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RESUMEN

APLICACION DE LA TECNICA ELISA INDIRECTO
PARA EL DIAGNOSTICO DE TOBAMOVIRUS EN SEMILLAS

Ana L. Echemendia, Gloria Gonzalez, Caridad Font y Yadira Alfonso

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 no. 514 e/ 5a. B y 5a. F, Playa, Ciudad de La Habana,

ABSTRACT

En Cuba las enfermedades virales ocupan un lugar importante en
cuanto a la afectacion que ocasionan en diferentes cultivos. En estas
los fobamovirus son un grupo que posee un rango muy amplio de
hospederos, por lo que tiene gran importancia un sistema diagndstico
eficaz para su deteccion. En este trabajo se estandarizd la técnica
ELISA indirecto para el diagndstico de tobamovirus en semillas de
tomate. Se probaron 71 muestras por ELISA, comparéndose 62 por
plantas indicadoras para determinar la sensibilidad, coincidencia y
especificidad de la técnica. Fueron ensayadas distintas diluciones del
inmunosuero y del conjugado, asi como distintos tiempos de incuba-
cion del sustrato para la puesta a punto de la técnica por primera vez
en Cuba, lo que es importante para garantizar la fitosanidad del cultivo.

Palabras claves: diagndstico, ELISA, Lycopersicon esculentum, semi-
llas, tomate, Tobamovirus, virus del mosaico del tabaco, Cuba

Indirect ELISA was standarizaded for Tobamovirus diagnosis on toma-
to seeds. 71 samples were assayed, comparing the results from 62
with indsxing plants to determine sensitivity, specificity and coinciden-
ce of the method. Several dilutions the both serum and conjugate and
different incubation times for the substrate were tested in order to
optimize the technique, wich were used for the first time in Cuba, and
wich have great significance to mantain a health status of tomato

crops.

Key words: Diagnosis, ELISA, seeds, Lycopersicon esculentum, toma-
to, Tobamovirus, Tobacco Mosaic Virus, Cuba

INTRODUCCION

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill) es considerado
como una de las hortalizas mis importantes desde el
punto de vista econémico y comercial, debido al valor
alimenticio e industrial de los frutos. En la actualidad
se realizan en Cuba esfuerzos para lograr mayores
producciones agricolas, siendo uno de los cultivos mas
extendidos en condiciones de hidropénicos y planta-
ciones en el &mbito nacional.

Este cultivo es sensible a numerosas enfermedades
virales pertenecientes a diferentes grupos de virus
[Kassanis, 1970]. De ellos, unos de los mis importantes
son los tobamovirus, donde estan incluidos el virus del
mosaico del tabaco (TMV) y el virus del mosaico del
tomate (ToMV) [Zaitlin, 1975; Hollings y Huttinga,
1976], trasmitidos facilmente de forma mecénica y a
través de semillas infectadas, lo que representa un
reservorio natural de infeccién desde edades tempranas

en las plantaciones [Taylor, 1961; Broadbert, 1965 y
Ahoonmanesh ¢t al., 1992].

Estudios anteriormente realizados en Cuba por Gon-
zélez et al. (1990) sefialan la presencia de estos virus
en alrededor de 600 muestras analizadas en un total de
900, y aunque su incidencia ha disminuido mediante
la desinfeccién por métodos quimicos, todavia se de-
tectan muestras con presencia de estos virus al realizar
anélisis fitosanitario.

Otros estudios recientemente realizados por Amat et al.
(1995) demostraron que més del 50% de las muestras
de semillas analizadas por técnicas serolégicas estaban
infectadas con estos virus. Resultados similares fueron
reportados por Cicek et al. (1991), con un 98% de
semillas de tomate infectadas con el TMV.

Hasta el momento el diagndstico de ambos virus se ha
realizado por plantas indicadoras, inmunoelectrofore-

Sfitosanidad/3



Echemendia y otros

sis [Mildestain, 1988] y microscopia electrénica [Gon-
zélez et al.,1990], siendo muy qtil el ensayo de otros
métodos més sensibles, ripidos y confiables que garan-
ticen la utilizacién de semillas libres de virus. Con este
objetivo se estandariz6 la técnica ELISA indirecto para
el diagnéstico de estas patologias en semillas de tomate.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 71 muestras de semilla de tomate perte-
necientes a variedades comerciales, precomerciales e
hibridas. De cada una de ellas se tomé un gramo y se
embebieron en tampén de recubrimiento pH 9,6
durante una hora, realizdndose diluciones desde 1/5
hasta 1/50.

El inmunosuero utilizado fue obtenido mediante la
inmunizacién a conejos con purificaciones del virus del
mosaico del tabaco a una concentracién de 12 mg/mL,
y la anti-IgG probada fue conjugada con fosfatasa
alcalina segtin Clark y Adams (1977). En ambos casos
se analizaron distintas diluciones, desde 1/50 hasta 1/1 000,
y desde 1/500 hasta 1/4 000 respectivamente.

La técnica ELISA indirecto fue realizada en placas de
poliestireno recubiertas con las muestras por analizar, las
que se incubaron toda la noche a 4°C. Al siguiente dia,
después de los lavados con PBS-T, se realizé el bloqueo
con BSA (Albiimina de Suero Bovino) al 3%, mantenién-
dose a 37 °C durante una hora.

Posteriormente se anadié el inmunosuero diluido du-
rante dos horas a 37 °C, y después de este tiempo se
adicioné el conjugado y se mantuvo una hora a la
misma temperatura. Finalmente se adicion6 el sustrato
(p-nitrofenilfosfato) a razén de 1 mg/mL, incubindose
en la oscuridad a temperatura ambiente hasta el desa-
rrollo del color, deteniéndose la reaccién con hidréxido
de sodio 3N.

Tabla 1. Muestra representativa de valores de densidad dptica (D.0.) de algunas diluciones probadas

Los resultados se obtuvieron mediante lecturas realizadas
en un lector SUMAL PE a una absorbancia de 405 nm.
Se consideraron positivas aquellas muestras cuyo valor
obtenido fue 2,5 veces mayor que la media de los
valores negativos.

Durante el estudio realizado se determiné la sensibili-
dad de Ia técnica a partir de diluciones de la purificacién
o curva de dosificacién, asi como también se determind
el tiempo 6ptimo de incubacién del sustrato.

La sensibilidad, especificidad y coincidencia se calcula-
ron mediante comparaciones de los resultados obteni-
dos en el ELISA indirecto con las observaciones, des-
pués de inocular plantas indicadores hipersensibles
como son Nicotiana tabacum L., variedad Xhanty, y
Nicotiana glutinosa.

Para determinar la presencia de muestras infectadas
con TMV o ToMV se inoculd N. tabacum L., variedad
Corojo, como plantas diferenciales.

RESULTADOS Y DISCUSION

El método de preparacion de las muestras resulté satis-
factorio, ya que los patégenos analizados se encuentran
situados en la parte externa de la semilla, por lo que no
es necesario triturarlas [Broadbert, 1965].

Durante el estudio realizado se comprob6 que la mejor
dilucién de la muestra era 1/10, ya que con menores
diluciones no fue posible tomar el volumen necesario
para sensibilizar la placa, y con mayores diluciones los
valores medios obtenidos para las muestras positivas
no fueron buenos. Los mejores resultados se obtuvieron
al utilizar las diluciones de 1/500 para el inmunosuero,
y de 1/2 000 para el conjugado (Tabla I).

ey

Dil. muestras 1/10 1/20 1/50 Dil. conjug. |
Muestras | 003 | 0034 [ 0025 0,030 | 0,030 0022 | 11000 |
Sanas | 0050 | 0040 | 0047 0047 | 0025 | 0029 | 12000
Muestras ! _q,m_sa__{__ 0,146 0,124 0,107 0,073 0078 | 1/1000 |
nfectadas | 0400 | 0295 | 0197 | 0163 | 0,131 70 <] T (NSRRI ¢ s S
Dil. inmunos. 1500 | 1/1000 | 1/500 1/1000 | 1/500 | 1/1000 | oy

PBS-T: Sus valores de D.O. no difieren considerablemente de los de la muestra sana.

En todos los casos se refiere a la media de los valores
de D. O. de todas las réplicas realizadas para cada
variante.

La variacién de los valores de densidad 6ptica durante
los diferentes tiempos de incubacién del sustrato en el
caso de las muestras infectadas observa una respuesta
notable a partir de los 15 minutos de hidrélisis, incre-
mentdndose la intensidad de la coloracién de forma
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rapida, a diferencia de las muestras sanas que se man-
tienen con valores inferiores a 0,1 de densidad 6ptica
en el transcurso de la incubacién. El tiempo 6ptimo fue
a los 50 minutos, a partir del cual los valores de las
muestras sanas se hacen mayores (Fig.I). La mayoria
de los autores consideran que este debe ser determina-
do experimentalmente, aunque los periodos de una a
dos horas permiten obtener buenos resultados a tem-
peratura ambiente [Peralta y Frias, 1987].



Aplicacién de la técnica ELISA indirecto...

D.0. (405 nm)
o
[s)]

Tiempo {min)

——— . infectadas — M. sanas

Figural. Tiempo 6ptimo de incubacién del sustrato.

La sensibilidad de la técnica representada mediante la
curva de dosificacién evidencia que ella puede detectar
una concentracién viral de hasta 1,2 ng/mL (Fig. 2).
Este valor estd en correspondencia con el grado de
sensibilidad de la ELISA, que oscila de 1-10 ng [Bar
Joseph y Garnsey, 1981], y superior a los obtenidos por

Ferndndez et al. (1987) por el método ELISA-DAS,
empleando como enzima la peroxidasa para la detec-
cién de este virus en extractos vegetales, donde obtie-
nen un limite de deteccién de proteina viral de 27 mg/mL,
valor muy alejado de los reportados para su sensibi-
lidad.
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Figura 2. Curva de dosificacién determinada para el TMV.

Los valores obtenidos en este trabajo para la sensibi-
lidad y coincidencias comparadas de esta técnica fue-
ron de 100 y 90,3 % respectivamente (Tabla 2).

Mediante los resultados obtenidos al inocular plantas
indicadoras diferenciales, pudimos confirmar que es
posible la deteccién tanto de TMV y de ToMYV a través

Tabla 2. Muestras sanas e infectadas analizadas de forma

comparada por ambas técnicas

Plantas indicadoras

!,E_LISA M. infectadas _M. sanas _J
| M, infectadas 29 , 6 ]
[ M. sanas | 0 27 <‘

Total de muestras comparadaé: 62.

fitosanidad/S
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de la ELISA indirecto, lo que posibilita la aplicacién de
medidas de control independientemente de la presen-
cia de uno de ellos o en forma de complejo viral.

Por otra parte, en 1980 Regenmartel y Burclkard estable-
cieron la superioridad de la forma indirecta de la ELISA
para distinguir serologicamente diferentes razas de TMV,
considerdndolo mejor que el método ELISA-DAS para
realizar estudios rutinarios de diagnéstico.Otros autores
como Deverge ¢t al. en 1981, sefialaron que solamente la
ELISA indirecto fue capaz de detectar virus tan distante-
mente relacionados como el virus de la aspermy del
tomate y del mosaico del pepino.

Hasta el momento en Cuba este diagnéstico se realiza
por medio de otras técnicas como plantas indicadoras,
inmunoelectroforesis [Mildestain, 1988] y microsco-
pia electrénica [Gonzélez et al., 1990], las que presen-
tan una sensibilidad menor que la técnica ELISA, por
lo que este trabajo establece por primera vez la ELISA
indirecto para nuestras condiciones, siendo muy itil el
ensayo de otros métodos més sensibles, rdpidos y
confiables que garanticen el empleo de semillas libres
de virus en nuestras plantaciones.

CONCLUSIONES

¢ La técnica ELISA indirecto para el diagnéstico de
tobamovirus en semillas de tomate mostré los mejores
resultados al utilizar diluciones de las muestras, del
inmunosuero y del conjugado de 1/10, 1/500 y 1/2 000
respectivamente.

« El método indirecto de] ELISA permite detectar una
concentracién viral de hasta 1,2 ng/mL.
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PRIMER REGISTRO EN CUBA DE LA PUDRICION
DE LA VAINA DEL ARROZ POR SAROCLADIUM ORYZAE
(SAWADA) GAMS & HAWKS.
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RESUMEN

ABSTRACT

La pudricién de la vaina del arroz causada por el patégeno fingico
Sarocladium oryzae (Sawada ) Gams & Hawks. se presenta por
primera vez de forma epidémica en septiembre de 1997 en diferentes
localidades de las provincias de La Habana (Empresa de Semilla de
Nueva Paz, Madruga) y Pinar del Rio (CAl Arrocero Los Palacios), con
afectacion de las variedades Perfa, J 104, IAC 14, Amistad 82 y Bolito.
Este patdgeno se encontré asociado con el dcaro Steneotrasonemus
spinki Smiley en el cultivo, provocando graves pérdidas en los rendi-
mientos, principalmente por el manchado y el vaneado de los granos
de las paniculas. Los sinfomas de la enfermedad se observan en el
momento de la paniculacién, por lo que la infensidad de ataque se
acentua después de los 80 dias en la piantacion. Se comprobo la
efectividad en ia trasmisién de S. oryzae a partir de semillas proce-
dentes de plantas afectadas, cuyos registros pueden oscilar desde 2
a 96%.

Palabras claves: arroz, pudricién, vainas, paniculas, Sarocladium
oryzae

Sheath rot disease of rice caused by Sarocladium oryzae (Sawada)
Gams & Hawks. was registered in september of 1997 at Havana
province ( Nueva Paz Seed Rice Enterprise and in Madruga locality)
and in Pinar del Rio province ( Los Palacios Rice Enterprise) affecting
Perla de Cuba, IAC 14, J104, Amistad 82 and Bolitc varieties. The
presence of S. oryzae was associated with the rice mite Steneotarso-
nemus spinki Smiley in the rice crop and both agents were capable to
reduce the yield, because of the rotted and empty grains in the
panicles. Sheath rot disease was observed when plants reach maturity
stage and the symptoms are visible in the leaf sheath enclosing the
young panicle. The disease intensity become to increase after 90
days. The effectivily of seed transmission was tested in the grains of
panicles affected by the pathogen with vaiues between 2 to 96%.

Key words: rice, rot, sheath, panicles, Sarocladium oryzae

INTRODUCCION

La enfermedad de la pudricién de la vaina del arroz
por Sarocladium oryzae (Sawada) Gams & Hawlks. se ha
convertido en los dltimos afios en una enfermedad
importante. Este problema se ha registrado en numero-
sos paises de Asia como China, Japén, Taiwan, Tailandia,
Filipinas, India, Indonesia [Shajaban et al, 1977; Yu-
lianto, 1984; Ou, 1985; Milagrosa, 1987], Africa [Imo-
lehin, 1989] y numerosos paises de la América como
Estados Unidos, México, Colombia y Argentina [Farr
et al,, 1995; Hernandez, 1977; Mazzanti y Gutiérrez,
1993].

Los sintomas de la enfermedad se observan cuando las
plantas alcanzan el estado de maduracién, presentindo-
se una necrosis pardo rojiza en la porcién superior de la
vaina de la hoja que envuelve a la panicula. Estas
manchas pueden coalescer y necrosar toda la vaina.

Desde el momento en que comienza la aparicién del
sintoma, la joven panicula se enferma, y como resulta-
do los granos se arrugan y presentan diversas tonalida-
des que varian desde una decoloracién parda hasta el
pardo oscuro casi negro [Agarwal et al., 1989].

Los dafos que causa esta enfermedad han sido impor-
tantes, por lo que los registros han podido oscilar desde
el 3 al 20 %, e incluso hasta valores del 85% en Taiwan
[Chien y Huang, 1979] e India [Muralidharan y Ven-
kata, 1980]. En Filipinas se han estimado pérdidas del
52,8 %. La esterilidad de las semillas, su vaneado y
decoloracién como resultado de la infecciéon ha contri-
buido a las pérdidas en los rendimientos.

Bajo severas condiciones de infeccién, la hoja bandera
puede observarse seca, por lo que la translocacién de
los nutrientes desde el follaje a los granos se reduce por

fitosanidad/7
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esta situacién. La necrosis de la vaina provoca ademés
un bloqueo en la emergencia de la panicula [Chakra-
varty y Biswas, 1992]. Se ha registrado ademas estrecha
relacién entre la severidad y la incidencia de la enfer-
medad (R? =0 ,93) y entre la severidad y los rendimien-
tos (R® = 0, 63) [Surin et al., 1992].

La trasmisién més importante de este patégeno lo
constituye la semilla [Agarwal et al., 1989; Singh y
Mathur, 1992], aunque se ha notificado en algunos
paises del sudeste de Asia, como en la India, que las
plantas dafiadas por el bérer muestran severos ataques
de S. orpzae [Amin et al.,1974].

Se ha encontrado ademds asociacién de la enfermedad
por Sarocladium con la presencia de la chinche Leptoco-
risa acuta [Laksmanam et al., 1992], asi como con los
4caros Steneotarsonemus madecassus y S.spinki en Taiwén
y China [Hsieh ef al., 1977; Chieng y Huang, 1979] y
registrado ademds que el problema de la esterilidad en
Taiwén se le atribuye a la presencia de Sarocladium en
asociacién con S. spinki [Ou, 1985].

Para las condiciones de Cuba se presenta por primera
vez en septiembre de 1997 una explosién epidémica de
la enfermedad «pudricién de la vaina del arroz», y
conjuntamente se registra por primera vez la presencia
del 4caro Steneotarsonemus spinki con altas poblaciones
en diferentes estados fenol6gicos del cultivo, por lo que
este complejo &caro-hongo ha provocado pérdidas de
las cosechas en las regiones donde se han presentado,
debido a las fuertes afectaciones provocadas, principal-
mente en el vaneo de los granos de las paniculas.

MATERIALES Y METODOS

En septiembre se visitaron diferentes localidades de las
provincias de La Habana (Empresa de Semilla de Nue-
va Paz, Madruga) y Pinar del Rio (CAI Arrocero Los
Palacios, granjas Cubanacin y Caribe), y se procesaron
las variedades Perla, ] 104, IAC 14, Amistad 82 y
Bolito, afectadas por el 4caro S. spinki. Asociado con
esta plaga se realiz6 el diagnéstico de la especie fiingica
presente en Jas plantas de arroz afectadas. Se describié
el sintoma y se realizaron los aislamientos correspon-
dientes en agar papa dextrosa y agar de malta para la
caracterizacién de las colonias y del agente causal. Se
determiné ademads la temperatura més favorable para
el crecimiento de las colonias en agar de papa dextrosa,
asf como la intensidad de germinacién de los conidios
a las 24 y 48 horas de incubacién, preparando una
suspensién y colocando en dos portaobjetos por tem-
peraturas cuatro gotas de la suspensién. Se registré en
50 conidios por gotas la intensidad de la germinacion.

A todas las muestras que resultaron afectadas por la
pudricién de la vaina se les realizé el anélisis fitopato-
l6gico de las semillas, segin lo recomendado por Pupo
et al. (1990).

