correspondiendo con la fase loga-

Tabla 4. Efecto de la concentracién de melaza sobre
la actividad bioldgica del caldo fermentado

Melaza (%) Halo de inhibicidn {mm)
1 8
2 11
3 10
4 8
5 7
10 -
13 -
20 ~
25 -
M2 {glucosa) 15

riumica de crecimiento. A partir de este tiempo hasta
las veinticuatro horas, contindia el consumo hasta un
63% del total. La actividad bioldgica se empieza a incre-
mentar a partir de las seis horas y a las diez horas se obtiene
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un valor mdximo, lo que concuerda con el final delafase
logarftmica. Es a partir del mayor consumo de glucosa
que se proditce el maximo del metabolits, lo queindica
que se trata de un metabolito secundario, tal como se
describe en otros procesos por otros autores [Blands,
1977; Egorov er al. 1977; Fernindez-Larrea, 198]].
Entre los valores de pH estudiados no aparecié dife-
rencia alguna en cuanto al desarrolio de la bacteria y
en todos los casos se obtuvo un valor méximo del
metabalito entre [0 v 12 horas del cultivo; esto indica
que valores cercanos a la neutralidad no inhiben el
desarrollo de la bacteria. Durante el proceso de creci-
miento se determind que coincidiendo con un mayor
consumo de glucosa a las 8-10 horas se observé una
disminucién del pH en el medio, que alcanzé valores
minimos de 5,5, lo cual tampoco resultd inhibitorio
A partir del agotamiento de la fuente de carbohidratos
ocurrié un aumento del pH en el medio y después de
24 horas se alcanzaron valores cercanos a siete, lo cual
coincidi6 con la fase de esporogénesis (Grdfica).

Cuando se empled melaza los titulos méximes de actividad
bioldgica se detectaron a las veinticuatro horas de cultive
(Tabia 3), lo cual concuerda con la fase final logarfunica.
Estos resultados indican la necesidad de trabajar en la
prolongacién de esta fase para obtener una méxima acu-
mulacién de metabolito en el medio.

Tabla 5. Actividad biclégica en el medio con melaza
(M1) a diferentes tiempos de cuitivo

Tiempo cultivo (h) Hualo de inhibicion (mm)
10 6
16 6,5
20 8,5
24 10
48 7

En lo relativo a la demanda de oxigeno en el proceso
(Tabla 6} se determiné que una relacion de volumen de
1/5 que se corresponde en la zaranda empleada con 3-4 mg/L
resultd la mds adecuada para el desarrollo de la bacteria,
va que en el medic melaza la fase logarfumica final se
alcanz6 entre las 18-20 h, atin cuando no fue ensayada
la actividad biclégica.

CONCLUSIONES

Para la obtencién del metabolito biocactivo por la cepa
By de la bacteria estudiada, las condiciones de cultivo
mis apropiadas son:

64/fitosanidad

Medio: Melaza 10g/L
Torula 15g/L
Relacién C/N entre 0,60-0,75
Temperatura: 28 - 30°C
Tiempo del proceso: 20-24hk
Fase final logarfumica
Relacidn volumen 1/3 {oxigeno 3-4 mg/L)

La cinética de consumo de carbohidratos esta asociada
a la produccién del metabolito activo, y se corresponde
la produccién maxima con la fase final logaritmica y un
mavor consumo de glucosa en el medio.

Tabla 6. Influencia del volumen de medio
en el desarroilo de la bacteria en cultivo
agitadeo. Medio M1

Relacion Concentracidn celimL 24 h
vol.medio-vol. frasco
2-5 §x10% b
1-5 25x10° a
3,5-5 1,3x10° ab
CV: 26%
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RESUMEN

ABSTRACT

Pseudacysta perseae (Heidemann), plaga de reciente introduccion en
Cuba, provocé serias afectaciones en nuestros aguacateros. Sus
dafios en Ciudad de La Habana en 1997 fueron de un 25% en ligero,
38% en medio y 37% en intenso. Se evalud la incidencia de la plaga
en diferentes clones de! cultivo procedentes de la Estacidn de Frutales
de Alquizar y del INIFAT, Ios cuales se mastraron igualmente suscep-
tibles al afagque del insecto. Los enemigos naturales encontradcs
incluyen crisopidos, coccinélidos, miridos, dcaros y araftas; de effos las
crisopas y fas arafias son fas més eficientes.

Palabra claves: aguacate, Pseudacysta perseae, distribucisn, dafios v
snemiges naturales

Pseudacysta perssae (Heidemann) a recently introduced pestin Cuba
caused serious affectation in our avocado tree. fis damages in Havana
City in 1897 were 25% in light, 38% in medium and 37% intense. The
incidence of ihe pest in different varieties coming from the Fruit Station
of Alquizar and from the INIFAT was evaluated. The varialies were
equally susceptibie to the aftack of the insect. The found nalural
enemies include lacewirgs, ladybirds, plant bugs mites and spider.
Spider and tacewings were the more efficient.