8/fitosanidad

Laintensidad de ataque de la enfermedad fue analizada
en las variedades afectadas tomando para ello 20 vainas
y 20 paniculas por variedad, y se estableci6 una escala
de evaluacién propuesta en este sentido, tanto para
medir la intensidad de la enfermedad en las vainas y el
manchado de la panicula, cuyas caracteristicas son las
siguientes:

0 .....Vaina o panicula sana.

I......Afectacion hasta el 10% de la vaina o la panicula.
2......Afectacién hasta el 25% de la vaina o panicula.
3......Afectacién hasta el 50% de la vaina o panicula.

4......Mé4s del 50% del panicula o vaina afectada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Diagnéstico del patégeno fingico asociado a la
presencia del acaro S. Spinki

El sintoma inicial observado en las plantas paniculadas
correspondié con la presencia de puntos necréticos
color marrén agrupados principalmente en el extremo
superior de la vaina de la hoja bandera. Estos puntos
se unieron en forma de un parche alargado, color rojo,
m4s bien irregular, y con una zona central poco definida
de color pardo sucio. Pudo apreciarse conjuntamente
la diseminacién y coalescencia de puntos necréticos
color marrén en diferentes zonas de la vaina. En casos
donde la intensidad de ataque era muy elevada, se
observd que la necrosis del extremo superior de la vaina
se extendia, lo que daba lugar a una necrosis total y
completa de color rojo vindceo. Este sintoma predomi-
né en la mayorfa de las muestras analizadas, todas en
fase de paniculacién, y no fue observado en las plantas
en fase de ahijamiento activo.

Las paniculas procedentes de vainas necrosadas presen-
taban granos decolorados, arrugados y con manchas en
forma de punto de color pardo rojizo, hasta la necrosis
completa, color pardo sucio a pardo oscuro. Pudo
observarse ademds en algunas muestras el llamado
atragantamiento de la panicula en el momento de su
salida.

Las observaciones de vainas y granos afectados en cima-
ras hiimedas confirmé la presencia del hongo S. oryzae,
agente causal de la enfermedad «pudricién de la vaina del
arroz». Presenta células conidiégenas fialidicas originadas
de un conidiéforo o directamente de la hifa, de 25 a 30 um
de largo, conidios cilindricos, con extremos redondeados,
hialinos, lisos unicelulares, en masas como goticas sobre
las células conidiégenas, de 3,5-7,5 x 1 pum, lo cual
coincide con los criterios de Brady (1980) en cuanto a
las caracteristicas diagnésticas.

Se obtuvo ademas el crecimiento del cultivo puro del
hongo en sustrato agar papa dextrosa y agar de malta.
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Las colonias son blanco algodonosas con un ligero tono
rosiceo a salmén por su reverso. Los cultivos tienen la
caracteristica de crecer lentamente en el sustrato, por lo
que las colonias alcanzan un didmetro de 8-10 mm en

Crecimiento de la colonia (mm)
15 4

agar papa dextrosa a los cinco dias, entre 25-35 °C
(Fig. 1). Los conidios pueden alcanzar a las veinticuatro

horas alrededor del 98% de germinacién a temperatura
de 27 a 30 °C (Fig. 2).

6 8 Dias

—§—5°C emmmm (o[ sughEe {500 b o @iy 5o
*Sooc muﬁ-ssuc s 4 )0

Figura 1. Influencia de las temperaturas sobre el crecimiento de Sarocladium oryzae.
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Figura 2. Intensidad de la germinacién de los conidios de S. oryzae a diferentes temperaturas.

Trasmisién de S.oryzae a través de las semillas

Los registros obtenidos de semillas procedentes de
paniculas afectadas demuestran la trasmision del hongo
a través de esta via, en mayor o menor grado y en
dependencia del nivel de dafio en la vaina, y sobre todo

en el nivel de ennegrecimiento de los granos afectados
por el patégeno. La incidencia en la variedad Perla ha
oscilado entre 17-96%; en la JAC14 entre 6-96%; Amis-
tad 82 entre 12-85%, y ] 104 alrededor del dos por

fitosanidad/9



ciento, todas procedentes de muestras de Nueva
Paz, CAI Los Palacios (granja Cubanacén), Empresa

Registro dela incidencia de S. orysac a partirde se

Sandoval y otros

San Cristobal y en fincas particulares de Madruga, as
como de las localidades antes mencionadas (1abla).

millas procedentes de paniculas afectadas por la pudricién

de la vaina
Variedad Localidad Incidencia de S. oryzae (%) _l
Perla Empresa de Semilla Nueva Paz, campo 2 96
IAC 14 Empresa de Semilla Nueva Paz, campo 19 6
1AC 14 Empresa de Semilla Nueva Paz, campo 17 2L
IAC 14 Nueva Paz, finca Ajicén 96
IAC 14 CAI Los Palacios, granja Cubanacin, lote 10, campo 106 o S gl
1AC 14 Los Palacios, eranja Cubanacén, lote 14, campo 110 _ 63 -
Perla CAI Los Palacios, granja Cubanacin, lote 12, campo 92 17 =
Amistad 82 CAI Los Palacios (campesino colindante) 12 e
] 104 Empresa San Cristébal, brigada 38 B. Roca, campo 10, terraza 10 S
Perla Madruga, finca Cabrera | . . &
Amistad 82 Madruga, finca Cabrera S, Loy N |

Se plantea que esta es una de las vias mis importante
de trasmisién del pat6geno [Agarwal et al., 1989, Singh
y Mathur, 1992], por lo que se requiere una extrema
vigilancia del analisis fitopatolégico de las semillas bajo
las condiciones adecuadas de temperatura e ilumina-
cién. Cabe destacar la importancia que tienen en las
sreas de semillas y fincas de pequefios agricultores la
toma de medidas de saneamiento en cuanto a la siem-
bra de semillas libres del patégeno, tratamiento de
semillas, aplicacién de fungicidas al inicio de la pani-
culacién y eliminacién adecuada de los restos de cose-
cha, Io que indudablemente contribuyen a la disminu-

(%)

cién de la enfermedad, evitando por tanto focos epidé-
micos.

Comportamiento de la enfermedad en diferentes
variedades y localidades

Los registros obtenidos hasta la fecha han demostrado
que cuando las plantas tienen entre 80-90 dias, la inten-
sidad de ataque en las vainas puede estar entre el 10-20 %,
y del 2-20 % en paniculas (Fig. 3); sin embargo, cuando
pasa ese perfodoy se acercaalos 120 dias, se incrementan
los registros con valores del 60-86% en las vainas y del
70-100% en las paniculas (Fig. 4 ).

80-90 dias

Perla

Bolito

B % ataque N % distrib.

Figura 3. Intensidad y distribucién de la enfermedad de la pudricién de la vaina por S. oryzae.
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100-
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|El% ataqueN% distn'b.l
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Figura 4. Intensidad y distribucién de la enfermedad de la pudricién de la vaina por S. oryzae.

Es importante sefialar que las muestras analizadas han
estado afectadas tanto por este patégeno como por el
4caro, de manera que los registros del ennegrecimiento
y vaneo de las paniculas estin en dependencia de uno
u otro agente. Las investigaciones que se realicen en
este sentido podran definir el rol que juega cada uno de
ellos en esta asociacion.

CONCLUSIONES

* Se registra la presencia de S. orpzae agente causal de
la pudricién de la vaina del arroz en plantaciones de
arroz.

* Se comprobé una elevada trasmisién del patégeno en
las variedades estudiadas y principalmente en los granos
mds ennegrecidos.

+ Se registré una alta incidencia e intensidad de ataque
por S. oryzae en las variedades 1AC 14, ] 104, Perla y
Bolito en las plantas de 120 dias o maés.
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BLANCA (BEMISA SPP) (HOMOPTERA: ALEYRODIDAE)
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RESUMEN

ABSTRACT

Se colectaron plantas silvestres para determinar la presencia de Ia
mosca blanca (Bemisia spp) en cinco localidades del Valle del Cauto,
donde se cultiva tomate (Lycopersicon esculentum Mifl.). Se deferming
el indice de presencia por familia. Se encontraron 42 especies de
plantas hospedantes de la plaga. Las familias con mayor indice de
presencia fueron Fabaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae y Amaran-
thaceae.

Palabras claves: Bemisia spp, plantas hospedantes, fomate

In five localities of the Valle del Cauto where tomato crop is cultivated,
wild plants were coflected to determinate Bemisia spp presence by
family. Fourty two host species of this pest were founded. The family
with the highest preference index for the pest were: Asteraceae,
Fabaceae, Euphorbiaceae y Amaranthaceae.

Key words: Bemisia spp, host plants, tomatoe

INTRODUCCION

Las moscas blancas son consideradas insectos de im-
portancia econémica, pues ademds de sus dafios como
fitéfagos en diferentes plantas cultivadas, algunas espe-
cies son vectoras de enfermedades causadas por virus
[Vazquez,1995].

La diversidad de plantas que hospedan estos insectos es
alta, representadas por cultivos agricolas, silvicolas, in-
dustriales, frutales, ornamentales, asi como la vegeta-
cién indeseable y plantas silvestres en general, la
mayorfa angiospermas [Moud y Halsey,1978]. Mun-
dialmente esta plaga se asocia con al menos 500 espe-
cies en 74 familias, predominando Leguminosae, Com-
positae, Malveaceae, Solanaceae y Euphorbiaceae
[Greated, 1986 y Alpizar, 1993]. Anderson (1992) y
Alpizar (1993) destacan la importancia del conocimien-
to del rango de plantas hospedantes en los programas
de manejo de especies que afectan plantas econémicas.

Este estudio tiene como objetivo realizar un inventario
de las plantas hospedantes de la mosca blanca (Bemisia spp)
en agroecosistemas donde se cultiva tomate (Licopersicon
esculentum Mill.) en la regién del Valle del Cauto.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron muestreos mensuales durante 1997 y
1998, en las siguientes localidades:

Jucaibama, Estacién Agricola del I.I.A. Jorge Dimitrov.
Los Cayos, E.C.V. Veguitas.

Sabarﬂlﬂ, 4rea de autoconsumo de la Universidad de Granma.
Cautillo, E. C. V. Cautillo.

Cauto-Ciristo, E.C.V. Mdrtires de Artemisa.

Se colectaron, al azar, plantas presentes en el drea en
cada mes del afio en campos sembrados de tomate. En
el laboratorio se clasificaron por familia, y se determiné
con un microscopio estereoscopio la presencia de la
mosca blanca en cada planta colectada que se clasifica-
ron por especie, si presentaron el estadio pupal o cipsu-
las pupales de la plaga. La identificacién de las especies
se realiz6 segin Roig (1965), Acuna (1974) y Sanchez
y Uranga (1993). Se determiné el indice de presencia
(LP) por familia en cada una de las localidades:

ILP=n/Nx 100
n: namero de plantas con Bemisia spp por familia
N:: total de plantas muestreadas con presencia de Bemisia spp
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RESULTADOS Y DISCUSION (dicotiledoneas), distribuidas en las cinco localidades esth
Se determinaron 42 especies de plantas indeseables diadas (Tabla), lo cual confirma la polifagia de este insect
hospedantes de Bemisia spp pertenecientes a 14 familias y la preferencia por ciertas familias [Greathead, 1986].

Listado de plantas hospedantes de Bemisia spp en cinco agroecosistemas
del Valle del Cauto

Cauto Cristo

Nombre cientifico Nombre yulgar Familia
Amaranthus dubius Mart. Bledo Amaranthaceae
Boerhaavia erecta L. Toston Nyctaginaceae
Cleome gynandra L. Una de gato Capparidaceae
Croton glandulosus Lin. Tia tha Euphorbiaceae
Cucurbita pepo L. Calabaza Cucurbitaceae
Kalstroemia maxima (L.) Wring Arn Abrojo terrestre Vitaceae
Parthenium liypstherophorus L. Escoba amarga Asteraceae
Piper aduncum Lin. Platanillo de Cuba Piperaceae
Portulaca oleraceae Lin. Verdolaga Portulaceae

Cautillo

Nombre cientifico Nombre vulgar Familia

Amaranthus crassipes Schlecht Bledo blanco Amaranthaceae
Ageranthus conyzoides Lin. Celestina azul Asteraceae
Chamaesyce hirta(Lin.) Millsp Lechero Euphorbiaceae
Chamaesyce hyssopifolia L. Lechero Euphorbiaceae
Croton lobatus L. Frailecillo Euphorbiaceae
Cucumis anguria L, Pepinillo Cucurbitaceae
Emilia sonchifolia (L.) D.C. Clavel chino Asteraceae
Gaya occidentalis - Malvaceae
Macroptilium lathyroides (L.) Urb. Pico de aura Papilonaceae
Malachra aleeifolia Jacg Malva peluda Malvaceae
Parthenium hysterophorus L, Escoba amarga Asteraceae
Phyla seaberrima (A.C. Juss) Moldenke Orozuz ~
Pliylantius amorus = Euphorbiaceae
Physalis angulata Lin. Huevo de gato Solanaceae
Rynclosia minima (L.) P.D.C. Bejuco de cangrejo | Fabaceae

Jucaibama

Nombre cientifico Nombre vulgar Familia
Aeschynomene americana Lin. Tamarindillo Fabaceae
Amaranthus viridis Lin. Bledo verde Amaranthaceae
Caperonia palustris (1.)St. Hil Caperonia Euphorbiaceae
Cassia obtusifolia_Lin, Guanina Fabaceae
Cleome gynandra L. Ufia de gato Capparidaceae
Eclipta postrata (L) L. Eclipta blanca Asteraceae
Emilia sonchifolia L. D.C, Clavel chino Asteraceae
Euphorbia heterophylla L. Hierba lechosa Euphorbiaceae
Ipomaea trifida (H.B.K.) D.Don Aguinaldo Convolvulaceae
Ipomoea heptaplylla Griseb Yucatin Convolvulaceae
Kalstroemia maxima (L.) Wring Arn Abrojo terrestre Vitaceae
Malachra alceifolia Jacq Malva mulata Malvaceae |
Malachra capitata Lin, Malva mulata Malvaceae
Melanthera delthoidea Michx Botén de plata Asteraceae
Partenium hysterophorus L. Escoba amarga Asteraceae
Rlnchosia minima (L.), P.D.C. Bejuco de cangrejo Fabaceae
Sida cordifolia L. Malva blanca Malvaceae .
Sida urens L. Malva peluda Malvaceae
Sesbania sesban Palisandro Fabaceae
Xanthium strumarium L. Guizazo de caballo | Asteraceae
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Listado de plantas hospedantes de la mosca...

Los Cayos
Nombre cientffico Nombre vulgar Familia
Amaranthus spinosus Lin. Bledo espinoso Amaranthaceae
Achyranthes aspera Lin, Rabo de gato Amaranthaceae
Bidens pilosus Lin. Romerillo blanco Asteraceae
Cassia obtusifolia Lin. Guanina Fabaceae
Chamaesyce hirta (Lin.) Millsp Lechera Eupharbiaceae
Cleonie gynandra L. Una de gato Capparidaceae
Croton lobatus L. Frailecillo Euphorbiaceae
Cucumis anguria Lin. Pepinillo Cucurbitaceae
Eclipta postrata (L.) L. Eclipta blanca Asteraceac
Euplorbia heterophylla L. Hierba lechera Euphorbiaceae
Ipomoea trifida (H.B.K.) D. Don Aguinaldo Convulvulaceae
Kalstroemia maxima (L.), Wring Arn Abrojo terrestre Vitaceae
Melanthera delthoideae Michx Boton de plata Asteraceae
Partenium lysterophorus L. Escoba amarga Asteraccae
Solanum nodiflorum Jacq Hierba mora Solanaceae
Sabanilla
Nombre cientifico Nombre vulear Familia
Acliyranthes aspera Lin. Rabo de gato Amaranthaceae
Agerantlus conpzoides Lin. Celestina azul Asteraceae
Althernanthera poligonoides R. Br. Sanguinaria Euphorbiaceae
Cassia obtusifolia Lin. Guanina Fabaceae
Chamaesyce sp S. F. Gray Lechosa Euphorbiaceae
Cleome gynandra L. Una de gato Capparadiceae

Croton lobatus L.

Frailecillo cimarrén Euphorbiaceae

Euphorbia heterophylla L.

Hierba lechera Euphorbiaceae

Kalstroemia maxima (L.), Wring Arn Abrojo terrestre Vitaceae
Melanthera delthoidea Michx Botén de plata Asteraceae
Merremia umbelata (L.) Hall. F. Aguinaldo amarillo Convolvulaceae
Sida acuta Burm, F. Malva de caballo Malvaceae

Sida rhombifolia L. Malva de cochino Malvaceae

Las familias con mayor indice de presencia de plantas
hospedantes fueron Fabaceae, Asteraceae, Euphorbia-
ceae y Amaranthaceae, con valores de 31, 27, 27y 24%
respectivamente, siendo también las de mayor distri-
bucién, pues se presentaron en las tres localidades
estudiadas. Hilje (1995) determiné que las familias
con mayor preferencia fueron Asteraceae, Solanaceae,
Cucurbitaceae, Malvaceae y Fabaceae, y sefiala que en
América Central y el Caribe los registros de plantas
hospedantes son inciertos, con al menos 70 especies en
El Salvador [Serrano et al.,1993] y casi 100 en Nicara-
gua [Bustillo, 1995].

Al comparar este resultado con el listado de 119 plantas
hospederas de Bemisia tabaci en Cuba dado por Vazquez
(1997), se encuentra coincidencia con 20 especies de
plantas. Las colectas realizadas por este autor pertene-
cen a agroecosistemas mds diversos.

CONCLUSIONES

¢ Las plantas asociadas con el cultivo del tomate en
agroecosistemas del Valle del Cauto constituyen un

reservorio natural de plantas hospederas de la mosca
blanca (Bemisia spp).
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RESUMEN

ABSTRACT

Se evalud la capacidad alelopética de Lepidium virginicum por medio
de extractos acuosos de follaje y raices a 0; 0,5; 1,0; 2,0 y 5,0% (p/v}
y la mezcia de material vegetal fresco con suelo ferralitico rojo a cinco
por ciento (p/p), sobre semillas de lechuga y arroz como plantas de
prueba. Se encontré que el extracto de follaje estimuld la germinacion
v la longitud de radicula de lechuga, mientras las concentraciones
mayores de raices deprimieron ligeramente su germinacién, asi como
fodas las de follaje lo hicieron sobre la longitud radicular. En arroz, sélo
las conceniraciones més altas disminuyeron ambos pardmetros.
Cuando el material vegetal se mezclé con suelo, hubo un ligero
estimulo de la germinacién de lechuga en la siembra inmediata,
mientras que el crecimiento de ambas plantas de prueba fue afectado
negativamente. En la siembra, a los nueve dias de la incorporacion,
se observo una disminucion de la emergencia y el desarrollo de ambos
cultivos. Esta inhibicién fue més intensa con el tiempo, y al sembrar
34 dias despugs de la mezcla con suelo se deprimieron fuertemente
los pardmetros de crecimiento. Estos resultados demuestran la impor-
tancia de la alelopatia de los residuos vegetales en descomposicion
para el cultivo siguiente.