Key words: avocado, Pseudacysta perseae, distribution, damage and
natural enemies

INTRODUCCION

Pseztdagysm perseae {Heidemann) (Hemiptera: Tingi-
dae) constituye una plaga recién sefialada para el agua-
catere (Persea americana L.} en Cuba [Blanco e al,,
1997]. Su presencia se sefiala hasta ahora en el sur de
Estados Unidos, México, Bermuda, Puerto Rico y Re-
piblica Dominicana [Mead v Pefia, 1991]. Las afecta-
ciones que ocasiona este insecto a las plantas son apre-
ciables tanto en la fase de vivero, fomento, como
plantaciones de produccién,

Esta chinche realiza sus dafos en el envés de las hojas,
dende se alimenta de la savia v produce la destruccién
gradual de los tejidos, lo que deviene en la formacién de
areas cloréticas facilmente visibles por el haz de la hoja,
¥y que se corresponde con la ubicacién de la colonia que
forma el insecto en el envés. Todo parece confirmar lo
planteado por Mead y Pefla (1991} en relacién con la
posibilidad de que P, perseae contribuya a la proliferacién
del hongo Colletotricum gloeosporioides Penz., al producir
dafios fisicos en la epidermis de la hoja durante el

proceso de succién de savia, aunque no se han realizado
investigaciones en este sentido.

En las condiciones especificas de la provincia de Ciudad
de La Habana, donde el aguacatero esti confinado a
huertos particulares o plantaciones periféricas, y su
produccién se destina fundamentalmente al consumo
interno de la poblacién, las dreas han sido severamente
afectadas desde la aparicién de la plaga.

Nuestro proposite es dar una valoracién de los dafios
ocasionados por este insecto, su comportamiento en
distintas vartedades asf como los enemigos naturales
asociados.

MATERIALES Y METODOS

Se realizo una encuesta durante 1997 sobre la situacién
fitosanitaria del cultivo del aguacate en la provincia de
Ciudad de La Habana.
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La incidencia de Ia chinche se determiné atendiendo al
drea foliar afectada; ligero {(menos del 10 9 del area
foliar afectada), medio (més del 10% y hasta un 50%
del drea foliar afectada) e intenso (mas de un 30 % del
area foliar afectada).

En evaluaciones realizadas a diferentes variedades de agua-
cate en [a Estacién de Frutales de Alquizar y en el INIFAT,
se determind el nivel de afectaciones producidas por la
plaga en cada una de ellas. Se tomaron 20 hojas por arbal,
v como indicador de comparacién se utilizaron las pobla-
ciones del insecto, empledndose la siguiente escala:

Sana

Con presencia de huevos
Hasta cinco insectos por hoja
De seis a diez insectos por hoja
De 11 a 20 insectos por hoja
Mais de 20 insectos por hoja

N wharo

estimdndose €] grado medio de poblacién con la férmula
GMP=2Znxv/N, donde #: nimero de plantas por grado,
v: grado de poblacidén por planta, y N toral de hojas
muestreadas.

Los enemigos naturales presentes en el cultive fueron
colectados en viales y observados en el laboratorio para
su determinacion,

Para el procesamiento de los resultados se hizo un
andlisis de varianza, y para la comparacién de medias,
el test de Newman-Keuls con un cinco por ciento de
nivel de significacidn, todo esto realizado con la ayuda
del programa estadistico STATITCE

RESULTADOS Y DISCUSION

Se registraron 99,3 ha con ataque ligero de P perseae,
mientras que 150,3 ha v 147,6 ha mostraron afectacio-
nes medias e intensas respectivamente. De un total de
22 558 posturas que habia en existencia en los princi-
pales viveros, la totalidad resulté afectada,

Con posterioridad al sefialamiento de P perseae en Ciu-
dad de La Habana, la plaga ha logrado expandirse a otras
regiones del pafs y hasta el momento se registra también
en las provincias de La Habana, Pinar del Rio, Cienfue-
gos, Ciego de Avila y Guantdnamo.

El grado medio poblacioral observado en las 18 varie-
dades no difirié de forma significativa, aunque se abser-
v0 que las del grupo Antillano en general mostraron un
mayor indice de poblacién por hoja (Tabla 1),

Tabla 1. Grado medio de poblacion de Pseudacysta perseae (Heidemann)

en diferentes clones de aguacatero
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No. Variedad Grado medio | Grupo ccoldgico
vokiacion

1 Dugue {Dug™) 0,3 Mexzicano
2 Suardia (Sua*) 0,56 Guatemalteco
3 California (CIf*) 0,53 Guatemalteco
4 Choquette {Cho*) 0,6 Guatemalteco
5 Lula {Lul*} 0,83 Guatemalteco
6 Chavao # 2 (Cha 3%) 0,23 Guatemalteco
7 Pedro Luis {(P.L*) 0,86 Guatemalteco
3 Monroe Estacion (Mon*) 0,33 Guatemalteco
9 Amado Gomez (A.G*) 0,73 Guatemalteco
1o lizamna (Itz*) 1,0 Guatemalteco