Palabras claves: alelopatia, Lepidium virginicum, lechuga, arroz

The allelopathic behavior of Lepidium virginicum was evaluted by the
effects of 0; 0.5; 1.0; 2.0 and 5.0% (w/v) foliage and roots aqueous
extracts and with fresh plant material mixed with Red Ferralitic soil at
5% (w/w) over leftuce and rice seeds. It was found that foliage extracts
stimulated letfuce seeds germination and the growth of their roots,
higher root extracts concenftrations lightly depressed their germination
and all foliage extracts depressed lettuce growth teo. With rice, only
higher both foliage and root extracts concentrations decreased germi-
nation and root growth. Germination was stimulated when lettuce
seeds were sowed inmediately after mixing plant material with soil, but
growih of both test plants was injured. Emergence and root growth
inhibition was observed when sowing was done nine days after mixing
plant material with soil. Inhibition was higher in time because plant
growth was strongly depressed when it was sowed 34 days later. This
results show the importance of allelopathic decaying plant materials to
next crop.

Key words: allefopathy, Lepidium virginicum, lettuce, rice

INTRODUCCION

Cua.ndo las malezas asociadas a los cultivos no son
debidamente controladas, pueden ocasionar grandes
pérdidas a los cultivos con los que conviven, e incluso a
los subsiguientes. La prictica coman de mantener los
campos libres de enyerbamientos durante los periodos
criticos de competencia que, en la mayoria de los culti-
vos anuales se circunscribe al primer tercio de su ciclo,
trae como consecuencia que, al cosechar, quedan cubier-
tos de malezas que serdn incorporadas al suelo durante
la preparacion para la préxima campana.

Desde hace algiin tiempo se tiene conocimiento de los
efectos alelopéticos de algunos residuos de cosecha y
malezas sobre la posible afectacién del desarrollo inicial
de los cultivos siguientes, y sus consecuencias indirectas
sobre los rendimientos. Rice (1974) sefiala que las sus-

tancias fitotéxicas de las plantas alelopaticas pueden
afectar el desarrollo de otras al difundirse en el suelo los
productos volétiles y lixiviados liberados por la descom-
posicién de las partes muertas.

En este sentido, Menges (1987) observé que los residuos
vegetales de Amaranthus palmeri S. Wats. redujeron el
crecimiento de zanahoria y cebolla en 49 y 68% respec-
tivamente, y ademés el efecto inhibitorio permanecié
por 16 semanas después de la incorporacién. También
Ben-Hammouda et al. (1995) informaron que los resi-
duos en suelo de algunos hibridos de millo (sorgo)
pueden influir negativamente sobre el crecimiento del
trigo sembrado posteriormente. Sin embargo,estos as-
pectos alelopéticos de inhibicién a mediano y largo plazo
no se consideran con la debida importancia.
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Al emplearse herbicidas de premergencia, generalmente
quedan algunas especies no susceptibles al control qui-
mico, lo que da lugar a la sustitucién de los enmaleza-
mientos producto de una seleccién artificial, la cual
provoca que pasen a ser dominantes aquellas especies
resistentes. Tal es el caso de las 4reas repetidamente
tratadas con herbicidas del grupo de las dinitroanilinas,
a cuya accién se escapan malezas tales como Parthenium
hysterophorus L., Datura stramonium L.y Lepidium virgi-
nicum L. [Labrada, 1970]. Esta Gltima, aunque no esta
considerada entre las malezas problematicas para Cuba
[La O et al,1996], puede infestar riapidamente un
campo por su alta produccién de semillas viables [Ro-
driguez et al., 1985]; sin embargo, posee fuertes carac-
teristicas alelopiticas, pues sus extractos acuosos pue-
den inhibir la germinacién de varias especies vegetales,
incluso por encima de Sorghun halepense L. Pers [Bieber
y Hoveland, 1968].

Nuestro trabajo consistié en el estudio de la capacidad
alelopitica de esta maleza, empleando como plantas de
prueba la lechuga y el arroz.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron plantas jovenes, sin florecer, de L. virgini-
cum, y después de lavadas con agua corriente se separ6
el follaje de las raices. Ambas partes se picaron finamen-
te y se tomaron porciones individuales que se extrajeron
con agua destilada por cinco minutos en batidora. Con
cada extracto se prepararon soluciones al cinco por
ciento (p/v) y, después de homogeneizar, se filtraron por
tela de gasa doble. Del filtrado se prepararon soluciones
al 2,0; 1,0 y 0,5% que, conjuntamente con la inicial al
cinco por ciento, se utilizaron para las pruebas en placas
de Petri, donde se colocaron 50 semillas de lechuga y
50 de arroz como plantas indicadoras sobre papel de
filtro humedecido con las soluciones de trabajo. Los
testigos se humedecieron con agua destilada.

A los seis dias se evalu6 la germinacién por placa y la
longitud de la radicula a diez plantulas de cada una.
Cada variante se replic6 cuatro veces, y los valores
graficados corresponden a los promedios de las evalua-
ciones.

Para el estudio del efecto de la incorporacién de mate-
rial vegetal al suelo se utilizaron plantas completas
finamente picadas, las que se mezclaron con suelo
ferralitico rojo tamizado a razén de cinco por ciento (p/p).
Con esta mezcla se llenaron bandejas de 25 x 20 x 7 cm,
en las que se sembraron 50 semillas de lechuga y 50 de
arroz en cada una. Al cabo de seis dias se evalud la
emergencia total y la altura de diez plantulas por bandeja.
Esta prueba se realiz6 en tres momentos: una siembra
inmediatamente después de la preparacién de la mezcla,
otra a los nueve dias y una tercera al cabo de 34 dias de
incorporar el material vegetal al suelo. En esta altima se
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evalué el peso fresco, el peso seco, la altura y el drea
foliar de la primera hoja verdadera de diez plantas por
variante. Cada prueba se replicé cuatro veces, y los
valores graficados corresponden a los promedios de las
evaluaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las pruebas en placas de Petri se observé un compor-
tamiento variado en la accién de los extractos acuosos
sobre las semillas de lechuga y arroz. El follaje de
L. virginicum provocé un ligero incremento en la
germinacién de las semillas de lechuga a todas las
concentraciones estudiadas, asi como los extractos me-
nos concentrados de las raices (0,5-1,0%), mientras que
los de mayor concentracién de esta parte de la planta
deprimieron ligeramente su germinacién (Fig. I). El
arroz respondié de manera diferente, pues solo los
extractos de follaje menos concentrados produjeron un
ligero estimulo, y los méis concentrados inhibieron dis-
cretamente este pardmetro. Otros autores también han
encontrado estimulos en unos casos e inhibicién en
otros, como respuesta de diferentes plantas a los extrac-
tos de especies alelopéticas [Sherma y Nathawat, 1987;
Labrada y Font, 1990 y Garcia, 1995]; sin embargo,
Biebery Hoveland (1968) observaron una fuerte accién
inhibitoria de todas las partes de esta maleza sobre la
germinacién de semillas de Coronilla varia L., lo que
demuestra que todas las especies vegetales no se com-
portan de igual forma frente a estas sustancias del
metabolismo secundario.

En relacién con el efecto sobre el crecimiento de la
radicula de lechuga (Fig. 2), los extractos de follaje
causaron una ligera inhibicién, mientras que en arroz
esta alcanzé hasta un 10% con la dosis méas concentra-
da. Sin embargo, todos los extractos de raices estimula-
ron el crecimiento de la radicula de lechuga, indicando
la presencia de esta clase de sustancias en esta parte de
la planta. En arroz el efecto varié de ligeramente esti-
mulante con las menos concentradas, a levemente inhi-
bitorio con las de mayor concentracién.

Las pruebas de incorporacién al suelo ofrecieron las
respuestas més interesantes, pues cuando se sembr6
inmediatamente después de mezclar con suelo el mate-
rial vegetal, la emergencia de lechuga present6 un incre-
mento ligero y la de arroz no mostrd efecto, mientras
que la altura de ambas fue levemente inhibida. Sin
embargo, al cabo de nueve dias de incorporar el material
vegetal (Fig. 3) las sustancias alelopiticas producidas
por la descomposicién y lixiviacién manifestaron una
persistencia del cardcter inhibitorio de la emergencia,
que en lechuga alcanzé hasta un 40%, asi como del
crecimiento de las plantulas de ambos cultivos donde
fue de 20 y 30% para arroz y lechuga respectivamente
(Fig. 4).
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Lechuga Arroz

60+
50+
40+
30;
20+
101

Longitud (mm)

Follaje Raices Extractos Follaje Raices
Conc. de extractos en % (p/v)

MO (test) NO5 HB1 M2 O5

Figura 1. Extractos acuosos de Lipidium virginicum sobre la germinacién. Evaluacién a los seis dfas.
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Figura 2. Extractos acuosos de Lipidium virginicum sobre la longitud de la radicula. Evaluaci6n a los seis dias.
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Figura 3. Incorporacién de material fresco de Lipidium viriginicum al cinco por ciento al suelo. Siembra inmediata.
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Lechuga
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Figura 4. Incorporacién de material fresco de Lipidium virginicum al cinco por ciento al suelo. Siembra a los nueve dias.

Una de las formas comunes de manifestarse los fené-
menos alelopéticos es a través de la descomposicion
y lixiviacién acuosa de las plantas o residuos vegetales
en el suelo (De la Cruz, 1987), donde intervienen los
microrganismos que ayudan a liberar al medio esas
sustancias, las que pueden aumentar y alcanzar cierto
grado de actividad mientras persista la fuente produc-
tora, comportindose como algunos herbicidas resi-
duales (Guenzi et al., 1967). La maleza L. virginicum

actud de forma similar, ya que después de 34 dias de
mezclado el material vegetal con el suelo persistia una accién
inhibitoria del desarrollo de plantulas de lechuga, con reduc-
ciones de los pardmetros de crecimiento de hasta 30% en la
altura de la planta, y 209% del 4rea foliar (Fig. 5). Esto coincide
con lo informado por Bieber y Hoveland (1968), quienes
observaron poca actividad de la maleza recién incorporada,
la cual fue aumentando con el tiempo, y atn a las diez
semanas el efecto inhibitorio era considerablemente alto.

Evaluacion a los seis dias

30-

251
201
151
10+

Inhibicién
(% del testigo)

N e &

peso verde peso seco

Lechuga

area foliar

altura

Figura 5. Incorporacién al suelo de material fresco de Lipidium virginicum. Siembra a los 34 dias.

Los resultados observados en este trabajo con la
lechuga y el arroz usadas como plantas de prueba,
indican que esta maleza posee un fuerte caricter
alelopético de inhibicién, que se manifiesta més a
medida que la planta se va descomponiendo en el
suelo, por lo que la presencia de enyerbamientos
dominantes de esta maleza durante la preparacién,
podria incidir negativamente sobre la germinacién y
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desarrollo inicial del cultivo por sembrar de forma
proporcional a la susceptibilidad de este a las sustan-
cias producidas por ella, lo cual perjudicaria los ren-
dimientos esperados, por lo que este tipo de investi-
gaciones sobre la alelopatia de residuos vegetales en
suelo debe servir para decidir el sistema de rotaciones,
los métodos de preparacién de suelo y el tiempo entre
labores.
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CONCLUSIONES

* Los extractos acuosos de follaje y raices de L. virgini-
cum entre 0,5-5,0% (p/v) mostraron tener un compor-
tamiento alelopatico sobre semillas de lechuga y arroz
al estimular la germinacién y el crecimiento inicial de
la lechuga, e inhibirlos en el arroz a las concentraciones
mayores.

* La mezcla con suelo del material vegetal al cinco por
ciento mostré poca influencia al inicio, pero se torné
muy inhibitoria al pasar el tiempo mientras avanzaba
la descomposicién y se mantenia atn 34 dias después.
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RESUMEN

ABSTRACT

Bajo condiciones de laboratorio fue estudiado el consume de alimento
del cogollero del tabaco (Heliothis virescens (F)), asi como el desarrolfo
biolégico de acuerdo con los estadios larvales, en diferentes condicio-
nes climéticas. Los datos fueron sometidos a anélisis de regresicn y a
diferentes modelos matematicos para mejor ajuste. En los resultados
las larvas de primer dia de nacida consumieron 0,05 g, aumentando
de forma progresiva para alcanzar el mayor consumo a partir del tercer
estadio. Se observd una disminucion en el consumo cuando fa larva
realiza la muda hasta que se recupera. Similar comportamiento realiza
la prepupa hasta que cesa de ingerir en el estado pupal. A los 20 °C
se aprecia en la ecuacion de mejor ajuste un polinomio de grado quinto,
con un coeficiente de regresién de 0,83 y el de determinacion 0,70. A
los 25 °C Ia ecuacion resulté un polinomio de grado cuarto, siendo el
coeficiente de regresion de 0,75, y el de determinacicn de 0,56; en las
condiciones variables de temperaturas (26,5 °C) de Ilaboratorio resufts
un polinomio de grado quinto con un coeficiente de regresién de 0,89,
y el de determinacién 0,19. El consumo de alimento resulté mayor a
los 20 °C que a las restantes temperaturas estudiadas. E cogoliero
pasé alimenténdose por siete estadios larvales. El consumo de alimen-
to a las diferentes temperaturas de exposicién resulté de 1,42g; 1,13g
y 1,02-1,07g respectivamente.

Palabras claves: nocividad, Heliothis virescens (F) tabaco, consumo
de alimento

Under faboratory conditions the consumption of food of the (Tabacco
budworm) of the tobacco was studied (Heliothis virescens (F), as well
as the biolagical development according to the larval stadiums, under
different climatic conditions. The data were subjected regression ana-
lysis and different mathematical models for better adjustment. in the
obtained results the larvas of first day of having been bomn 0.05 g
consumed increasing in a progressive way to reach the biggest con-
sumption starting from the third stadium. A decrease was observed in
the consumption when the larva carries out the change until she
recovers, similar behavior carries out the pre-pustule until it ceases of
ingesting in the state pupal. At the 20 °C the equation of better
adjustment a polynomial of degree fifth is appreciated, with a coefficient
of regression of 0.83 and that of determination 0.70. To the 25 °C the
equation was a polynomial of quarter degree, being the coefficient of
regression of 0.75 and that of determination of 0.56; under the variable
conditions of temperatures (26.5 °C) of laboratory it was degree
recruit's polynomial with a the coefficient of regression of 0.89 and that
of determination 0.19. The food consumption was bigger at the 20 °C
that to the remaining studied temperatures The (tabacco budworm)
went by 7 larval stadiums feeding. The food consumption to the
different exhibition temperatures was of 1.42g; 1.13g and 1.02-1.07g
respectively.

Key words: nocividad, Heliothis virescens (F), tabaco, | Consummate
of food

INTRODUCCION

La agricultura de todos los pafses sufre grandes
pérdidas a causa de los insectos nocivos. Anualmente
la produccién agricola mundial diminuye del 10-15%
por los dafios de los insectos. En la actualidad es
imposible obtener rendimientos satisfactorios en mu-
chos de los cultivos agricolas sin la aplicacion de
medidas especiales de proteccién de las plantas con-
tra los insectos.

El cultivo del tabaco es atacado por defoliadores que
causan pérdidas considerables, siendo el H. virescens el
més importante. De esta plaga existe una amplia infor-

macién sobre su ciclo bioldgico, método de lucha,
plantas hospedantes, influencia de la temperatura, crias
de laboratorios y otros [Bruner y Scaramuzza, 1936 y
Piedra, 1980]. Sin embargo, acerca de su nocividad se
carece de informacién.

De los estudios realizados, Tanskii et al. (1979) deter-
minaron que la voracidad general de las larvas expresa-
da en peso verde consumido determina la influencia de
la plaga sobre las plantas afectadas.

El efecto de selectividad de los insectos de seleccionar
es lo que hace que en algunos cultivos resulten més
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dafados por fuertes ataque de las plagas [Piedra y
Zubkov, 1992], mientras que Lépez (1994) plante6 que
existen algunas variedades de cultivos que poseen en
sus tejidos compuestos quimicos que tienen el efecto de
control en los herbivoros, y esto hace que no se vean
atacados por ciertas especies de insectos.

El objetivo del experimento fue determinar el consumo
de alimento del cogollero del tabaco en sus diferentes
estadios larvales, para poder predecir las pérdidas que
causan en condiciones de campo.

MATERIALES Y METODOS

Este experimento se llevé a cabo en los laboratorios de
entomologia de la Estacién Experimental Delicias
Grandes, en Alquizar, provincia de La Habana.

Se utilizé un disefio experimental bloque al azar con
cuatro r 0pha::as y tres variantes (temperatura de exposi-
ci6n 20 °C, 25 °C y temperatura ambiental de labora-
torio 26,5 °C) con un total de 60 individuos por
tratamientos.

Para el establecimiento de la crias se partié de colectas
de campo de tabaco, donde se recogieron larvas del
cogollero de diferentes estadios que se llevaron al labo-
ratorio, continuando su desarrollo hasta la fase adulta.
En la fase de pupa estas fueron sexadas y colocadas en
parejas en recipiente adecuado, hasta la emergencia del
adulto.

Los adultos se alimentaron con una solucion acuosa de
miel al 10% impregnada en una de algodén, y se les
coloc6 un papel encerado en forma de acorde6n para la

oviposicién. Estos eran retirados diariamente hasta que
eclosionaron, retirdndose las larvas de un dia de nacida,
que eran colocadas de forma individual en capsulas de
Petri de 10,5 x 1,5 cm, con un papel de filtro en su
interios, y se les puso una porcién de hoja de tabaco que -
eran pesadas previamente, en gramo, en una balanza
analitica Metter H8, y diariamente el alimento era
sustituido, y retirada la parte no consumida. Ambas
eran pesadas nuevamente y se calculaba por diferencia
la parte devorada, con el testigo sin larvas, que también
era sometido al mismo tratamiento para determinar la
pérdida de agua de las hojas.

Se registr6 la duracién en dias de cada estadio larval por
medio de la Ley de Dyar (1960), midiéndose también
el tiempo en dias de prepupa y pupa hasta la emergencia
del adulto, y registrandose la temperatura del Jaborato-
rio por medio de un higrotermégrafo. Los datos del
consumo diario de las larvas con su edad en dias y del
consumo acumulado por dfas vividos se sometieron al
andlisis de regresién con diferentes modelos matemati-
COS para un mejor ajuste.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados en relacién con el consumo de alimento
alas diferentes temperaturas estudiadas (Tablal ), mues-
tran que las larvas en el primer estadio consumieron
0,05g como promedio a la temperatura de 20°C, au-
mentando su voracidad de forma progresiva para alcan-
zar el mayor consumo a partir del tercer estadio. Se
observé también una disminucién en el consumo cuan-
do la larva realiza la muda hasta que se recupera.

Tabla 1. Consumo de alimento por Heliothis virescens ( F ) en diferentes temperaturas

Temperatura Consumo de alimento (g) / Estadios larvales Total (g)
Iro. 2do. 3ro. 4o, Sto. 6to. 7o,
200C 0,05 0,11 0,15 0,24 0,35 0,20 - 1,08
250 C 0,04 0,05 0,16 0,23 0,26 0,23 0,16 1,13
26° C 0,04 0,08 0,17 0,20 0,30 0,15 - 0,94

Los estadios fueron medidos por medio de la capsula
cefalica, y se observ6 un crecimiento de forma geomé-
trica Dyar (1960), disminuyendo la ingestién en la fase
prepupa

En la Tabla 2 se observaron los resultados acerca de la
biologia del cogollero alimentada con tabaco a las
diferentes temperaturag de exposicién , aprecidndose
que entre los 25y 26,5 C (temperatura ambiental), no
existi6 diferencias entre los estadios larvales. Alos 20 C
resulté mis prolongado el desarrollo en todas las fases,
con una duracién de 27 dias hasta la emergencia del
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adulto, Estos resultados son similares a los de Bulter et al.
(1971) y Guerra et al. (1979), quienes plantearon que
la diferencia entre las temperaturas controladas de
laboratorios refleja un indice de las fluctuaciones que
pueden presentarse en el campo en las plantas hospe-
dantes, pudiendo predecir el desarrollo poblacional.

Es necesario destacar que durante el estudio, un dos por
ciento de los ejemplares a las temperaturas estudiadas
lograron siete estadios larvales. Mendoza (1977), en su
estudio con temperaturas controladas, registr6 siete
estadios, lo que plante6 que para algunos lepidopteros



Consumo de alimento de Heliothis...

Tabla 2. Ciclo de vida de Heliothis virescens (F) en diferentes temperaturas constantes

Tiempo No. de Por ciento de Periodo Desarrollo larval por Tiempo | Pupa Total | Consumo de
de efemplares ejemplares de estadios (dias) de (dfas) de alimento
exposicidn | estudiades que legaron a incubacidn T ] 3 4 5 6 | prepupa dias
adultos (dias) (dfas)
20°C 60 33,3 4 4 5 3 6 8 8 4 27 69 1,42
25°C 60 41,0 3 2 3 5| 4 6 6 2 11 42 1,12
26,5°C 60 66,6 3 A 5 6 6 7 2 10 43 1,02-1,07

a temperatura superior a los 25°C pueden alcanzarse
mis estadios larvales resultando el mayor consumo de
alimento registrado a los 20 °C. Esto pudo estar dado
por la demora de la fase larval.
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Fig. 1. Consumo de alimento por Heliothis virescens (F) a temperatura de 20°C.
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Fig. 2. Consumo de alimento de FHeliothis virescens (F) a temperatura de 25°C.

1, 2 y 3 se muestran los consumos de
alimento diarios en gramos a diferentes temperaturas
de exposicién. A los 20°C result6 la ecuacién de mejor
ajuste un polinomio de grado quinto:
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Fig. 3. Consumo de alimento por Heliothis virescens (F) a temperatura ambiental.

Y=0,078 + 0,0015X 0,000 +10,0000X" - 0,0001x" + 2,0000%°

donde X son los dias transcurridos, mientras que Y es
el consumo de alimento en dias, siendo el coeficiente de
regresién de 0,83 y el de determinacién 0,70.

Alos 25 °Cla ecuacién result6 un polinomio de grado cuarto:
Y=0,0286 -0,0074X + 0,0013X° —0,000LX° + 0,0000X" + 0,0000X°

r=0,75 ¥ =0,56

En las condiciones de temperatura variable en el labo-
ratorio (26,5 °C), la ecuacién de mejor ajuste result6 un
polinomio de grado quinto:

Y=-0,0106 + 0,0251X 00052 +0,0004X +0,0001X" +0,0000X°
r= 0,83 ¥* =0,19

Estos modelos describen las curvas de consumo de
alimento del cogollero a temperatura constante y fluc-
tuante durante su fase nociva, y posibilitan estimar el
dafio en peso o drea foliar en determinado momento,
si se conoce el nimero de larvas y su composicién por
edades en cierta superficie del campo. Sin embargo, para
determinar la fase nociva, Papov y Reinés (1975) se
basaron en el sistema de coordenadas, realizando las
curvas de dafios producidas por el insecto conjugados
con los factores climéticos.

CONCLUSIONES

e El consumo de alimento se vio afectado por las
temperaturas de exposicién. A temperaturas bajas el
desarrollo es més lento, manifestindose la mayor vora-
cidad a partir del tercer estadio a todas las temperaturas
estudiadas.

26/fitosanidad

* Se puede predecir que a los 20°C resultd ser la tempe-
ratura donde mayor alimento consumié el cogollero.

* A los 20°C resulté ser donde mayor consumo de
alimento se registré.

* A través de ecuaciones de polinomio quintica a los
20°C y polinomio grado cuatro, se puede determinar el
consumo de alimento.
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RESUMEN

ABSTRACT

A tenor con fos compromisos contraidos por los paises firmantes de
la Convencion Marco de Naciones Unidas sobre el Cambio Climético
(IUCC, 1992), en este trabajo se evalud, mediante un modelo mate-
maético el impacto del cambio climético sobre el comportamiento de
Thrips tabaci Lind., fa fundamental plaga insectil de las lilidceas en
Cuba. Para ello se estableci6 la linea base de su comportamiento,
segln los registros histdricos de las temperaturas medias y las
precipitaciones correspondientes de octubre a abril, que se compart
con las lineas resultantes de evaluar, en el modelo matematico, fos
cambios climéticos previstos segin un Escenario de Emision de
Gases de Efecto Invernadero IS92A’, y coma Modelo Climético Global
el HADCM2 con sensitividad media, para los afios 2010, 2030, 2050
y 2100 desarrollado por el INSMET. Los resultados sugieren que en
la medida en que se produzca el cambio, T. tabaci resultars cada vez
mas favorecida en su desarrollo por las variaciones previstas en la
temperatura y las precipitaciones, y se producirén ataques més
intensos sobre el ajo y ofras lilidceas, fundamentalmente en los
primeros meses del afio, por lo que seréd necesario analizar variantes
en el calendario de siembra con el objetivo de mitigar en lo posible la
agresividad de esta plaga.

Palabras claves: ajo, cambio climatico, mitigacion, Thrips tabaci

According to the agreements established by the signing countries
within the Convention Framework of the United Nations on the Global
Change (IUCC, 1992} the impact of this phenomenon was assessed
in this work for T. tabaci, the most important insect pest of Liliaceae in
Cuba. A base-line was established for the behaviour of the pest taking
into account the historical data for mean temperature and rains
corresponding to the months from October to April. Resulting lines
obtained by means of a mathematical model and considering the
global changes foreseen according to the scenarios 1S924 and
HADCM2 as global climatic model with & mean sensitivity for the years
2010, 2030, 2050 and 2100 developed by the Cuban Meteorological
Institute, were compared with the base line. Results suggest that as
the global occurs the conditions for T. tabaci development will be more
favourable due fo the variations expected in temperature and rains.
As a consequence, more severe attacks will occur in gariic and other
liliaceous crops, mainly during he first months of the year so other
variants are to be analysed as for the sowing calendar in order to
mitigate the aggressiveness of this pest,

Key words: garfic, global change, mitigation, T. tabaci

INTRODUCCION

Desde la década del ochenta la comunidad cientifica
mundial ha estado alertando sobre la posibilidad de
un cambio climatico irreversible debido a las activida-
des humanas. Hoy el hecho de estar ocurriendo el
cambio es una realidad. Una de las conclusiones del
Primer Informe de Evaluacién del Panel Interguberna-
mental de Expertos sobre Cambio Climético (IPCC)
indica un aumento del efecto invernadero, lo que
produce un calentamiento adicional de la superficie de
la tierra.

En la Conferencia de Naciones Unidas sobre Medio
Ambiente y Desarrollo, que se celebré en Rio de
Janeiro en 1992, el IPCC present6 una actualizacién
de su primer informe, reafirmandose lo expresado en
€l, y fue la ocasién escogida para la firma, por parte de

los 155 paises incluyendo a Cuba, de la Convencién
Marco de Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico
(IUCC, 1992). En el articulo 4 dedicado a los compro-
misos que asumen las partes, se establecid, entre otros,
que se debian emplear métodos para la evaluacién del
impacto con miras a reducir al minimo los efectos
adversos en la economia, la salud piblica y la calidad
del medio ambiente.

Las poblaciones de hongos, bacterias, virus, neméto-
dos, insectos, malezas y los enemigos naturales, varian
en dependencia de mltiples factores, entre los que el
hombre juega un papel primordial. No obstante, existe
una influencia de los efectos biosféricos sobre hospe-
deros y los patégenos, una interrelacién entre ambos
y una respuesta del ecosistema a la interrelacion y los
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efectos directos e indirectos que tanto los patogenos
como hospederos producen en ellos [Wagner, 1990].
Segin Szentkirdldy et al. (1996), los insectos son bioin-
dicadores apropiados de las fluctuaciones de las varia-
bles climéticas.

El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar con métodos
cientificos el impacto del cambio climitico sobre el
comportamiento de Thrips tabaci Lind., especie de in-
secto que representa la principal plaga del ajo y otras
lilisceas en Cuba, y contribuir al compromiso contraido
en la Convencién Marco de Naciones Unidas sobre el
Cambio Climético.

MATERIALES Y METODOS

El método utilizado en la realizacién de este trabajo fue
el indicado por el manual sobre Métodos para la Eva-
luacién del Impacto del Cambio Climético y Estrategia
de Adaptacién (UNEP, 1996). Se siguieron las indica-
ciones generales al tratar la temdtica de la proteccién
de las plantas, debido a la posibilidad de utilizacién de
modelos empirico-estadisticos y de regresion mdaltiple
para evaluar el impacto del cambio, sobre plagas y
enfermedades, en futuros escenarios climéticos impor-
tantes en el 4mbito nacional y mundial.

Se selecciond un modelo estadistico (ecuaci6n de regre-
si6n mailtiple) obtenido por Cortifias et 4l. (en prepara-
ci6n) a partir de estudios de la dinimica de poblacién
de T, tabaci realizados durante tres afios consecutivos
en el 4rea experimental del INISAV en el municipio de
Alquizar, que forma parte de las principales zonas

productoras del cultivo en la provincia de La Habana
[Jiménez et al., 1999]. Dicho modelo describe las varia-
ciones de la poblacién en funcién de las temperaturas
medias y las precipitaciones, e involucra la fenologia del
cultivo:

Log (Pt) = 0,05F + 0,92 Log (35 -Tx) - 0,013 Pp
donde:

Pt: poblacién total

F: fenologia

Tx: temperatura media
Pp: precipitaciones

R’= 0,94

Utilizando este modelo se establecié una linea base
para lo cual se trabaj6 con los registros histéricos de las
temperaturas medias y las precipitaciones, teniendo en
cuenta s6lo los meses de octubre a abril, que correspon-
den al periodo en que se desarrolla el cultivo del 2jo en
Cuba. Los datos meteorolégicos utilizados fueron me-
dias histéricas de variables climéticas registradas por la
Estacién Meteorolégica de La Pepilla en Giiira de Me-
lena, de la red de estaciones del INSMET.

Se trabajé con el Escenario de Emision de Gases de
Efecto Invernadero 1S92A’, y como Modelo Climatico
Global el HADCM2 con sensitividad media, para los
afios 2010, 2030, 2050 y 2100 [Centellas, 1998].
Debido a que el ajo se planta en el periodo poco luvioso
(invierno), las variaciones de las variables meteorol6gi-
cas con los cuales se trabajé corresponden solamente a
los meses de octubre, noviembre, diciembre, enero,
febrero, marzo y abril (Tablz).

Valores de las variaciones de las variables meteorolégicas mensuales utilizadas en el
estudio con el Escenario de Emision de Gases de Efecto Invernadero 1S92A' y el Modelo
Climatico Global HADCM2 con sensitividad media. Localizacion: 22,50 lat./-82,50 lon,

Cambio: 2010
Variables Meses
Ene. Feb. Mar. Abr. Ort. Nov. Dic.
T.med. 0.3 0,3 0,4 0.4 0,5 0,5 0.4
Precip. -1,3 ~4.2 -6,7 0,7 1,9 5.0 1,2
Cambio: 2030
Variables Meses
Ene. Feb. Mar. Abr. Oct. Nov. Die.
T.med. 0,6 0,6 0,7 0.8 0,9 0,9 0,7
Precip. -2,6 -8,1 -12,8 -1,4 37 9,6 22
Cambio: 2050
Variables Meses
Ene. Feb. Mar. Abr. Oct. Nov, Dic.
T.med. 0.9 0,9 1,0 1,2 1,4 1,4 1,1
Precip. -39 -12,5 -19.6 -2,2 5,6 14,7 3.4
Cambio: 2100
Variables Meses
Ene. Feb. Mar. Abr. Ort. Nov. Dic.
T.med. 1,6 1,6 1,9 2,2 2.5 25 21
Precip. -7.2 -22,8 -35,7 -4,0 10,3 26,8 6,2
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Evaluacion del impacto del cambio climdtico...

Se realizé6 un anilisis comparativo de la linea base
calculada con los resultados que se obtuvieron, sustitu-
yendo en el modelo estadistico (ecuacion de regresion

miltiple) las variaciones de temperatura y precipitacio- -

nes previstas en los escenarios, asf como la evaluacion
del impacto sobre cada uno de ellos, y las consecuencias
que dichos cambios provocardn en el comportamiento
futuro de la plaga.

RESULTADOS Y DISCUSION

El modelo de regresién utilizado para evaluar el impac-
toen los diferentes escenarios tiene implicita la relacién
directa entre el crecimiento de las poblaciones de trips
y la temperatura media del aire, asi como la relacién
inversa entre dicho crecimiento y las precipitaciones.
Esto explica que, al comparar el comportamiento de la
especie que describe la linea base con los obtenidos
segiin las variaciones previstas de estas variables clima-
ticas (Fig.), las principales diferencias se obtengan a

1200 R e e R - S S R e
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partir de eneroc en los cuatro escenarios (2010, 2030,
2050 y 2100), debido a que los meses finales del afio
presentaran, en todos ellos, aumentos de la temperatu-
ra media y de las precipitaciones. Sin embargo, a partir
de enero y hasta abril las temperaturas, aunque en
menor cuantia, crecerdn, pero las precipitaciones mos-
trardn una disminucién considerable sobre todo en
febrero y marzo, a lo cual se adiciona la participacién
que en el modelo de regresién utilizado tiene la edad
de las plantas.

De tal manera que las plantaciones de ajo resultaran
mas perjudicadas por el ataque de T. tabaci como con-
secuencia del cambio climdtico, y esto implicard la
necesidad de incrementar la proteccién fitosanitaria en
virtud de lograr rendimientos adecuados del cultivo,
toda vez que los mayores incrementos de la plaga se
producirdn fundamentalmente a partir del primer ter-
cio de su periodo de desarrollo, y en adelante, coinci-
diendo con la etapa fenolégica en que se desarrollan los
bulbos.

800
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Comparacién entre la linea base y los diferentes escenarios para Thrips tabaci en ajo.

Elincremento de las poblaciones de T. tabaci cuando las
temperaturas son altas y las precipitaciones escasas ha
sido reconocido por numerosos autores [Lewis, 1973;
Silveira y Guimaries,1984; Koscik, 1985; Lorini ¢t al.,
1986; Ali et al., 1993; Founier et al,. 1995].

Consideramos que una situacién semejante se produci-
14 en relacién con otras especies de insectos y 4caros,
plagas de cultivos agricolas, cuyo calendario de siembra
coincide con el del ajo, y que ademis posean una
dependencia similar de los factores climaticos que mas
se modificarin como consecuencia del cambio. Tal es el
caso de las moscas blancas en el tomate o los 4fidos en
la papa.

Estudios sobre el efecto de cambios en el clima sobre
los patrones de fluctuacién temporal y espacial de
polillas [Leské et al., 1996] y sobre la influencia de las
fluctuaciones del clima sobre los patrones de diversidad
de insectos [Szentkirsldy et al., 1996] demuestran las
variaciones que se han estado produciendo en diversas
regiones del mundo.

Algunos estudios sobre prediccién del impacto del cam-
bio climitico también se han conocido recientemente,
como es el caso de los incrementos previstos por Jahn
et al. (1996) en la infestacién por 4fidos en cereales y
escarabajos de la papa, y los cambios potenciales en la
distribucién geografica de especies de insectos defolia-
dores [Williams y Liebhold, 1996].
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CONCLUSIONES

* En la medida en que se produzca el cambio climé-
tico, T. tabaci resultard cada vez més favorecido en su
desarrollo, y se producirdn ataques mds intensos de
esta plaga en el ajo, sobre todo en los primeros meses
del afio. Ser4 conveniente, por ende, analizar varian-
tes en el calendario de siembra con el objetivo de
mitigar en lo posible su agresividad, profundizar en
la seleccién de las variedades de ajo que han de
utilizarse (tipo de ciclo, caracteristicas de resistencia
y otros), y mantener el monitoreo de los trips y sus
enemigos naturales con vistas a detectar las nuevas
relaciones que se estableceran entre ellos y ajustar las
medidas que permitan su manejo.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se realizé un estudio de la preferencia alimentaria de Diaphania
hyalinata (Linn.) (Lepidoptera: Pyralidae) con ocho especies de plan-
fas hospedantes: Cucurbita maxima Duch., Benincasa hispida Cong.,
Citrullus vulgaris Schrad., Luffa cilindrica (L.) Roem., Cucumis sativus
Linn., C. dipsacus Ehrh., C. anguria Linn. y Momordica charantia Linn.
Se midieron las preferencias por consumo y tiempo de permanencia
de fas larvas L4. Resultd que las plantas de C. dipsacus y C. anguria,
ambas silvestres, encabezan la preferencia de esta especie, y son
seguidas por C. maxima y C. sativus, a pesarde serplantas cultivadas.
Las especies de Cucurbitaceae silvestres demostraron ser un efectivo
reservorio para D. hyalinata. La especie M. charantia no sélo fue ia de
menos preferencia, sino que existe una repelencia de ella sobre el
pirélido.

Palabras claves: preferencia alimentaria, Diaphania hyalinata, Cucur-
bitaceae

A study of the alimentary preference of Diaphania hyalinata (Linn.)
(Lepidoptera; Pyralidas) with 8 species of host piants: Cucurbita
maxima Duch., Benincasa hispida Cong., Citrullus vulgaris Schrad.,
Luffa cilindrica (L.) Roem., Cucumis sativus Linn., C. dipsacus Ehrh.,
C. anguria Linn., and Momordica charantia Linn. The preferences
were measured by consumption and time of permanency of the larvas
L4. it was that the plants of C. dipsacus and C. anguria, both wild ones
head the preference of this species and they are continued by C.
maxima and C. sativus, in spite of being cultivated plants. The species
of wild Cucurbitaceae demonstrated to be an effective source for D.
hyalinata. The species M. charantia was not only that of less preferen-
ce but rather a repulse of her exists it has more than enough the piralid.