11 CHI # 3 (CH3%) 10,63 Guatemalteco

12 José Antonio (JLA*) 1.0 Antillano

13 Casimiro Soledad (Cas*) 1,66 Antillano

14 Catalina (Cat*)} 0,7 Antillano

15 Wilson (Wil*) 1,26 Antillanc

16 Jaruco # 1 (Jar*) (.96 Antillano

17 Los Moros (Mor*) 0.36 Antillano

18 Sicilia # 6 (Sic*) 0.23 Antillano
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Davtes, distribucion y enem igos naturales. ,,

En condiciones similares en una coleccién de variedades
del Instituto de Investigaciones de Agricultura Tropical
{INTEAT), se evalué la incidencia de 1a plaga en un total
de 14 variedades, incluidos indistintamente en los gru-
pos Antillano y Guatemalteco, De igual forma se detectd
la presencia de la plaga en todas las variedades. No
obstante se observé en las variedades Quijano e Ideal

menor afectacién por la plaga; ademds, la caida de las
hojas no alcanzé niveles tan elevades como los observa-
dos en las otras variedades.

Se han encontrado varias especies de enemigos naturales
asociadas a P perseae (Tabla 2), pero sélo se confirma la
actividad predadora de las larvas de crisopas y arafias de
la familia Theridiidae.

Tabla 2. Enemigos naturales asociados a Pseudacysta perseae (Heidemann) en Cuba

Grupo zoolggico | Familia Especie
Insectos Chrysopidae Chrysopa exterior Navas
Nodita vegana Navasg
Nodita cerverai Navas
Coccinellidae Dspllobora nana Mulsant
Cycloneda sanguinea 1.,
Miridae Paracarnus cubanus Brunner
Acaros Phytoselidae Euseius hibisci Chant
Cunaxidae Cunaxd sp.
Aranfias Salticidae Lyssomanes sp.
Theridiidae Theridula sp.
CONCLUSIONES existen en cuanto a Ja accién predadora de algunos

La provincia de Ciudad de La Habana se ha visto
duramente afectada en su mayor parte por el ataque de
este insecto, el cual se ha diseminado a lo largo de todo
el pafs.

"Todos los clones de aguacate son igualmente suscepti-
bles al ataque de Pseudacysta perseae.

Se encuentran asociados a Pperseae especies de insectos de
la familia Chrysopidae (Chrysopa exterior Navas, Nodita cer-
verai Navas, Nodita vegana Navas}; Coccinelidae (Cyeloneda
sanguinea L., Psyllobora nana Muls.), Miridae (Paracarnus
cubanys Brun.); dcaros de la familia Phytoselidae (Euseius
hibici Chant) y Cunaxidae (Cumara sp), asi como dos
especies de aranas {Lyssomanes sp. y Theridula sp.).

Las especies de Crisopas vlas arafas del género Theridula
(Theridiidae) se encontraron depredande a P, persea.

El control bioldgico de I perseae parece constituir un
elemento importante en la disminucion de los efectos
nocivos de esta chinche, ajuzgar porlos resultados que

neuropteros [Rijo. E. ez al., 1997] y la patogenicidad que
muestran algunos microrganismos al insecto, [Almaguel
et al., 19971,
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RESUMEN

ABSTRACT

Pseudacysta perseae (Heidemann) (Hemiptera: Tingides), constituye
una plaga racién seftalada en Cuba, provoca la caida masiva del fcliaje
def aguacate {Persea americana L), an fase de vivero. fomsento y
plantaciones en produccion. En las condicionss especificas de Ciudad
te La Habana, donde este frutal estd confinado a huertos particilares
y plantaciones periféricas, su produccidn fue seversmente afectada
durante 1996. Desde febrero a mayo de 1997 se realizaron ensayos
de laboratorio para ef control con medios bioldgicos {Bacilius thurin-
giensis, cepas LBT-5, 8, 12, 13, 16, 17, 18, 20y 25, asi como con cuatro
especies de hongos enfomopaldgencs}. Ademés, en campa se proba-
ron diferentes alternativas: en plantagiones ds vivero, dos especies te
hongos, (100 g p.c A de agua), disuffoton (0,5 a 1 ¢ i.a. por planta),
dimetoato (0.04% ia.). diazinon {(0,06% ja.), tabaguina (ig/) ¢
hidréxide de cal (dg/L) v las mas efectivas se aplicaron en dreas de
fomenta de un afio, y en plantas do mas de 30 aflos se trataron con
disulfoton e 1-3 g iLa/m de altura de fa planta, enferrado & cinco
cenfimetros en la zona de goteo de la copa, dimetoato, diazinon y
metaridofos, todos & razon de 50 mL p.oc./plenfa, aplicados por un
sistema de inyeccion al tallo principal del drbol. Todos fos medics de
lucha utiizados disminuyeron fas poblaciones del insecto con respects
al testigo, aunque se destacaron por su efectividad fas cepas LBT-8,
13, 19 y 25, ssi como tres de los hongos probados con mas de 50%
de reducciin de fa poblacidn tofal. De fas foimulaciones quimicas
evaluadas, disuffolon controlé al cisnto por clenio la poblacion ds fe
chinche a fos 21 dias de aplicado en vivero y més def 80% en
mlantaciones en produccion, con resultados semefantes de metamido-
fas por el sistema de inyeceicn. También resuftaron efectivas dimetoata
y tabaguina, perc solo aplicados al follaje.

Palabras claves: FPseudacysts parseae, Parsea americana, hongos
enfomopatbgencs

Pseudacysta perseae (Heidemann) {Hemiptera: Tingidas), fs a pest
recently reported from Cuba. ff causes mass defoliation of avecado
{Persea americana L) in nurssries, or in motion cropping areas and
production flelds. Under the specific conditions of the Havana Cily
province where this fruit free is confined to home gardens and peripheral
piamttations, its production has been seversly affected since February-
May 1997, Laboratory trials were made fo control the pest with bioicgical
agents {Bacilfus thuringiensis LBT-5, 8, 12, 13, 16, 17, 18, 20 and 25,
as well as with 4 enthomogenous species of fungil. Besides, in the field,
different afternatives were tastad in nurseries, with fwo species of fungi
{100 g p.of of water), disufioton (0,5 fo 1 g a.i per plant}, dimethoale
{0,04% a.i.), tobacco broth {19/ and fime hydroxide (4 ¢/f) and the most
effective were applied one year in promotion cropping areas and o
plants mare than 30 vears old disuffoton was applied at 1-3 g a.i meter
of piant height, buded 5 cm deep in the soif within foliage dropping Zone,
dimetfioate, diazinon and metamidofos, ail the rate of 50 micp per plant
applied by a system of infection in the tree main stem. Al the usad
means of controf reduced the insect population as compared with the
conirol. An outstanding aciivity was shown by the strains LBT-8, 13, 18
and 25 as well as 3 of the tested fungf with more than a 50% reduction
of the total populalion. Among the evaluated chemical formulations, the
disuffoton gave & 100% conirol of the popufation of bugs 21 days after
its application in nursery and rmore than §0% in producing plantafions,
with sirnifar results of the metamidofos by the infection systern, Effective
resufis were also given by dimethoate and tobacco broth but only when
applied on fofiage.

Key words: Pseudacysta perseas, Persea americana, entomopatho-
gens fungf

INTRODUCCION

La chinche de encaje del aguacate, Pseudacysta
perseae (Heidemann), fue descrita primeramente
como Acysta perseae en la Flerida, Estados Unidos en
1908, Unos afios més tarde, en 1926, Blatchley

describi6 el género Pseudacysta al cual fue trans-
ferido dicho insecto debido a su diferencia mar-
cada con el género en el que habia sido ubicado
inicialmente.
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Durante casi un siglo esta plaga estuvo limitada en su
distribucién fundamentalmente a ia peninsula de la
Florida y México, donde siempre se catalogé como plaga
de menor importancia en las plantaciones de aguacate.
Hasta el momento se sefiala la presencia de P, perseae en
el sur de Estados Unidos {1908), México [Brailovsly
and Torre, 1985], Bermuda [Henry and Hiburn, 1990]
Puerto Rico [Medina-Gaud et 4l, 1991} v Replblica
Dominicana [Abud Antun, 19911,

Moznette (1922) recomendd en la Florida sulfato de
nicotina para el control de la chinche del aguacate.
Garcfa Alvarez et al. (1967) en México utilizaron para-
tion-metyl, malation, dimetoate y diazinon.

A partir de 1991, P perseae comenzé a tomar impor-
tancia para los cultivadores del aguacatero en la Florida.
De igual forma, en Puerto Rico y Reptblica Dominicana
se sefalan severas afectaciones de esta plaga [Abud
Antum, 1991].

Pseudagysta perseae (Heidemann) (Hemiprera: Tingidae)
constituye una plaga recién sefialada en Cuba [Blanco
et al, 19971, y provoca la caida masiva del follaje del
aguacate (Persea americana L.} en fase de vivero, fomento
y plantaciones en produccién. En las condiciones espe-
cificas de Ciudad de La Habana, este cultivo estd confi-
nado a huertos particulares y en la periferia de la cludad,
v su produccion se destina al consumo interno de la
poblacién, Durante 1996 se produjeron severas afecta-
ciones en los rendimientos, indicadas por algunos pro-
ductores como superiores al 50% con respecto a cose-
chas normales. Actualmente mantiene altos niveles de
poblacién v se ha distribuido en otras localidades de Ia
regién cccidental del pafs.