Key words: alimentary preference, Diaphania hyalinata, Cucurbita-
ceae

INTRODUCCION

Las plantas de la familia de las cucurbitéceas (Cucur-
bitaceae) que son cultivadas: melones, pepinos, calaba-
za china y calabazas, han sido atacadas por diferentes
plagas en los dltimos afios, como los gusanos de los
melones y pepinos Diaphania hyalinata (Linn.) y D. niti-
dalis Stoll. De ellas la primera ha resultado la de mayor
afectacién, burlando los controles de la entomofauna
beneficiosa que poseen estos cultivares [Grillo y Pozo,
1998].

D. hyalinata se alimenta de estas plantas y de las cucur-
biticeas silvestres, en las cuales encuentra un reservorio
natural consumiendo su follaje [Wolcott, 1948; Bruner
y Valdés, 1953; Metcalf y Flint, 1975; Mendoza y
Gomez, 1982; King y Saunders, 1984]. Ademis es
reportado por Zayas (1989), atacando al chayote, y
Martinez y Lindo (1986) refieren que los primeros
instares son raspadores, y a partir del tercero son desfo-

liadores, y consumen secciones de tallo y fruto si el
alimento escasea [Pozo, 1994].

Las complejas relaciones insecto plaga-planta hospe-
dante, asi como su grado de preferencia, permite una
acertada evaluacién de estos reservorios y su elimina-
cién en épocas de no cosecha. Nuestro trabajo tiene
como objetivo el estudio de la preferencia alimentaria
de D. hyalinata en las diferentes especies de cucurbits-
ceas sobre las cuales ha sido reportada.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacién del presente se utilizaron larvas de
Diaphania hyalinata (Linn.) (Lepidoptera: Pyralidae)
procedente de la cria artificial del Centro de Investiga-
ciones Agropecuarias (CIAP), segiin la tecnologia de
cria de este pirdlido [Pozo, 1998].
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Las especies de cucurbitdceas fueron: calabaza comiin
(Cucurbita maxima Duch.), calabaza china (Benincasa
hispida Cong.), melén de agua (Citrullus vulgaris
Schrad.), pepino (Cucumis sativus Linn.), estropajo (Lu-
ffa cilindrica (L.) Roem.), pepino cimarrén (Cucumis
dipsacus Ehrh.), meloncillo cimarrén (Cucumis anguria
Linn.) y cundeamor (Momordica charantia Linn).

Para evitar cualquier enfermedad o microrganismo aso-
ciado a estas plantas se sembraron de semillas en cepe-
llones, en umbriculos, y luego de aptas para el experi-
mento se procedi6 a utilizarlas. Las larvas escogidas
fueron del III instar y puestas a consumir en dietas
naturales hasta que arribaron al IV instar, comprobén-
dose por la medicién del casquete cefalico [Pozo, 1994].
Se seleccioné el IV instar por ser, segin Martinez y
Lindo (1986) y Pozo (1994), el masvoraz que presenta
la especie.

Las plantas se cortaron en secciones de 100 mm’, y una
vez puestas sobre la bandeja se colocaron las larvas en
bandejas circulares de 175 mm de didmetro. Las ocho
especies de plantas de la familia Cucurbitaceae se si-
tuaron equidistantes unas de otras, y se variaron segin

srea (mm’) @& =

la disposicién con respecto a los puntos cardinales y a
las especies.

Se procedi6 a la anotacién de cada uno de los movi-
mientos de las larvas en los siguientes tiempos: 1, 2, 3,
5, 8, 10, 14, 18, 22, 25, 30, 35, 40, 50 y 60 minutos,
y luego en cada cuarto de hora hasta completar un total
de treinta horas. Se realiz6 con 40 réplicas.

Se calcul6 y promedi6 la cantidad de alimentos totales
consumidos por larvas y el promedio de ellas, asi como
la cantidad de tiempo en cada uno. Se analizaron las
variaciones estadisticas por el Programa SPSS (ver 8.0
para Windows NT).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las larvas de D. kyalinata (Linn.) mostraron una preferen-
cia por las plantas silvestres Cycumis dipsacusy C. anguria
con un consumo de 100 mm” y 98,25 mm" respectiva-
mente, por encima de especies cultivadas como Cucurbitg
maxima y Cugumis sativus, con un consumo de 95,75 mm
y 85,05 mm" respectivamente (Fig. I), aunque no existen
diferencias significativas entre ellas.
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Figura 1. Promedio de rea consumida por las larvas de D. hyalinata en las diferentes plantas hospedantes.

Las demds especies estudiadas que incluyen silvestres y

cultivadas decrecieron en preferencia en el siguiente

orden: B. hispida, C. vulgaris, L. cilindrica, y por tltimo,
2 ;

con un consumo s6lo de 1,8 mm®, M. charantia.

En la Fig. 2, en cuanto al tiempo de estancia sobre la
planta hospedante, result6 similar a la Fig. I, pero con
las variaciones de orden entre C. dipsacus y C. maxima,
las demas especies se mantienen en ese mismo orden de
preferencia, siendo en este caso M. charantia la de menor
frecuencia de tiempo, con sélo 2,41 horas.
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Estos resultados nos brindan una clara idea, ademas de
aportar al conocimiento cientifico de las relaciones y
preferencias tréficas de una especie, como se establecen
en la naturaleza con sus plantas hospedantes silvestres,
que son el reservorio natural en el tiempo en que no se
encuentran presentes los cultivares ttiles para el hom-
bre en las extensas areas que ellos ocupan.

Los enemigos naturales actian sobre esta especie de
modo natural y a un bajo coeficiente de reproduccion,
por lo que, llegado el tiempo de establecerse como una

o
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Figura 2. Tiempo de permanencia de las larvas de D. hyalinata en las diferentes plantas hospedantes.

plaga en los cultivos, estos no cuentan con un ntmero
adecuado para mantener a niveles bajos la presencia de
la plaga en el cultivar [Pozo et al., 1997].

De ello se desprende que la limpieza de estas plantas en
freas de cultivo y sus 4reas colindantes es fundamental,
pues se evitaria el pronto flujo de aparicién de la plaga que
encuentra en estos amplios cultivares el alimento necesa-
1o y sin restriccién para su reproduccién acelerada.

CONCLUSIONES

* La preferencia de D. hyalinata sobre las cucurbits-
ceas estudiadas fue en el siguiente orden de acuerdo
con el alimento consumido: C. dipsaaus, C. anguria, C. maima,
C. sativus, B, hispida, C. vulgaris, L. cilindrica y M. charantia.

* El tiempo de permanencia sobre el alimento fue
similar con el cambio de C. dipsacus por C. maxima.

* Las especies de cucurbiticeas silvestres constituyen
un refugio seguro para esta plaga en épocas donde no
existen cultivares de cucurbitdceas comerciales.

* La especie M. charantia no sélo fue la de menor
preferencia, sino que las larvas mostraron un rechazo
hacia ella.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se desarrollé un método para determinar el contenido de acrilonitrilo
en sus formulados utilizando la cromatografia gas-liquido con detector
FiD, hallandose el contenido de tetracloruro de carbono por diferencia.
Estas sustancias pueden ser analizadas por un método de valoracion
por retroceso con hidroxido de sodio, el cual implica un consumo
grande de varios reactivos, asi como de tiempo. Con el desarrollo de
este nuevo método pudimos obtener resultados muy buenos, ademéas
del ahorro de reactivos y de tiempo. El procedimiento consistié en
realizar 15 determinaciones, obteniéndose una desviacion tipica de
0,54 y un coeficiente de variacion de 1,57 % para el acrilonitrilo, y
0,83% para el tetracloruro de carbone, por lo que el método result6 ser
confiable y preciso.

Palabras claves: acrilonitrilo, tetracloruro de carbono, cromatografia
gas-liquido

A method was developed to determine the acrylonitrile content in its
formulations using the gas-fiquid chromatography with detecting FID,
being the content of carbon tetrachloride for difference. These subs-
{ances can be analyzed by a method of valuation by setback with
Sodium Hidroxide, which implies a big consumption of several reagents
as well as of time. With the development of this new technique we could
obtain very good results, besides the saving of reagents and time. The
procedure consisted on carrying out 15 determinations being obtainad
a typical deviation of + 0.54 and a coefficient of variation of 1.57% for
the acrylonitrile and 0,83 % for the carbon tetrachloride, for what the
method was fo be reliable and | specify

Key words: acrylonitrile, carbon tetrachloride, gas-liquid chromatogra-
phy

INTRODUCCION

El acrilonitrilo es un fumigante efectivo, potente y
altamente inflamable, y por eso en su formulacién
requiere de una sustancia que sea capaz de reducir este
fenémeno y que usualmente es el tetracloruro de carbo-
no [Registro Central de Plaguicidas, 1997].

La formulacién de acrilonitrilo + tetracloruro de carbo-
no se utiliza en nuestro pafs fundamentalmente para
la fumigacién de tabaco e instalaciones, especificamente
contra Lasioderma serricorne, Sitophilus oryzae y otras
plagas [Registro Central de Plaguicidas, 1988]. Los
métodos recomendados para la determinacién del acri-
lonitrilo y tetracloruro de carbono son [Vettorazzi,
L977];

a) Midiendo la densidad a 25 °C por el método del
picnémetro.

b) Destilacién de la mezcla midiendo la diferencia de
peso destilado y temperatura de destilacién.

c) Método de valoracién por retroceso con NaOH.

Estos métodos son técnicas que conducen a un grado
de mayor complejidad y de tiempo, asi como més gasto
de reactivos en el caso de la valoracién con NaOH. Por
esta razén desarrollamos un nuevo método por croma-
tografia gaseosa que nos permitiera, en poco tiempo,
determinar la composici6n del acrilonitrilo, y luego, por
diferencia, la del tetracloruro de carbono.

MATERIALES Y METODOS
Principio del método:

El método se basa en la determinacién del acrilonitrilo
en su formulacién por cromatografia gaseosa, usando
un relleno Sepharon BO con la utilizacién de un detec-
tor de ionizacién por llama. El tetracloruro de carbono
es determinado por diferencia.

Condiciones cromatogréficas:

* Columna de vidrio de tres metros de largo y dos
milimetros de didmetro interno relleno con Sepharon
BO.
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¢ Temperatura de la columna: 210 °C,
* Temperatura de] inyector: 280 °C.

* Temperatura del detector: 280 °C.

* Presi6n de nitrégeno: 70 kPa.

* Presi6n del aire: 50 kPa.

* Presién de hidrégeno: 40 kPa.

Técnica operatoria:

Preparacién del estindar interno: Se pesan alrededor de 2 000 mg
de butanol puro en un volumétrico de 200 mL, Se
disuelve y enrasa con metanol.

Preparacion del patron: Se pesa alrededor de 100 mg de
patrén de acrilonitrilo en un volumétrico de 10 mL.
Luego se agita y se enrasa con 10 mL (tomados con
pipeta aforada de 10 mL) de la solucién de estidndar
interno,

Preparacion de la muestra: Se pesa entre 280-300 mg de
muestra en un volumétrico de 10 mL. Luego se agitay
se enrasa con 10 mL (tomados con pipeta aforada de
10 mL) de la solucién de estandar interno.

Se inyectan dos microlitros del patrén e igual cantidad
de muestra por duplicado.

Tabla 1. Resultados obtenidos por analisis

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron 15 determinaciones, y los valores obteni-
dos se procesaron estadisticamente, determinidndose la
desviacién tipica y el coeficiente de variacién.

Como se muestra en la Tabla 1, los valores del contenido
de ingrediente activo de acrilonitrilo por el método de
cromatografia gaseosa oscilaron entre 33,67 y 35,53% p/v,
mientras que para el tetracloruro de carbono que estu-
vieron comprendidos, en el rango de 64,47 y 66,33% p/v.
Comparando estos valores anteriores con las concentra-
ciones reportadas por el fabricante del producto para
cada uno de ellos (35 = 2) % p/v para el acrilonitrilo y
(65 = 2) % p/v en el caso del tetracloruro de carbono
[Acrizell, Zellchemie, 19971, nos demuestra la capaci-
dad de esta técnica para determinar, de manera eficien-
te, los contenidos de estos ingredientes activos dentro
de la formulacién, lo que da una medida de la exactitud
de la técnica analitica propuesta.

En la Tabla 2 se puede observar que la desviacién tipica
para el método fue de +0,5446 y el coeficiente de
variacion de 1,57 % para el acrilonitrilo, y 0,83 % para
el CCL,, por lo que se puede deducir que este método
presenta una aceptable precisién.

No. Peso de  |Por ciento p/p de| Por ciento |Por ciento vfv de| Por ciento |  V,, Por ciento v/v en | Por ciento vfy
muestra acriloniirilo plp de acrilonitrilo v/v de total Jormulado en formulado
(g) CCl, CCl, acrilonitrilo de CCl,
1 0,3070 21,06 78,94 26,00 49,58 | 75,58 34,40 63,60
2 0,2870 21,68 78,32 26,76 49,19 75,95 35,23 64,77
3 0,3570 20,53 79,47 25,34 49,91 75,25 33,67 66,33
4 0,3210 21,15 78,85 26,11 49,52 75,63 34,52 65,48
3, 0,3110 21,60 78,40 26,66 49,24 75,90 35,12 64,88
6 0,2836 201033 78,67 26,33 49,41 75,74 34,76 65,24
7 0,3190 21,20 78,80 26,17 49,49 75,66 34,58 65,42
8 0,3050 2191 78,09 27,04 49,05 76,09 35,53 64,47
9 0,2987 21,21 78,09 27,04 49,49 75,67 34,59 65,41
10 0,2970 21,03 78,97 25,96 49,60 75,56 34,35 65,65
11 0,3200 21,23 78,77 26,20 49,47 | 75,67 34,62 65,38
12 0,2910 20,63 79,37 25,46 49,85 75,31 33,80 66,20
13 0,3120 21,83 78,17 26,95 49,10 | 76,05 35,43 64,57
14 0,3000 21,08 78,92 26,02 49,57 | 75,39 34,42 65,58
15 0,2910 20,84 7915 25,72 49,71 75,43 34,09 65,91
Tabla 2. Resultados estadisticos
Pardmetro estadistico Acrilonitrilo Tetraclorura de carbono
Valor promedio (X) 34,60 65,40
Desviacién Tipica (D.T.) 0,5446 0,5446
Coeficiente de variacién 1,57 % 0,83 %
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CONCLUSIONES

* El método de cromatografia gaseosa desarrollado es
adecuado, pues present6 una desviacién tipica
+0,5446, asi como un coeficiente de variacién de
1,57%, lo cual conlleva a una aceptable precisién.

*El método es una alternativa para analizar acrilonitrilo
y tetracloruro de carbono en sus formulaciones de una
forma répida y precisa.
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LIXIVIACION Y ADSORCION DE CI.ORP’IRIFOS
E IPROBENFOS EN LOS SUELOS FERRALITICO ROJO

Y OSCURO PLASTICO

Maribel Garcia, Pura Moreno y G. Dierksmeier

instituto de investigaciones da Sanidad Vegetal. Calfe 110 no. 514 e/ 5a. B ¥ 8a. £, Playa, Ciudad de La Habana,

CP 11600

RESUMEN

Se realizaron experimentos con vistas a determinar la ixiviacion ¥
adsorcion de clorpirifos e lorobentos, plaguicidas de mucho uso en ef
cultive def arroz, en los suelos ferralitico rojo v oscuro plastico. Para
fa fixtviacion se ulilizaron cofymnas plésticas de 30 om de alturs ¥
cinco centimetros de didmetro intemo. Se investigaron cuatro regi-
menes de precipitacion (50, 100, 150 y 200 mm de Mhuvia), afadidn-
dose un méximo de 50 mm par dia. La dosis utilizada en los gxperi-
mentos para fos insecticidas fue equivalente a 3,5 kg ia/ha. La
distribucidn de los plaguicidas se determing analizando carla segmen-
to ds suelo, y mediante cromatografla gaseoss con detector termois-
nico se evaiud su cantidad en cada perfi, deferminandose ef porcen-
taje gue representan del total encontrado en iodos los nivelss. La
adsorcién de cada plaguicida se determing luego que este sicanzara
ef equilibrio en of sistema agua-sueln en ambas fases. Transcurtidc
este liempo se determing cuantitativaments porcromatografia gasso-
sa /a concentracion de clorpirffos e jprobentfos en el agua. La deter
minacién de fa constante especifica de adsorcion fue levada a caho
& lravés de & expresion de Freundiich, Los resuttados de fa lixiviacién
permitieron conocer gue el chiorpyrifos no lixivia en ninguneo de fos
suelos estudiados bajo fas condiciones def experimento, sin smbargo
ef iprobenfos manifests un mayor movimiento en ef suelo farralftice
rofo, fleganda hasta 15 cm. Con respecto a la adsorcion, ef clorpirifos
presentd una constante especifica afta en ambos suelos, misntras
que /a constanie dsf jprobenfos fue pequeda, siendo figeramente
mayor en ef suelo oscuro pféstico.

Palabras claves: fixiviacion, clorpirifas, iprobenfos, suefos

ABSTRACT

They were carried out experiments with a view o tetermining the
feaching behavior of chioroyrifos and isrobentos, pesticides of a ot
of use in the cultivation of the rice, in the soil Red Ferralitic and Brown
Plastic. For the leaching experiments, plastic columns of 30 cm of
height and 5 cm of internal diameter were used. Four regimens of
precipitation was investigated: 50, 100, 150 and 200 mm of rain, being
added a maximum of 50 mm per day. The dose used in the sxperi-
ments for the insectivides went equivalent to 3.5 kg ai’ ha . The
distribution of the pesticides was determined analyzing each scil
segments and by means of GLC and NPD detection, the quantity was
evaluated of these in each profile, being determined the percentage
they represent of the total found in all the fevels. The resufis obiained
of the leaching affowed fo know that the chiorpyrifos doesn't leach in
none of the soif studied under the conditions of the experiment,
howsver the iprobenfos manifasted a bigger movement in the soil Red
Ferralitic, amiving up to 15 cm. '

Key words: feaching, chiorpirifos, iprobenfos. soil

INTRODUCCION

Con el desarrollo de la civilizacién se han originado
diversos residuos industriales que pueden ser orgéni-
cos, inorganicos, gases de combustitn, cenizas, etc.,
constituidos por materiales indeseables, la mayoria
perjudicial para el hombre y todo el medio donde vive.
Tal contaminacién ambiental ha logrado que los hom-
bres se preocupen en como combatirla, tratando de que
cada dfa haya menos residuos industriales en el planeta
que afecten fa vida de todos sus habitantes.

Exactamente no se trata de eliminar dicha contamina-
¢ion, sino de reducir su dimensién, los resgos; v las

medidas que sea necesario tomar es lo recomendable
para reducir al minimo las consecuencias.

Entre las contaminaciones mas frecuentes que pueden
presentarse en la actualidad se encuentran las de cad-
mio, plomo, desechos orgénicos, derrames de petréleo,
productos de la combustién de combustibles fésiles v
plaguicidas.

La contaminacién por plaguicidas bajo nuestras condi-
ciones no constituye hasta el momento un problema
critico; sin embargo, es necesario realizar estudios ten-
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dentes a conocer el comportamiento de los plaguicidas
en el medio debido a que los residuos de estos compues-
tos provocan un riesgo para la vida del hombre, anima-
les y plantas.

Con el objetivo de reducir el impacto de los residuos de
plaguicidas en el ambiente, se realizan en nuestro labo-
ratorio diversas investigaciones para determinar el com-
portamiento de estos agroquimicos en agua, suelo y
cultivos fundamentalmente. Tal es el caso de los traba-
jos que se realizan para estudiar la lixiviacién, que es el
movimiento del plaguicida hacia las capas profundas
del suelo, y que tiene gran importancia practica, puesto
que ella influye sobre la persistencia de estos compues-
tos en un perfil dado, y da una idea del riesgo de conta-
minacién del manto fredtico [Dierksmeier, 1994].

Para realizar nuestro experimento se seleccionaron dos
plaguicidas de uso en el cultivo del arroz [Worthing,
1987] y que no habian sido previamente investigados.
Como se sabe, el cultivo del arroz, desde el punto de
vista ambiental, constituye un riesgo debido a los cana-
les de drenaje y cercanias a zonas costeras.

El objetivo de esta investigacién es determinar la lixi-
viacién y adsorcion del clorpirifos e iprobenfos en el
perfil arable de los suelos oscuro plastico y ferralitico
rojo a escala de laboratorio, expuestos a las condiciones
naturales de temperatura y humedad.

MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo la lixiviacién en el suelo oscuro
plastico (pH en suspensién acuosa 1/10 de 7,8, y 4,5%
de materia orgénica ) y ferralitico rojo (pH en suspen-
sién acuosa 1/10 de 6,5, y 2,4% de materia orgénica)
se utilizaron ocho tubos plésticos de 30 cm de altura y
cinco de difmetro interno (cuatro tubos para cada
suelo). A cada tubo se le practicé un corte lateral de
modo de producir una abertura de dos centimetros de
sector y 20 centimetros de longitud (Fig. I). Al segmen-
to faltante para completar el cilindro se le fij6 una cinta
adhesiva, y al borde inferior de los tubos se les at6
fuertemente un pedazo de gasa de modo que el suelo
con que se [lenaran los tubos no saliera.

20 em

S

2 om
Figura 1. Tubo plastico con abertura lateral.
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A continuacién se cargaron los tubos con el suelo
correspondiente, seco y tamizado, a través de una malla
de dos milimetros. Por vibraciones mecanicas se com-
pactd el contenido del tubo hasta que el nivel del suelo
no descendiera méds. Después se cubri6 el suelo con
papel de filtro y se hizo llegar gota a gota la cantidad
suficiente de agua, de modo que el exceso filtrara
libremente por el borde inferior. En ese momento se
detuvo la adicién de agua y se esperé hasta que no
drenara mis, se retir6 el papel de filtro y se realizé
entonces la aplicacién del plaguicida, contaminando
superficialmente con 700 g de clorpirifos e iprobenfos,
cantidad que corresponde a una dosis superficial de
3,5 kg de i.a/ha.

Se analizaron cuatro regimenes de precipitacion: 50,
100, 150, 200 mm de lluvia, afiadiéndose un méximo
de 50 mm por dia. Terminado el experimento, los tubos
se dejaron reposar durante cuatro horas con el objetivo
de que toda el agua libre haya percolado. A continua-
cién se retir6 la lista lateral, y el suelo se dividi6 en cinco
perfiles: 0-5, 5-10, 10-15, 15-20 y mis de 20 cm. La
determinacién del clorpirifos e iprobenfos se realizé
mediante la siguiente técnica:

Se secaron al aire las porciones de suelo proveniente de
los tubos, se homogeneizaron y se tomé la mitad, se
agité en zaranda una hora con 150 mL de acetona
pasandose a través de Na, SO, anhidro a balén de 250 mL,
se concentré en evaporador rotatorio a 40°C, se diluy6
el extracto en acetona y se inyectaron 2 pL en el
cromatdgrafo gaseoso provisto de un detector termoid-
nico bajo las siguientes condiciones:

Condiciones cromatogrdficas:

Columna de vidrio 1,5 m x 4 mm rellena con OV-101
al 5% sobre Chromosorb W DMCS 80-100 mallas.

Temperatura: horno: 220°C
inyector: 260°C
detector: 220°C

Gas portador: N2 50 mL/min

Gases auxiliares: ~ Ha: 40 mL/min

aire: 150 mL/min

Para evaluar los plaguicidas investigados se determiné
su cantidad en cada perfil, y el porcentaje que repre-
senta del total encontrado en todos los perfiles, con un
limite de deteccién de 0,1 mg/kg.

Para llevar a cabo la adsorcién se usaron tubos de
ensayos de 60 mL de capacidad. Se trabajé como
minimo con cuatro concentraciones de plaguicidas en
solucién acuosa. Con cada concentracién se prepararon
cuatro tubos de ensayo, a los cuales se les afiadié 50 mL
de solucién de plaguicida. A dos de los tubos se les
afadié 5 g de suelo, y los otros dos se utilizaron como
blanco analitico. Los tubos asi preparados se agitaron
durante un minuto y después se colocaron en incuba-
dora a 30°C, durante 16 horas. Al cabo de ese tiempo
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se tomé un alfcuota del sobrenadante de cada tubo yse
determiné la concentracién del plaguicida, expresindo-
se esta en mg/mkL. Con los resultados analfticos para
una misma concentracién de plaguicida, de los tubos
con suelo y sin suelo, se caleuld la cantdad X {g) de
cada plaguicida adsorbido en los 5 g de suelo,

La ecuaci6n de Freundlich en cada caso particular se
obtuvo graficando los valores log x'm contra log ¢
{logaritmo de la concentracién de equilibrio). En
ambos casos se utilizé un formulado comercial de
concentracién conocida (determinada analiticamen-
te]. Las concentraciones utilizadas para la obtencién
de las isotermas correspondientes fueron 23, 50, 100
y 200G ¢/mL.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados de la Fig. 2, se puede
observar que el clorpirifos practicamente no se rueve
en ninguno de los dos suelos investigados; atin para 200 mm
de precipitacién permanece el 99% de la dosis aplicada
er los primeros 5 ¢cm de la capa de suelo. Este compor-
tamiento obedece a que el clorpirifos se retiene fuerte-
mente en ambos suelos; su adsorcidn es alta, resultado
que se comprueba con la constante de adsorcién de este
Compuesto para ambos suelos ~28,70 pg/g para el suelo
oscuro plastico, y 10,75 ug/g para ¢l ferralitico rojo-,
valores que coinciden con los trabajos realizados por
otros autores [Gustafson, 1989; Voliner and Kiotz,
199771
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Figura 2. Lixiviacién de clorpirifos en los suelos ferralftico rojo y oscuro plastico,

El iprobenfos mostré una ligera tendencia a moverse
hacia las capas mds profundas estudiadas, llegando el
76,5 % de la dosis aplicada hasta el perfil comprendido
entre 5-10 cm en el suelo ferralitico rojo {(Fig. 3). Este

resuftado demuestra que el insecticida tiene poca afini-
dad por los coloides del suelo, v se ve desplazado en el
proceso de competencia de los centros activos por las
moléculas del agua.
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Figura 3. Lixiviacién de iprobenfos en suelo ferralitico tojo.
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En el suelo oscuro plastico el iprobentos tuvo una lixivia-
cién miés limitada, ya que sotamente el 1,2% llegé al perfil
comprendido entre 3-10 cm (Fig. 4). Entre las causas que

justifican este comporamiento se encuentra el conte-
nido de materia organica de este suelo (4,5%), siendo
mavor que la del suelo ferralftico rojo (2,4%).

e
P

Nuvia
{mm}

perfil fem)

Figwra 4. Lixiviacion de tprobenfos en suelo oscuro pléstico,

CONCLUSIONES

« Clorpirifos no lixivia por debajo de los 5 e¢m de
profundidad en ninguno de los suelos estudiados {(os-
curo plastico y ferralitico rojo), aun cuando las precipi-
taciones alcanzan el nivel de 200 mm.

» La lixiviacién de iprobenfos depende del tipo de suelo.
En el ferralitico rojo méas del 70 % de la dosis aplicada
se mueve hacia el perfil comprendide entre 5-10 em de
profundidad cuando ocurre un nivel de precipitacion
de 200 mm; sin embargo, si s¢ encuentra en el suclo
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oscuro plastico menos del dos por ciento, llega al pexfil
antes mencionado para el mismo nivel de precipitacion.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se realizaron estudios con el objstivo de formular cebos pars ef
combale de los caracoles. Se valoraron portadores, atrayentes g
fngredientes activos en su confaccion, los cuales fusron evaluados en
condiciones de laboratorio y de campo. Ef estandar utilizado fue ef
motusquicida Alimet. Los estudios en la slimentacidn sefectiva con-
dujsron a ia seleccidn de fos portadores C1 y $1 con particuias
menores de 0,8 micras, y Ia sustancia 87 come atrayente. Fueron
utitizados como ingredientes activos fos insecticidas quimicos carba-
vl y carbofuran al cinco por ciento. Con astos componenies se
confeccionaron los cebos. Los rmejores resultados se obfuvieron con
Ios cebos efzboradns con los portadores C1 y 81, utilizando Jos
insecticidas carbiofuran y carbaryl, que mostraron efectividadas sobre
fos caracofes similares af estindar Alimet.

Palabras claves: caracoles, cebo, portadores

Resesrch was made fo formulate baits to fight sails. Many carriers
aftractive and active ingredtients were considered when making them.
They were evaluated in laboratory and fild conditions. (baits Alimet was
used as standard. Stutlies an selectivee feeding mads us choose C1
and 57 carrigrs with particles lesser than 0.8 microns and S7 subs-
tance as fatractivo). Chemical insecticides Carbaryl and Carbofuran
were used as aclive ingredients. Baits were made out of these
componenis. The best resufts were obtained when using baits made
of C1 and 51 camiers, utilizing Carbofuran and Carbaryl asinsecticides
that shawad they wers effective on spaifs alike Alimet standard

Key wards: snails, bait particles

INTRODUCCION

Las babosas y caracoles terrestres (Molusca: Gasteropoda)
son plagas de importancia econdémica, v constituyen un
problema para la agricultura en todo el mundo, por las
depredaciones que realizan en jardines, huertos, vive-
10s, invernaderos, macizos de hongos comestibles, ca-
fetales, plantaciones de cacao y 4reas dedicadas a la
produccién de hortalizas [Ferndndez, 1982].

Ademds pueden ser huésped intermediario de parasitos
de animales domésticos v del hombre, v pueden inter-
venir como trasmisores de enfermedades entre las plan-
tas [Berg, 1998].

Las babosas y caracoles son animales que atacan a las
plantaciones a la caida de ia tarde v durante la noche,
pues el sol v la sequia les hacen mucho dafio; en horas
de alta humedad relativa (86 %) las hace completamen-
te activas, v se favorece la incubacion v eclosién de los
huevos [Palazzo, 1988].

En Cuba no se habian reportados ataques importantes
hasta hace algunos afios en que, al parecer, por el auge

que han tomado los organopénices, hidropénicos y
jardines, se han creado las condiciones para el surgi-
miento de un incremento de esta plaga, preocupante ya
para los productores.

Para e} combare de esta plaga se han utilizado sustan-
clas como el arsénico y el metaldehido. Poco después se
introdujo el molusquicida methiccarb, que brindé bue-
nos resultados en el combate de estas plagas y aun
mejores cuando se incorpord a un cebo atravente, lo
cual, seglin Baver {1978}, aumenta su efectividad, dis-
minuye los riesgos toxicos v facilita el esparcimiento del
formulado, Actualmente en el mercado s¢ encuentran
numerosos molusquicidas, pero para Cuba ha sido
difiicil la obtencién de estos productos por su elevado
costo, por 1o que se han utilizado otras sustancias tales
como la cal y el insecticida carbaryl, pero con muy poca
efectividad,

Por todo lo antes expuesto, nuestro trabajo estuvo
encaminado a la obtencién de un cebo efectivo para el

fitosanidad 43



Trufillo y otros

combate de las babosas y caracoles, cuya formulacion
se pueda realizar en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Los estudios de laboratorios se realizaron en el Depar-
ramento de Toxicologfa perteneciente al Instituto de
Investigaciones de Sanidad Vegetal {INISAV) del Mi-
nisterio de la Agricultura,

Las especies de caracoles utilizadas fueron: Bradybaena
similaris, Zachrysia spp, Praticolella guanensis y Subulina
octona. Todas se evaluaron en conjunto por coincidir al
unisono su incidencia, las que se colectaron en dos
organopénicos de la provincia de La Habana.

Para la confeccion de los cebos se ejecutaron dos fases.
En la primera se estudié por separado la aceptabilidad
por esta plaga de cada uno de los componentes que

formaron los cebos, y en la segunda fase los formulados

elaboradas, como se describe a continuacion:
Fase 1
Portadores:

Se evaluaron tres pertadores clasificados como S, C'y
H. Se utiliz6 como estandar el afrecho de trigo.

Los portadores se pasaron por tamices de 1,41 v 0,8
micras, separando las particulas mayores de 1,41 ma-
llas (s6lo para el portador C), lo que dio origen a la
evaluacién de ocho variantes (C1, C2,C3, 81, 52, H1,
H2 vy el estandar).

Se realizé una prueba de alimentacion selectiva, para
lo cual se utilizaron cajas de madera de 35 cmde ancho
por 34,5 cm de largo y 5,5 em de alto, con divisiones
interiores equidistantes de 6 cm de ancho, en las cuales
se deposité un gramo de cada portador, replicado tres
veces, Se efectuaron evaluaciones diarias durante cinco
dias, pesando el residuo seco v colocando alimento
nuevo cada dia.

Atrayentes:

Se evalus la atractibilidad de diferentes sustancias
atrayentes frente a los moluscos, tales como SZy los
extractos de acelga, col, culantro y lechuga.

Los extractos fueron mezclades con el afrecho de trigo
(portador) para su valoracion, y en el caso de la SZ,
con el resto de los portadores.

Los estudios de atractibilidad se realizaron en placas
Petri con cinco ejemplares de la plaga, en las que se
coloco un gramo de los atrayentes y se replicaron cinco
veces, Se obtuvo el peso del residuo seco diariamente.
Ingredientes activos:

Fueron sometidos a ensayos los insecticidas carbaryl
85 % PH. y carbofuran 5 9% G. Fueron evaluados
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mediante tratamientos por inmersién de los moluscos
durante 20 segundos a una concentracién del cinco por
ciento. Posteriormente los caracoles se confinaron en
nimero de cinco ejemplares por variantes, y estas se
replicaron cinco veces. Se crearon las condiciones de
un ambiente himedo y se le proporcionaron hojas de
lechuga como alimento.

Los conteos de mortalidad se realizaron a las 24, 48 y
72 horas, y a los siete dfas, con los que se calcularon
los porcentajes de mortalidad y se utiliz6 la férmula de
Abbot [Ciba-Gevgl, 1985},

Fase 2
Formulacion dz los cebos en polvo:

Los componentes utilizados en la formulacién fueren
los que brindaron mejores resultados en la Fase 1. El
método para la confeccién del cebo consistio en mez-
clar con un agitador cada uno de los componentes
seleccionados, segtn la siguiente formula base:

Portadores 85 %
Atrayente 10 %
Ingrediente activo 5%
Agua 50 mL

Luego de mezclados Jos componentes se extendieron
sobre un papel kraft v se dejaron secar en un local a
temperarura ambiente por espacio de 20 horas, v se
procedid a su envase en cartuchos de papel debidamen-
te rotulados.

Para evaluar la efectividad de los cebos se colocaron
cinco ejemplares de la plaga en cada placa Peud, v 500 mg
del cebo en estudio. Se crearon la condiciones de un
ambiente hiimedo v se efectuaron observaciones a fas
24, 48 y 72 horas, Los porcentajes de mortalidad se
calcularon con el uso de la férmula de Abbot [Ciba-
Geygi, 1985].

Las mejores variantes {seis) se evaluaron en condi-
ciones de campo, en el organopdnico ubicado en la
DAAFAR, en Ciudad de La Habana, Se utilizd un
diserio de bloque al azar con ocho variantes, incluyen-
do el testigo y el estandar Alimet, replicados tres veces.

Se realizaron chequeos previos a la aplicacién para
determinar la densidad poblacional de la plaga por
metros cuadrados en cada una de las varantes. Los
cebos se aplicaron en forma de banda a razén de
2-5 gfmz en horas del atardecer.

La efectividad técnica se calculs por la férmula de
Henderson v Tilton [Ciba Geygi, 19851,

Todos los datos fueron wansformados a arcoseno VX y se
procesaron estadfsticamente utilizando ANOVA, y las
diferencias significativas se determinaron mediante la prue-
ba de Newman-Keuls con un cinco por clento de error,
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la alimentacién selectiva, los portadores Cl v 51
con particulas menores de 0,8 micras fueron los que
mejores resultados mostraron, con medias de consumo
de 0,30 v 0,28 g respectivamente, no reflejando dife-

rencias significativas con el estdndar, y sf con el resto
de los portadores evaluados. Esto se debe a que las
particulas menores son més faciles de consumir por
estos animales. Los portadores menos consumidos por
¢sta plaga fueron el 52, HI, H2 v C3, las cuales no
difirieron entre sf (Tabla 1).

Tabla 1. Valoracion de la alimentacién selectiva de los portadores

sobre especies de caracoles

Variantes Media de consumo (g Sinificacion
Afrecho de trigo festandar} (.31 a
CI con particulas < 0,8 micras 0,30 a
S1 con particulas < 0,8 micras 0,28 a
C2 con particulas > 0.8 micras 0,23 b
52 con particulas > 0,8 micras 0,18 C
HI con particulas < 0.8 micras 0,18 c
C3 con particulas > 1,41 micras 0,16 ¢
HZ con particulas > 0,8 micras 0.16 <

Es importante destacar que las diferentes especies de
caracoles mostraron gran actividad desde el primer dia
en que se les suministré el alimento y su aceptabilidad,
ya que se acercaban con répidez, lo reconocian v al
poce tempo se observaron comiendo y dejando rastros
de sus mucos sobre los portadores.

Estos resultados nos indicaron que los portadores S1 v
CI, de produccién nacional, pueden sustituir al afre-
cho de trigo en la confeccién de cebos (Tabla I,

De las sustancias evaluadas como atravente, e SZ
resultd ser la tinica atractiva para los caracoles, Al hacer
el analisis de los portadores con atrayente v sin €l se
pudo observar que con el atrayente las medias de
consumo fueron significativamente superiores a sus
similares sin el atrayente; esto corrobora los resultados
obtenidos por otros autores, que citan a dicho atrayen-
te como efectivo para los caracoles [Andrews, 1985)
(Tabla 2).