Las plantaciones de aguacate en produccién no son
tratadas con plaguicidas; en el caso de vivero y fomento
se realizan tratamientos contra algunas enfermedades
de tmportancia econémica. El objetivo de este trabajo
fue ofrecer medidas preliminares para la disminucién de
las poblaciones de esta plaga con la minima afectacion
del entorno v, en particular, en las plantaciones estable-
cidas.

MATERIALES Y METODOS

Todas las pruebas de laboratorio se realizaron a partir
de hojas tomadas de plantaciones con altos niveles de
poblacién de la chinche, Cada tratamiento constd de
cuatro réplicas (espacio} a razén de una hoja por réplica;
se contd la poblacién de adultos v ninfas antes y a los
tres, cinco v stete dias después de la aplicacion. Los
tratamientos se realizaron con un aspersor manual y
una solucién final de 4 mL del preparado de cada agente
biolégico, utilizado en su mixima concentracin. El
cileulo de mortalidad se determiné a partir de la pobla-
cién inicial v la de los siete dias.

7O/fitosanidad

Se utilizaron las cepas 5,9, 12,13, 16, 17, 19,20 v 25
de Bacillus thuringiensis (Bt) producidas en caldo nutrien-
te con una concentracién de 3-4 x 107 UfC/ mL en un
solo ensayo del 25 de febrero al 5 de marzo de 1997.

Para los hongos el experimento se realizé con una cepa
de Beauveria bassiana, Paccilomypees lilacinus, Metarhizium
anisopliae v dos cepas de Verticillium lecanii (1 y 2) v se
aplicaron de 6-8 x 10° UfC/ mL, y se repitié tres veces,
del 23 de febrero al 3 de marze, del 8 al 17 de marzo, v
del 24 al 31 de marzo de 1997,

1 trabajo en plantaciones de vivero se llevé a cabo en
fa granja Wajay, Boyeros, de la Empresa de Cultivos
Varjos de Ciudad de La Habana, en la variedad Gato,
injertada en enero, en un area de 60 m de largo con ocho
canteros de tres hileras de bolsas cada uno (50 plantag'm
de cantero).

Se monté un diseno de bloques al azar con cuatro
réplicas (210 plantas/parcelas) por variantes:

» Disulfoton G 10 a 1 v 2 gi.a./m de altura enterrado,
y tapado a 5 cm de profundidad en ¢l ruedo de la
planta. La dosis més baja se combind ademés con
una aplicacién foliar de V Jecanii a 100g /L

* Vlecanii a 100 g/L

+ B. bassiana a 100 g /L

+ Tabaquina 2 0.8 g/L

+ Dimetoato CE 38 2 0,04 % i.a.

* Hidréxido de cala 10 g/L

¢ Tabaquina + cal (1+ 4 g/L}

» Diazinon CE 60 a 0,06% i.a.

Se realizavon dos aplicaciones (7 v 19 de marzo} a todas
las variantes que no inclufan al granulado. Las aplicacio-
nes se realizaron con mochila manual a razdn de un
litro de soluci6n final por parcela (réplica}, Las evalua-
ciones semanales (7 de marzo al 3 de mayo) se realizaron
sobre 20 plantas en el drea central de las parcelas, y se
elabord 1a siguiente escala de indice de poblacién v
férmula de evaluacién del grado medio de poblacién
{GMP) de la chinche.

Plantas sin ninfas ni adulzos.

Plantas con hasta cinco ninfas v adultos.
Plantas con 6-10 ninfas y adultos.
Plantas con 11-20 ninfas y adultos.
Plantas con mds de 20 ninfas y adultos.

Hw L0 b2~ D

En fomento, el trabajo se desarroll6 en las dreas cexcanas
al vivero en una plantacion de un afio, intercalada con
vegetales v con riego por aspexsion. Se monté un disefio
de bloques al azar con cinco réplicas (una planta cada
una) y seis variantes:

» Vlecanii a 100 g/L

¢ B. bassiana a 100 g /L

¢« Br-3 2 100 mL /L

¢ Bt- 1922 [00 mL /L

* Dimetcato 38 CE a 0,04% i.a.
» Testigo sin tratamiento
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Las aplicaciones se realizaron con mochila manual a
razém de 0,5 L de solucién final por planta.

Se realizé una evaluacién inicial y a los 7, 15 v 30 dias
después de la aplicacién, se calcul6 e] GMP dela chinche
por la escala antes sefialada, pero sobre cinco hojas por
plantas tomadas al azar. El porcentaje de disminucién
del GMP se calcul6 en todas las variantes con respecto
al testigo.

En plantaciones en produccién el ensayo se realizé en
jreas de un pequefio productor del Rincén, Santiago de
las Vegas (provincia de La Habana), en drboles de 12 a
20 m de altura y més de 30 afios de edad. Las variantes
se conformaron con tres plantas {para lograr uniformi-
dad), v fueron las siguientes:

* Disulforon G 10 a I, 2y 3 gia/m de altura
* Dimetcaro 38 CE a 0,04% i.a.

» Diazinon CE 60 a 0,06% i.a.

» Metamidofos C5§ 60 a 0,03% i.a.

» Testigo sin tratamiento

Se muestrearon 20 hojas por arbol, y se evaluaron por
la escala de indice de poblacién, antes v después de la
aplicacién, cada siete dfas hasta 30 (14 de febrero a 14
de marzo), v se calculs GMP de la chinche.

Mortalided (7] CU=82%

En los ensayos de campo se calculd el grado medio de
poblacién (GMP} a partir de T n(g }/N, donde:

n: nimero de individuo en cada grado (g) de la escala;
N tamafio de la muestra,

Los analisis estadisticos se realizaron a partir de la
normalizacién de los datos, ANAVAR y comparacion
de medias por la prueba de Newman-Keuls para
p = 5%, realizado con la ayuda del paquete estadistico
STATITCE

RESULTADOS Y DISCUSION

En los ensayos de laboratorio con las cepas de B. thurin-
giensis para el control de la chinche del aguacate se
obtuvieron niveles de mortalidad tanto en ninfas como
adultos a partir de las 72 horas y méximos de cinco a
siete dias con 78,5 a 96,5 %, excepto la cepa Bt-9 con
52. A-partir de los sicte dias se observd resurgimiento
de poblacién por la eclosién de los huevos no afectados
por el preparado biolégico. Las cepas Bt-19, 5,13, 25
v 9 produjeron mortalidad por encima de 50 % a partir
de los tres dias de aplicado (Fig.1).
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Figura 1. Mortalidad de la chinche del aguacate con diferentes cépés

de B, thuringiensis

De las cepas en ensayo, s6lo Bt-13 ha sido recomendada
a la produccién para el control de &caros en papa
(Selanum tuberosum, L.), citricos (Citrus spp.) v en plata-
nos y bananos (Musa spp.) [Almaguel y col., 1994] el
resto de las cepas se encuentran en fase de desarrollo,
En Cuba actualmente se aplican diferentes productos
biolégicos a base de B. thuringiensis para el control de
plagas insectiles en programas de manejo en tabaco, col,
mafz v pastos, entre otros [Fernandez- Larrea, 1596].

Todas las cepas v especies de hongos entomopatdgenos
utilizados para el control de P persae en condiciones de
laboratorio produjeron alto nivel de mortalidad con

presencia de micelio a partir de cuatro a cinco dias de
aplicado en B. bassiana. La cepa 2 de V/ lecanii  fue la
menos efectiva y mas variable en los tres ensayos reali-
zados; el resto produjo reduccién de poblacion por
encima de 88 % a los siete dias de la aplicacién (Fig. 2).

En general la afectacion a la poblacién de la chinche
(ninfas v adultos) se inicia mis rdpido y puede ser
superior para B. thuringiensis que en los hongos entomo-
patégenos, dado pot las diferencias en el mecanismo de
accion de estos microrganismos; sin embargo, la apari-
cién de los sintomas vy la verificacién de estos es bien
evidente para los iltimos y muy precaria para la bacteria.
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Figura 2. Mortalidad de Psewdacysta perseae con diferentes hongos entomopaté-

genos {ensayo de laboratorio, [997)

En Cuba se reproducen y aplican micoinsecticidas a base
de estos hongos para el control de plagas de coledpteros,
lepidépteros y otros grupos de insectos, e incluso nemato-
dos del género Meloidogyne spp. También se realiza control
biol6gico de un hemiptero en arroz (Oehalus insularis) con
preparados a base de M. anisopliae [Lépez, 1996].

En la literatura internacional consultada no hay refer-
encia del control microbiolégico de esta chinche.

En las condiciones de vivero se realizé una sola aplica-
cién en las variante con diferentes concentraciones de
granulado sistémico {disulfoton), con ciento por clento
de control a partir de los siete dias y sin resurgimiento
de poblacién hasta la ultima evaluacién realizada (60
dias). Para el resto fue necesario repetir la aplicacién a
los 12 dfas por incremento del indice de poblacién con
respecto a la evaluacién anterior. En este resultado
influy$ también el lavado de los productos de contacto

Poblacion

por los riegos que se realizaron cada cuatro dias, segin
la norma para esta fase de cultivo, v explican la mayor
efectividad de dimetoato (sistémico} v la tabaquina
{accién fumigante maxima en la primera hora de aplica-
do). V lecanii, B, hassiana en ambas aplicaciones resulta-
ron similares a diazinon y superior a la cal (Figs. 3y 4).

Los productos quimicos tradicionales presentaron la
raayor reduccion de poblacidn de la chinche alos cinco
dias de aplicados, los biolégicos a los siete y disulfoton
alos 15,y sélo en este quimico no se observaron huevos
viables en el resto de las evaluaciones realizadas.