Tabla 2. Evaluacién del atrayente SZ sobre especies de caracoles

Portadores y atrayente Media de consumo (z) Significaciin
CI con particulas < 0,8 micras + SZ 0,53 a
51 con partculas < 0,8 micras + SZ 0,32 a
C2 con particulas > 0,8 micras ~ SZ 0,26 b
52 con particulas > 0,8 micras = SZ 0.24 b

Con la incorporacién de los extractos naturales de
techuga, col, acelga v culantro mezclados con el afrecho
de trigo, pudimos observar que las medias de consumo

fueron inferiores 2 los obrenidos con el afrecho de trigo, por
lo que no podemnos afirmar que dichos extractos no resul-
taron atrayentes hacia los moluscos evaluados {7abia 3).

Tabla 3. Evaluaci6n de la atractibilidad de Jos extractos vegetales

sobre especies de caracoles

Variarnies Media de consumo (z)
Afrecho de trigo — Extracto de lechuga 0,17
Afrecho de trigo + Extracto de col 0,18
Afrecho de trigo + Extracto de acelga 0.15
Afrecho de trigo - Extracto de culanto 0,17
Afrecho de trigo  (Estdndar) 0,20
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No se corresponde esto con lo planteado por varios autores,
quienes afirman que los vegetales son altamente atrayentes
para los gasterépodos terrestres {Bayer,1978; Malgo-
od,1986; Pelazzo, 1987 y Berg, 1977]. Esto puede expli-
carse, va que estos autores utilizaron vegetales frescos y no
sus extractos, pues durante el proceso de obtencion pueden
perderse sustancias y propiedades que podrian resultar las
verdaderamente atrayentes,

Ambos insecticidas quimicos mostraron elevados {ndi-
ces de efectividad, sin diferencias significativas a los

cinco dias, v sf con respecto al testigo sin tratamiento,
obteniendo para ambos compuestos un ciento por
ciento de mortalidad. Tales resultados coinciden con
lo obtenido por Prystupa v col. {1987), quienes
informaron buenos resultados con estos carbamatos,
aunque los indices de mortalidad obtenidos por ellos
fueron inferiores a los nuestros. Esto pudo estar
motivado por la diferencia entre las especies evalua-
das (Tabla 4).

Tabla 4. Efectividad de los insecticidas carbofuran v carbaryl sobre especies de caracoles

Varigntes Conic. Efectivided técnica (%)
24 horas Sien. 48 horas Sian. 72 horas Sign. 3 dias Sign.
Carbofuran 3% 69 a 100 a 100 a 100 a
Carbarvl 3% 56 a 98,6 a 100 a 100 a
Testigo - 0 b O : b 0 b 4] b

Las efectividades técnicas de los cebos en condicio-
nes de laboratorio no mostraron diferencias signifi-
cativas entre ellos, y si con el testigo sin tratamien-
to. Sin embargo, los resultados a las 48 horas con
los formulados S1 v C1 con los ingredientes activos

carbarvly carbofuran fueronde 74y 67 %respectiva-
mente, con resultados similares alestdndar Alimet. A
las 72 horas postertores al tratamiento las variantes
S1, 52 vy CI alcanzaron el ciento por clento de
efectividad (Tabla 3).

Tabla 5. Evaluacién de la efectividad de cebos en condiciones de laboratorio

para el combate de los caracoles

I Variantes (cebos) Ffectividad técnica (%)
24 horas Sig. 48 horas Sign. 72 horas Sign.
S1 + carbofuran 15 a 71,66 a 100 a
Cl + carhofuran 20 a 91.6 a 100 a
52 + carbafuran 40 a 73,33 a 100 a
ST + carbaryl 20 & 70 a 91,66 a
C2 + carbaryl 13,33 a 30 a 91,66 a
52 + carbaryl 13,33 a 70 a 75 a
Alimet festandar) 40 a 73,33 a 100 a
Testigo 0 a 0 b 0 b

En condiciones de campo los mejores resultados se
obtuvieron con los cebo formulado a base de S1y Cl

con los ingredientes activos carbofuran y carbaryl, los
cuales no difirieron con el estandar Alimet (Tabla 6},

Tabla 6. Evaluacion de la efectividad de los cebos en condiciones de campo para el combate

de caracoles

Variantes (cebos) Efectividad técnica (%)
5 dias Significacion

S1 con particulas < 0,8 micras + carbofuran 74 a

C! con particulas < 0,8 micras + carbaryl 67 ab

S2 con particulas > 0,8 micras + carbaryl 60 ab

$2 con particulas > 0,8 micras + carbofuran 37 ab !
C2 con particulas > 0,8 micras ~ carbaryl 33 ab '
Alimet {estandar) 70,89 ab

Testigo 0 C
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Los resultados coinciden con los informade por An-
drews (1985a), quien sefialé que el carbaryl v el carbo-
furan son efectivos para el combate de los caracoles,
perc este Gltimo presenta la desventaja de ser muy téxico,
pues presenta una DL-50 por via oral de 13 a 18 mgkg,
superior al estandar Alimet, que tiene como ingrediente
activo al metaldehido. producto que es ficilmente de.
gradado por el sol v la humedad, v ademas los indivi-
duos son capaces de recuperarse de su efecto nocivo,
mientras que los carbamatos presentan el efecto coptra-
rio, es decir, su nocividad aumenta bajo condiciones de
humedad, por lo que resultan mejores en nuestras
condiciones.

CONCLUSIONES

* Los portadores Cl v S1 con particulas menores de
0,8 micras resultaron las mejores variantes, con medias
de consumo de 0,30 y 0,28 g respectivamente,

* El atrayente 5Z resultd atractivo para las especies de
caracoles evaluadas, no asf los extractos vegetales.

* Los insecticidas quimicos carbofuran vy carbaryl fue-
ron efectivos para el combate de las especies de caraco-
les evaluadas,

¢ Los cebos formulados resultaron efectivos para el
combate de las especies de caracoles Bradybaena simila-
ris, Zachrysia spp, Praticolella guanensis v Subuling octona,
sin diferencias significativas con el estandar Alimet.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se Hevaron a cabo experimentos para delerminar fa desorcidn de fa
ametrina, prometnna, simazina, atrazina, bromachl, etiipirimifos y car-
bofuran en los suelos ferralftico rojo (1,9%-2.2% de materia orgénica
Yy pH 6,4-6,8) y ascuro plastico con B, 1-5,4% de materia organica y pH
§,0-8,2. FPara effo, fos suslos previarmente contaminados se sometie-
ron a fres etapas sucesivas de desorcion en medio acuose. La
magnitud del fendmeno se deferming mediante la cantidad total de
plaguicida desorbido. Los andlisis se realizaron por cromatografia
gaseosa. Acorde con los resultados experimentales, f2 desorcion en
suelo ferralitico rojo aumenta en fa secuencia efilpirimifos, prometrina,
bromacil, carbofuran, amelring, afrazina, simazina, migntras que en
suelo oscuro piastico ef comportamiento fue ebi-pirimifos, carbofuran,
bromacil, atrazina, simazina, prometiina, ametrina.

Palabras claves. plaguicidas, desorcion, suelo, compertamiento am-
biental

Esperiments were conducted fo assess the desorption of ametryn,
promefryn, simazine, afrazine. bromact, pirimiphos-ethyf and carbo-
furan in a Red Ferralitic soff (1,9% organic matter and pH 6,4-5,8) and
a Brown Plastic soif with 5,1-5,4 % organic matter and pH 8,0-8.2. For
this purpose, the sofls, previously spiked with the pesticides, wers
submited fo three successive desomption steps fir agueous media. The
extension of desorption was defermined by the total quantity of each
pesticide in the water phase. The analysis were carried ouf by gas
chromatography. Accordingly with the experimental results, the de-
sorption in the Red Feralitic soff increases in the sequance. pirin.
phos-ethi, prometryn, bromaci, carbofuran, ametryn, afrazine, sima-
zing, while the behaviourin the brown plastic soil was: pirimiphos-ethy!,
carbofuran, bromacil, atrazing, simazine, promeltryn, ameltryn.

Key words: pasticides, desorption, sofl, environmental behaviour

INTRODUCCION

Un nimero considerable de plaguicidas se aplica
directamente al suelo [FAQ, 1996], mientras que otros,
en mayor o menor extension, alcanzan ese medio tanto
debido a pricticas agricolas o con otros fines.

El comportamiento de los plaguicidas en el suelo es por
tanto de interés general, y suinvestigacion es de utilidad
cientifico-practica.

La mayvoria de los fenémenos a los cuales estd expuesto
un plaguicida en e} suelo estan relacionados muy estre-
chamente con su adsorcidn en ese medio [Lichtenstein,
1980; Gan, 1994]. Fenémenos como la fotdlisis [Pea-
cock, 1994], la degradacién microbiana [Avidov, 1990],
la volatilizacidn [Fritz, 1992], la lixiviacién [Edwards,
1996], el efecto sobre los cultivos, particularmente el
de los herbicidas, dependen en gran medida de la fuerza
con que el plaguicida esté retenido en el suelo [Stou-
gard, 1990].

La desorcién como fenémeno opuesto a la adsorcién
depende casi de los mismos factores que condicionan
la magnitud de la primera en el suelo, pero de forma
inversa. Fenémenos tales como la lixiviacién y el ascen-
so capilar estan muy relacioniados con la desorcidn.

Por otra parte, el arrastre superficial de los plaguicidas
se produce cuando las precipitaciones ocurridas en un
lapso dado superan la capacidad de infiltracién del
suclo [Norris, 1981], Cuando el agua comienza a mo-
verse superficialmente, desorbe los piaguicidas presen-
tes en ese medio,

Los fendmenos de desorcion y arrastre estan relaciona-
dos con la disminucién de plaguicidas en dreas tratadas,
y con la contaminacion potencial de zonas maés bajas,
incluidas fuentes de agua {Sigleo, 1990], de ah{ la
importancia que tiene conocer cdmo se desorben algu-
nos de los principales plaguicidas de uso directo en el
suelo.
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Puesto que el fendmeno de la desorcion depende,
ademds de las caracterfsticas fisico-quimicas del plagui-
cida v de las condiciones ambientales, de Ia naturaleza
del suelo [Adams, 1973], en el presente articulo se
informan los resultados con los plaguicidas ametrina,
prometrina, simazina, atrazina, bromacil, etilpirimi-
fos y carbofuran en los suelos ferralitico rojo v oscuro
plastico, que difieren en su contenido de materia
orgdnica v pH, entre otros pardmetros de interes.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos de desorcidén se realizaron con los
suelos ferralitico rojo v oscuro pldstico. Las caracterfs-
ticas fundamentales de estos suelos fueron, para el
ferralitico rojo: pH 6,4 a 6.8 (suspensién acuosa 1/10};
materia arganica 1,9 % a 2,2 %, Los valores correspon-
dientes del suelo escuro plastico fueron: §,0 a 82 ¥
5,1 % 25,4 %. Estas determinaciones se realizaron por
métodos establecidos [Pequeno ¢f al., 1963].

Para llevar a cabo cada experimento se tomd suelo seco
y se tamiz6 a través de una malla de un milfmetro,
Con posterioridad se contaminé con uno de los plagui-
cidas objeto de investigacion. Para ello se utilizd una
solucion acerénica de 1 000 w/mL. La concentracidén
final en suelo fue de 100 p/g. Después de homogenei-
zado e] suelo contaminado, se colocd por cuadruplica-
do un gramo de este en sendos tubos de centrifuga de
50 mL. A cada tubo se afiadié 25 mL de agua destilada,
Los tubos se taparon y colocaron en zaranda durante
tres horas. Pasado ese tiempo se centrifugd a 5 000 rpm
v se decantd el sobrenadante. En este se determing la
concentracién del plaguicida.

El sedimento de cada tubo fue sometido dos veces mas
al procedimiento, pero en estas ocasiones con duracion
de agitacién en zaranda de dos horas [Bowman et al.,
1982].

Los andlisis de cada plaguicida en la fase acuosa se
realizaron por los métodos recomendados de cromato-
grafia gaseosa, previa extraccion de estos con dicloro-
metano de ese medio [NRAG, 1979; Jarczvk, 1975;
NRAG, 1981].

Como medida de la desorcidn se tomé la cantidad total
de cada plaguicida presente en las tres etapas de desor-
cién consecurivas. Las tres etapas de desorcion levadas
a cabo con cada plaguicida v con los dos suelos se
repiticron dos veces.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se han resumido los resuttados de los
experimentos de desorci6n realizados con el suelo ferra-
Iitico rojo. Se indican en ella los porcentajes de plagui-
cida desorbidos por etapa de lavado y la cantidad total
desorbida. Esta ltima se tom¢ como indice de desor-
cién con vistas a establecer comparacién entre los
diferentes plaguicidas investigados. Los resultados son
l6gicos y estdn bastante relacionados, especialmente en
el caso de las triazinas, con sus respectivas propiedades
quimicas. En efecto, en este suelo las dos clorotriazinas
fueron las mds desorbidas. mientras que las metiltio,
con alguna diferencia emre ellas ~explicada por los
valores de constante de adsorcién especifica- le sigule-
ron en ese orden. El bromacil, el carbofuran v el etilpi-
rimifos se comportaron también acorde con sus carac-
teristicas de sorcidn en el suelo ferralitico rojo.

Tabla 1. Desorciéon de ametrina, atrazina, simazina, prometrina, bromacil, etil-

pirimifos y carbofuran en suelo ferralitico

. Porcentaje de plaguicida por etapa de lavade™ Puorcentaje total
Plaguicida 10 20 2 desorbids
Simazina 68,52 4,04 0,78 73,34
Atrazina 57,00 4,30 1,00 62,30
Ameuina 32,55 5,94 1,65 60,14
Promeurina 37,78 6,11 1,28 45,17
Bromacil 47,42 4,02 0,54 51,98
Carbofuran 56,42 - - 36,42
Etilpirimifos 12,78 3,64 3,67 22,09 :

*promedio de cuatro réplicas por etzpa v de dos experimentos en momentos diferentes,

Es notable el comportamiento del carbofuran, pues se
lavé en la primera etapa de desorcién v no fue detectado
en las subsigutentes, en ninguno de los experimentos
realizados. Esto pudo deberse a dos causas: la primera,
a la baja adsorcién en el suelo ferralitico rojo, puestade
manifiesto por su constante pequena de adsorcidn en
ese medio, v segundo, por su elevada solubilidad en
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agua. Por este comportamiento es sin duda el carbofu-
ran el de mayor riesgo de contaminacién por arrastre
de todos los plaguicidas investigados.

Por su parte, el etilpirimifos fue el plaguicida menaos
desorbido, v el que menos afectard su entormno por
desorcién v arrastre, Este resultado concuerda con la
caracterfstica del etilpirimifos de fijarse al suelo, puesta
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de manifiesto por su constante grande de adsorcidn
especifica .

En la Tabla 2 se han resumido los resultados de
desorcién de los mismos plaguicidas ya discutidos,
pero esta vez en el suelo oscuro plastico, cuyas carac-
teristicas son diferentes a las del suglo ferralitico rojo.
En efecto, el suelo utilizado posee un pH alrededor
de ocho {es un suelo ligeramente alcalino) v un con-

tenido de materia orgdnica superior a cinco por cien-
to. Los resultados, a primera vista, no parecen légicos.
Si se exceptda la desorcién de la simazina y etilpiri-
mifos, la del resto de Jos plaguicidas es superior a los
valores correspondientes obtenidos con el suelo ferra-
litico rojo. Ademds, el orden de desorcién de las
uiazinas en este caso es inverso al obtenido en los
experimentos con este suelo,

Tabla 2. Desorcién de ametrina, atrazina, simazina, prometrina, bromacil, car-
bofuran y etilpirimifes en suelo oscuro plastico

» Porcentaje de plaguicida por etapa de lavado® Porcentaje total
Plaguicida 19 o0 30 desorbide
Ametrina 63,67 6,23 2,22 75,45
Prometrina 58,15 9,69 3,29 71,13
Simazina 57,18 8,96 2,16 68,30
Atrazina 62,82 5,11 - 67,93
Bromacil 60,30 5,86 0,84 &67.0
Carbofuran 62,25 - - 62.25
Etilpirimifos 10,48 6,23 3,83 20,56

* Promedia de cuatro réplicas por etapa v de dos experimenios en momentos diferentes.

Una discusién fisico-quimica del fenémeno nes permi-
te interpretar mejor los resultados. En efecto, las cons-
tantes x4, o mejor los valores pka de las clorotriazinas,
son de aproximadamente dos, mientras que para el
resto de las triazinas -y especificamente en nuestro
caso, las metiltiotriazinas—, el valor correspondiente
estd alrededor de cuatro,

Aunque todas las triazinas pueden considerarse como
bases muy débiles —Bartista, 1988-, hay diferencias
entre ellas. Un cdlculo simple, basado en sus pka, nos
permite conocer que las metiltiotriazinas son unas cien
veces mas basicas que las clorotriazinas (kb o™ para
ias clorotriazinas),

Como es 16gico, la interaccién de las metiltiotriazinas
con un suelo ligeramente bésico como el oscuro plastico
debe ser, al menos bajo las condiciones en que se
realizaron los experimentos de desorcién, menor que la
correspondiente a las clorotriazinas. Los resultados de
la Tabiz 2 reflejan lo expueste.

No puede negarse la importancia que tiene la materia
organica en la adsorcién de los plaguicidas, pero la
forma en que se realizaron los experimentos de adsor-
cién v de desorcidn no permite una comparacion rigu-
rosa de los efectos de esta sobre Ios fendmenos medidos
en cada caso. En la desorcion la duracién de las dife-
rentes etapas de lavado fue corta; las dos fases se
mantuvieron siempre en agitacion mecanica, miencras
que en la adsorcion el perfodo de equilibrio es grande
y en reposo. Por lo expuesto, consideramos que la
interaccién dcido-base puede haber sido la causa del
comportamiento observado.

También en este suelo el carbofuran se lavé en una sola
etapa, mientras gue la atrazina lo hizo en dos. El
etilpirimifos fue el plaguicida menos desorbido de to-
dos los investigados en el suelo oscuro pldstico.

CONCLUSIONES

* En suelo ferralitico rojo los plaguicidas investigados
se desorben en el orden siguiente: simazina>atrazi-
na>ametrina>carbofuran >bromacil>prometrina>etil-
pirimifos.

* Ln el suelo oscuro pldstico los plaguicidas desorben
decrecientemnente en ¢l orden ametrina>prometrina>si-
mazina>atrazina = bromacil = carbofuran>etilpirimifos.

* Por la forma en que se lleva a cabo la desorcién del
carbofuran, este insecticida es el que mayor riesgo de
contaminacion por arrastre presenta de todos los pla-
guicidas investigados, al menos para los suelos ferrali-
tico rojo y escuro plastico.