En la plantacién de fomento los indice de poblacién
fueron relativamente bajos, y a los 30 dias de la aplica-
cién habian descendido, incluyendo el de las plantas
testigos (Tabla 1). La disminucion del indice de pobla-
cién de la chinche fue maximo (95,4 %) con dimetoato
a los siete dfas, seguido por B. bassiana y la cepa Bt-19
de B. thuringiensis {Tabla 2},

e I,

aaly d.iséqd.isjhﬁ v B Nie
Figura 3. Indice de poblacién d
tratamientos {7/3 a 3/5 de 1996)
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Figura 4, Disminucion (%) del indice de P perseas (plantas de vivera)

Tabla 1. Indice de la chinche en plantaciones de fomento antes v a las 30 dfas de la aplicacién

Tratamientos i . dnicial | 30 digs T
Verticillium lecanii-1 ! 1,0 0,29 a
Beauveria bassiana-]1 - 09 _ 0,45 a
‘Bacillus thuringiensis-1 1,4 | 0,33 a
Baciflus thuringiensis-5 0.9 L 0,33a I
Dimetoato 0.7 0,334 o
Testigo 15 o 0,48 a i
D.E. , - n 0,27 !
LV (%) _ ... 12.98

Tabla 2. Disminucién (%) del GMP de Ia chinche en plantaciones de fomento después de la aplicacién (7 dias)

Tratamientas . Dasie | Disminucidn del GMP cor respecto '
. . i ] _ ai testigo
Vertcillium lecanii-] ’ 100 gL 56,2 cd i
‘Beauveria bassiana-1 ) : 100 oL ) | 74,45 l
Bacillus thuringiensis-1 i 100 mL/L I 624¢ .
.Baciilus thuringiensis-3 : 100 mL/L _ 52,0d ]
 Dimeroato 38 CE 0,04%ia. ‘ 9548 ’
D.E. i g _ ‘ 6.0
GV (%) 8.9 !

En las plantaciones de produccién, metamidofos redujo  la aplicacién los indices de plaga habjan descendido
en 95,6 % el indice de poblacién a los siete dias después  significativamente en metamidofos y disulfoton a
de la aplicacién, similar a disulfoton a 3gi.a. /m, con  1,2,3g i.a/m. El resto de los tratamientos fueron simi-
poco control de diazinon y dimetoato, Alos 30 diasde  lares al testigo sin tratamiento (Tabla 3).
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Tabla 3. Control de la chinche en plantaciones de aguacate de mis de 30 afnos

Tratamicnto Disminucion (9%} del GMP GMP de la chinche
despuds de la aplicacion
7 dlas ' 15 dias A lps 30 dias
Disulfoton 3 gia/m $8,40 ab 84,70 a (.34 ba
Disulfoton 2 g i.a./m §3,90b 85,00 a 0,38 ba
Disulfoton 1 g i.a/m 79,200 70,70 ab 1,44 ba
Dimetoato 500 mL/P 46,30 ¢ 5870 b 0,64 be
Diazinon 5300 mL/P 3740d 10,00 ¢ 0,94 ¢
Metamidofos 500 mLP 9560 a 83,00 ab 0,04 a
Testigo sin aplicacion - - 101 ¢
D.E. 4,50 8,60 0,18
CV (%) 6,26 2,5 i 4,75

P: planta

La baja accién de dimetoato utilizado en inyeccion al
srbol debe estar relacionada con poco poder de traslo-
cacién en la planta, ya que en las plantaciones de vivero
vy fomento resultd uno de los quirnicos més efectivos,
Diazinon es un producto de penetracién, v su efecto
sobre la plaga fue bajo, en vivero en contacto directo con
la plaga v por ende mucho mas bajo en el sistema de
aplicacién utilizado en plantaciones en produccién,

Moznette (1922} recomendé en la Florida sulfato de
nicotina_para el control de la chinche del aguacate.
Garcia Alvarez v col. {1967} en México, utilizaron
paration-metyl, malation, dimetoate y diazinon,

CONCLUSIONES

El mejor control de la chinche del agnacate Pseudagpsta persece
(Heidemann) en condiciones de laboratorio se obtive con
Beauveria bassiana, Paecilompees lilacinus, Metarizium aniso;
pliae v la cepa 1 de Verticillim lecanii aplicadas de 6-8x10
UfC/ mL, En los ensayos preliminares, todas las cepas de
Bacillus thuringiensis fueron efectivas, excepto Bt-9.

Ex plantaciones de vivero el control més efectivo se obtuve
con disulforon G 10a 0,5y [ gia./ plantaen unaaplicacion,
y dimetoato 38 CE 2 0.04% ia con dos aplicaciones en 21
dias. Tabaquina fue efectiva en ambas aplicaciones con
indices de poblacién de la chinche muy bajos a parir de los
21 dias de iniciadas las aplicaciones. V lecanii p B. bassiana a
100g/ L (10° UfC/mL) controlaron la pleégla a mas del 60%
en cada aplicacién, y fueron similares a diazinon CE 60 a
0,06% i.a. v algo superior a hidroxido de cal (4g/L}.

En el ensayo de fomento el indice de poblacién inicial
de 1a chinche fue bajo. Se realizé una sola aplicacion y
a los 30 dias se obtuvo una reduccién de la infestacion
considerable en todas las variantes. El mejor conurol se
obtuvo con dimetoato 38 CE a 0,04 % i.a. seguido por
B. bassiana a 100 g/L (108 UfC/mL).

En plantaciones en produccion el control de la chinche
fue efectivo con una aplicacién por inyeccidn al tallo
principal del 4rbol con 50 mLp.c./ arbol de metamido-
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fos CS 60, v con disulfoton G 10a 1,2y 3 gla/mde altura,
Dimetoato 38 CE a 0,04% ia. y diazinon CE 60 a 0,06%
{.a, no fueron efectivos por el sistema de inyeccion ai arbol.
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El tizén tardio de la papa. causado por Phytophthora
infestans {Mont.) de Bary, es una de las enfermedades
mds importantes que afecta a ese cultivo en Cuba,
fundamentalmente en el occidente del pais, regidn con
las mayores dreas plantadas y mejores condiciones cli-
miticas. El hongo evoluciona adecuadamente en am-
bientes frios (11-28 °C) v himedos (60-100 % Hr),
donde se presentan ltuvias, Hoviznas, neblinas y nieblas.

Fue necesario profundizar acerca de las relaciones del
comportamiento de la enfermedad con el clima, la
evaluacidn y validacidn de los métodos de prondstico,
asf como la creacion de un nuevo modelo, mas eficaz,
para las condiciones de Cuba,

La edad mas susceptible de las plantaciones en 4reas de
produccién para observar los primeros sintomas se de-
termind que es entre 30y 60 dfas. El intervalo de tiempo
Sptimo en que estos aparecen es el mes de enero.

Los métodos de prondstico Naumova modificado para
predecir la aparicién de los primeros sintomas y Umbral
de lluvias, para el pronéstico de la ocurrencia de epifi-
totias fueron evaluados por primera vez en ccho loca-
lidades, durante 135 anos v validados en dos de las tres
provincias que més reas Je dedican al cultivo, detectdn-
dose la importancia de los perfodos favorables y la
cuantificacion de la lluvia como bondades de ambos,
respectivamente; asi como los desaciertos, tener incluida
la lluvia de forma cualitativa y un alto umbral critico de
la temperatura media, también respectivamente.

SISTEMA DE PRONOSTICO PARA EL TIZON TARDIO
DE LA PAPA CAUSADO POR PHYTOPHTHORA
INFESTANS (MONT.) DE BARY EN CUBA

tnstituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal, Calle 110 no. 8§14 e/ 5a. B y 5a. F, Playa, Ciudad de

Se precisé la importancia de la correcta clasificacién de
los periodos favorables, la necesidad al menos de la
ocurrencia de dos de ellos para que sean observados los
primeros sintomas vy la relacidn frente fric-perfodo favo-
rable-aparicién de los primeros sintomas. Fueron estu-
diadas las correspondencias entre los tipos de frentes
frios v la ocurrencia de petiodos favorables v se deter-
miné gque las mismas no satisfacen los requerimientos
agrometeoroldgicos necesarios para ser utilizados en
futuros prondsticos sindpticos. Aproximadamente, el 50%
de los frentes frios que Hegan al pafs producen los
perfodos favorables para P infestans,

Resultd novedosa la identificacién de la relacién entre
las precipitaciones atfpicas en enero, febrerc v marzo en
los afios en que el evento meteoroldgico Eb Nifio-Osci-
lacion Sur (ENOS) influyé sobre Cuba v la incidencia
de epifitotias de tizdn tardic y su conocimiento contri-
buyé en 1994-95 v 1997.98 a disminuir las pérdidas
por la enfermedad.

A partir de la integracién de lo mds positivo de los
métodos de Naumova modificade vy Umbral de Huvias
se generd un nuevo modelo de prondstico: el Indice de
Riesgo del Tizén Tardio (IRTT}, con el objetivo de hacer
predicciones més confiables para la aparicién de los
primeros sintomas de la enfermedad v la incidencia de
epifitotias. Con el cleulo de los valores diarios o sema-
nales del IRTT se pueden hacer valoraciones acerca de
la peligrosidad ante Ia cual se exponen las plantaciones
del cultivo en los territorios.
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Conmez

Estos resultados han aumentado los conocimientos so-
bre las relaciones entre ¢l patégeno v las condiciones
climaticas, y han permitido la elaboracién de un Sistema
de Pronéstico para el Tizén Tardio de la Papa. A partir
de la informactén meteoroldgica mensual y diara es
posible conocer con suficiente tiempo de antelacién las
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caracteristicas epifitotiolégicas de la futura campana,
cuando deben aparecer los primeros sintomas y tomar
las medidas adecuadas para disminuir el impacto de una
situacién de desastre en el cultivo, a dismiruir el nimero
de tratamientos quimicos cuando no existan las condi-
ciones favorables. '