+ El etilpirimifos ofrece muy poco riesgo de contami-
nacién por arrastre.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se realizaron ensayos de laboraforio y campo para determinar fa
efectividad de diferentes cepas de hongos entomopatégenos y taba-
quing en ef cantrol de los &fidos v moscas blancas en citricos. Se
evalud el efecto nocivo de esfa sustancia natural sobre ef parasitoide
de fa mosca prieta de ios Citricos. En experimentos de campo se
alcanzd hasta 64% de reduccion de las colonias del puigdn parde
Toxoptera citricidus Kirk. con V. lecanii 8 10° esp/mi. La ampliacion
tlel expearimento se reslizd en ia provincia de Guanténamo, donde Jas
condiciones climaticas no fueron favorables para el desarrolio de
hongos entomopatégenas, na obstants se obtuva 52,7 % de reduccion
de colonias de 7. citricidus Kirk. y 52,8 % dae Aphis spirascola con fa
cepa LBVL-5 y 66,6 % de reduccidn de colonias de T, aurantii gon fa
cepa LBVL-3. La tabaquina controlé a T. aurantii Bov y fos aduftos de
la mesea bianca Dialeurcdes kirkaldy Kotinsky, pero tuvo baja efecti-
vidad sebre las ninfas de eslte insecto. Su utilizacion resutd muy nociva
para Encarsia smithii Sifv,, parasifoide de fa mosca prista de fos
citricos.

Palabras claves: &ffdos, pulgdn pardo de los citricos, Toxoptera oitrici-
dus, hongos entomopatigenos, Verticlliium fecanii, parasitoides, £n-
carsla smithii, mosea blance, Dialeurodes kirkaldy, citricos, Cuba

Was carry out different laboratary and field trials to deferminaie the
effective of differenf entomopathogen fungus strains and tobacco
nicoting extract to controf the aphids and whiteflies in citrus crop, Was
evaluated the noxious effect of ihis natural pesticice on the Blacktly
citrus parasite. in the fields experiment reduced to 64 % of brown citrus
aphid colonies Toxoptera citricidus Kirkaldy with Verticilium lecanii
Zimm to 107 esp/mi. The extension of field assay was achieved in
Guaniénamo provinge where the climate condifions was not favourable
1o entomopathogen fungi development, nevertheless the LBVL 5 strain
reducedto 52.7 % mortaiity the T. citricidus and Aphis spirascota Paich
colonies, and LBVL 3 strain obiained 66.6 % effoctiveness against
Toxoptera aurantii Boy. The tobacco nicotine extract reduced to
T. aurantii cofonies and the whitefly adults Dialeurcdes kirkaldy Ko-
tinsky, but it had Jow effectivensss on nymphs, your used resuft very
harmiful to blackfly parasite Encarsia smithii Sifv

Key words: aphids, brown ciirus aphid, Toxoptera citricidus, entomo-
pathogen fungus, Verticifium lecani, parasite, Encarsia smithii, vihite-
fly, Digieurodes kirksidy, citrus, Cuba

INTRODUCCION

Nguyen et al. (1993) plantean que las moscas blancas
son consideradas plagas importantes en el cultivo de los
cirricos. En Cuba se refieren cinco especies comunes v
daninas de aleurddidos en los citricos {Bruner e al.,
1975; Mendoza y Gémez, 1982; Zayas, 19881: Aleuro-
canthus woglumi Ashby, Alewrothrizus floccosus (Maskell),
Dialeurodes citrifolii (Morgan), D. kirkaldy Kotinsky v
Irialenrodes floridensis (Quaintance).

Estos diminutos insectos se alimentan exclusivamente
de las hojas de las plantas [Llorens y Garrido, 1992},
involucrando su relacién con las plantas atacadas a
varios factores, en esencia el porte o la estructura de
dichas plantas, las caracterfsticas de la superficie de sus
hojas y la composicién quimica de la savia, entre otros
[Mora, 1985]. Por supuesto, en todo esto juega un papel
importante las caracteristicas del estado adulio y el
aparato bucal principalmente [Gill, 1990; Llorens v

Garrido, 1992]. Estas moscas, hasta €] momento, son
bastante controladas por el hongo entomopatégeno
Aschersonia spp, aunque en determinados lugares pue-
den adquirir caracterfsticas de plaga. Otras como la
mosca prieta A. woglomi Ashby es regulada por varios
parasitoides, principalmente el hymenéptero Encarsia
smithii Silv,, especie que ha desplazado a su control
original, 1a avispita de ia India, en algunas regiones del
pais, por lo cual se han confrontado dificuliades con el
control de esta plaga.

Los afidos son también considerados una de las plagas
importantes en este cultive [Holman, 1974]. En Cuba,
hasta 1993, se habian sefalado para los citricos la
presencia de seis especies de afidos: Aphis spiraecola
Patch, Toxoptera aurantii Boy de F, Aphis frangulac
gossypii Glover, Aphis craccivora Koch, Aphis nerii B. de
v Mpzus persicar Sulzer, siendo las dos primeras relacio-
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nadas las de mayor distribucién y abundancia en este
cultive [Anénimo, 1993]. Su dafio se caracteriza por
producir malformaciones en los brotes jovenes ataca-
dos, v se considera que con 10% de estos infestados
se produce retardo en el crecimiento de las plantas
v afectacion en los rendimientos del cultivo [Hal-

man, 1974].

En 1993 fue detectado en Cuba el pulgén pardo de los
citricos Toxoptera citricidus Kirkaldy, que se introdujo por
el extremo oriental del pais [FAO, 1993]. Esta plaga es
originaria de Asia, y se ha distribuido por muchas
regiones del mundo {Yokomi et al, 1994y Roistacher
et al, 1991]. Segiin Lee et al. (1992), el dafic que
provoca en los brotes es un enrollamiento de las hojas
que causa serias malformaciones, sobre todo en plan-
taciones jévenes, y produce retardo en su crecimiento.
Su importancia fundamental radica en ser el principal
vector del virus de la tristeza de los cfuricos, enfermedad
que estd presente en el pais.

En Venezuela resulté efectivo para ¢l control de este
4fido el empleo del hongo V lecanii Zimm, el cual
penetra en ¢l cuerpo del insecto a través de la cuticula;
allf prolifera e invade los tejidos con gran cantidad de
hifas, emitiendo sus conidioforos al exterior donde
desarrollan los cuerpos fructiferos, y capacitan al patd-
geno para hacer CONtacto CoN Nuevos huéspedes [Ron-
don ef al., 1980].

El control con insecticidas quimicos resulta muy costo-
50, y ademds es necesario un gran nuimero de tratamien-
tos que afectan el ecosistema natural. El objetivo de
este trabajo fue buscar insecticidas biologicos capaces
de combatir estas plagas.

Reduccion de colonias =

MATERIALES Y METODOS

En el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la provincia
de Guantanamo se desarrolld un ensayo donde se
determiné el efecto de 10 cepas del hongo entomopa-
tégeno V lecanti Zimm, y dos cepas de Paccilomyces
fumosorroseus Wise sobre Toxoptera citricidus Kirkaldy. A
cada cepa desarrollada en un tubo de ensayo se le afadio
10 mL de agua destilada, se tomd un mililitrp de esta
solucién que posefa una concentracion de 4 x| 0 esp/'mL,
y con esta se humedeci6 el papel de filtro, que fue
puesto en una placa Petri con el alimento. Se colocaron
por separado 10 ninfas, 10 adultos &pteros y cinco
adultos alados por réplicas, en cada una de las varian-
tes; se trabajé con cinco réplicas ademas de un testigo
que no fue tratado. Se realizaron conteos a las 24, 48,
72 v 96 horas respectivamente.

Con las cepas de mayor efectividad v factibilidad de
produccién se realizaron dos experimentos de campo,
el primero en febrero vy el segundo en julio de 1993, en
la Granja 1. UBP-2, Finca 3 y Campo 47 perteneciente
ala Empresa de Citricos de Vilorio, Guantdnamo, sobre
Citrus sinensis Osbeck variedad Valencia de més de 20
afios de edad, injertada sobre patrén agrio Citrus auran-
tium Lin. Para la aplicacién se utilizé una mochila de
mano GN-16, con un suministro de 200 cc. De cada uno de
Jos biopreparados, a la concentracion de 4,1 x 10° esp/ml.
La aplicacion se realiz6 sobre ramas atacadas con colo-
nias de grado ligero, medio e intenso, segin la escala
para evaluar &fidos en citricos [Gonzalez et 4., 1979];
se utilizaron cinco réplicas por cada variante y un
testigo sin tratamiento; se evalud la efectvidad a las
24, 48 v 72 horas, cuatro y cinco dfas posteriores a la
aplicacién, y se determiné el porcentaje de reduccidn
de las colonias.

En abril de 1994 en Guantinamo se repitid el experimento,
utilizando las cepas mds efectivas de V lecanii Zimm a una
concentracién de 7,1 x 10° esp/mL. La aplicacién se realizd
con una maquina de arrastre en un drea de una hectirea.
La evaluacién se efectué sobre 20 ramas marcadas atacadas
por colonias de los afidos T citricidus Kirk,, A. spiraecola
Patch v T awrantii Boy, con la misma escala de grados de
ataque para 4fidos que ¢l experimento anterior. Se realizd
un conteo previo y se evalud la efectividad a los ocho dias
de la aplicacién, calculando al jgual que en las pruebas
anteriores sobre ramas atacadas el grado de infestacion por
1a formula de Towsend v Heurberger [Ciba-Geigy, 1981],
y el porcentaje de reduccion de colonias pox la siguiente
formula [Gonzdlez et al., 1979]:

Escala para evaluar la infestacion de afidos en citricos
Grado Descripeion
0 Sin infestacién

S¢ifitosanidad

No. de colonias antes ~ No. de colonias despues
x

100

No, de colonias antes

De 1-25 pulgones (ligero)
De 26-100 pulgones (medio}
Mas de 100 pulgones (fuerte}

Lo by

Para evaluar el efecto de la tabaquina sobre el pulgén
negro T, aurantii Boy y la mosca blanca de los cftricos
Didaleurodes kirkaldy Kotinsky (adultos y ninfas), se
utilizé el método de la célula de Munger o célula
Huffaker [Munger, 1942; Huffaker, 19487, con 20
gjemplares en cuatro réplicas para el pulgén, con
alimento tratado {brotes tiexnos de citricos) por in-
mersion en la sohucién insecticida, y 10 ejemnplares
adultos o ninfas de mosca blanca en cuatro réplicas,
los adultos colocados en frascos de cristal con tapa de
malla y alimento tratado, y las ninfas tratadas por
aspersion de la hoja con la solucion insecticida. La
evaluacién de la morralidad de realiz6 diariamente
(24 y 48 horas).
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Para determinar la nocividad de la tabaquina sobre
Encarsia smithii Silv. —parasitoide de la mosca prieta de
los citricos-, se seleccionaron cinco colonias de este
enemigo natural replicadas cuatro veces. Se utilizé un
disefio de bloques al azar, cada colonia con no menos
de tres pupas sin eclosionar, las que fueron tratadas por
mmersion en la selucion insecticida. Se empled ademas
un testigo con agua. Las hojas con las colonias se
colocaron en placas de Petri peguefias con papel de
filro en el fondo, y cada cinco dfas se evalué la emersion
de los adultos hasta que no hubo mis salidas de para-
sitotdes.

Todos los porcentajes se transformaron en arcsen 7%,
v los promedios en vx+ 1 para someterlos a un analisis
de varianza de clasificacién simple. Las medias fueron
comparadas por la prueba de Duncan para p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 10 cepas de V lecanii y dos de P _fumosorroseus
evaluadas en el ensayo preliminar para determinar su
efecto sobre T citricidus Kirk., fueron seleccionadas tres,

por suefectividad y factibilidad de reproduccitn a nivel
nacional. Ellas fueron la LBVI-3, LBVES v LBV1-7, las
que mostraron efectividades superiores al 80%, 1o cual
demuestra su elevada capacidad patogénica (Tabla 1),
Resultados similares fueron obtenidos por Nagaich
(1973) con otras especies de 4fidos como Myzus persicae
Sulzer, Aphis craccivora Koch, A. rumicis Linn., Brevi-
coryne brassicae (Linn.) y Macrosiphoniella sanborni (Gill),
donde encontrd que el porcentaje de mortalidad era de
94%. Con las tres cepas seleccionadas se realizaron los
experimentos de campo, cuyos resultados se observan
enla Tabla 2. Se puede apreciar que con la cepa LBV1-3
se obtuvo un mayor efecto en la reduccién de las
colonias de T, citricidus, tanto en febrero como en julio,
alcanzando valores superiores al 60% de efectividad a
los cinco dias posteriores a la aplicacién. Las otras dos
cepas restantes mostraron también efectividad sobre la
plaga. pero en niveles por debajo del 50 % en ambas
¢pocas del afio. Si comparamos los resultados en ambos
meses, podernos apreciar que practicamente los por-
centajes de reduccién de las colonias de las cepas
evaluadas en febrero coinciden con los obtenidos en
julio,

Tabla 1. Efecto de varias cepas de los hongos entomopatégenos V. lecanii
Zimm y P. fumasorroseus Wise ante el pulgén pardo de los citricos T, citricidus Kirk,

Variantes | Concentracion Porcentaje de mortalidad (%)

‘ (esp/mL) 24k T 48k | 72k 96 h
LBVYI]-7 6,5 x-107 35,0 533 71,3 81,4
LBVI-5 7,4 x-10° 29,0 44,0 73,0 83,0
LBVI-3 9.0 x-107 41.0 63,0 85,0 91,8
LBVI-12 7.6 x-107 26,0 33,0 41,3 70,2
LBVI-2 1,5 x-107 12,0 23.2 41,8 50,2
LBV]-6 9.5 x-107 4,8 28,6 31,0 39,4
LBVI]-8 6,5 x-10 9.3 ! 12,6 29,2 41,4
LBVI-S 1.6 %107 15,2 18,3 37.0 53,7
LBVI-1( 8,1 x-107 18,1 233 35,0 48,2
LBVI-] 6,6 x-107 21,0 39,1 48,2 63,3
P, f {INISAV) 7.3 %107 3.1 16,0 27,1 33,3
P. f {Guantdnamo) 1,4 x-107 4,7 21,2 33,0 42,1 :
Testigo - - 1,3 2,8 123 |

Tabla 2. Porcentaje de reduccién de colonias de T. citricidus Kirk. con V. lecanii Zimm

(Guantinamo, 1993)

! Variamntes Porcentaje de reduccion de colonias (%) (3 dias) l
Febrere ) Julio

L.LBVI]-3 62,5 a 64,3 a

LBVi-5 384 b 473 b

LBVI-7 438 b 300 b

Testigo 0,00 ¢ -0,00 ¢

[C. V. (%) 5.2 3,8
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En las Tablas 3 v 4 se muestran los resultados de la
ampliacién. Para el primer caso se puede observar que
no existen diferencias significativas en el grado de
ataque de las especies T citricidus Kirk. v A. spiraccolu
Patch entre Ja variante testigo v las dos cepas de V lecanii
evaluadas —LBV1-5 v LBVI-3-, a los ocho dfas de la
aplicacién. Estos resultados se explican al analizar la

figura, donde se presenta el comportamiento de dos de
los principales factores climiticos (humedad relativa y
temperatura) en un perfodo de varios afios en [a pro-
vincia de Guantinamo. Segtin Palenzuela (1982}, la
humedad relativa es muy baja. Sélo en septiembre,
octubre v noviembre sobrepasan los valores de 70%, ¥
las precipitaciones son muy escasas.

Tabla 3. Efecto de V. lecanii Zimm sobre la intensidad del ataque
de los pulgones en una plantacion de naranja Valencia (Guantana-

mo, 1994)
Variantes | Promedio grado de ataque (8 dias) 1
} T. citricidus | A, spiragcola
Testigo 1,52 a i 1,56 a I
LBVI-3 105 a : 1,65 a
LBVI-3 1,00 a : 1,26 a
OOV (98 29,67 i 28,90

Tabla 4. Porcentaje de reduccion de colonias de afidos con V, lecemii Zimm (Guantanamo, 1994}

Variantes ; Poreentaie de reduccion de colonias (%)
T. citricidus A, spirascoln T. aurantii
LBVI-3 52,7 62,8 50,0
LBVI-3 333 40,9 66,6
! Testigo ! 0,00 6,00 0,00 ]

El comportamiento de los factores climéticos en el
momento del experimento (Fig.) fueron de humedad
relativa de 70% v sin lluvias. Esta poca humedad es un
elemento que puede determinar este resultado, Hagen
et al. (1968) sefialan a las temperaturas &ptimas enure
18-24°C, as{ como alta humedad relativa, como requi-
sitos para la esporulacién y germinacion de las esporas
de hongos entomopatégenos como W lecanii Zimm,
demostrando que la pluviosidad es un factor imporian-
te para provocar altas infestaciones o cpifitotias. No
obstante la reduccién de las colonias de las tres especies
de afidos evaluadas (Tabla 4), alcanzd valores de 52,79
con la cepa LBV1-3 para T’ citricidus, y 62,8% para
A. spiraecola, mientras que la cepa LBVI-3 resulté mds
efectiva para T, auranii. De los &fidos muertos tomados
del campo a los ocho dias de la aplicacién, fue reaislado
el mismo hongo inocutado, lo cual demuestra la efecti-
vidad de V lecanii sobre estos insectos plagas de los
citricos. Ademis, se ha comprobado que la accién de
este hongo no sélo ests limitada para el conuol de
afidos en citricos, sino gue también se puede emplear
en el combate de céecidos, donde Brady (1979) ha
obtenido buenos resultados en varias regiones del
mundo como Antillas, Rusia, Brasil, Puerto Rico v Ia
India.

En la Tabla 5 se aprecia cémo la tabaguina resuitd
efectiva para el contro} de T. awrantii Boy alas 48 horas

S6ifitosanidad

de aplicada, en ambas dosis, asi coma también para los
adultos de la mosca blanca, sin controlar los estadios
ninfales de este @ltimo. Resuftados similares obtuvo
Gonzalez et al, {1994), donde utilizaron la tabaquina
para el combate de Aphis craccivora en caupi, mostrando
una efectividad biolégica entre 88 y 92%. Ademas,
Chiesa (1963) considera este producto de especifico
por excelencia contra los pulgones, moscas blancas de
los citricos, algodonero, hortalizas, etc., contra cochi-
nillas sin escudos, v en los estadios antes de la forma
adulta de las chinches de las hortalizas y cicididos.
Agrega que el poder letal de este producto serd tanto
mayor cuanto més ficilmente se volatilice la nicotina
libre. Por esta razén la tabaguina es de efectos mas
ripidos v eficaces en verano, y cuando la temperatura
es mas afta. Segiin Herce (1945}, en tempo seco la
nicotina se volatiliza en unas tres horas después de
pulverizada.

Se comprobé ademis el efecto nocivo de este producto
sobre el parasitoide de la mosca prieta Encarsia smithii
Silv,, aun a la menor dosis {Tabla 6), por lo que lo hace
indeseable para su empleo en el cultivo de los citricos,
por los problemas que puede ocasionar, ya que en el
caso particular de nuestras areas citricolas, en las que
desde hace afos se viene aplicando un programa fito-
sanitario de manejo integrado, con una alta recupera-
cién de los biorreguladores de plagas, el empleo de este
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producto tendria un efecto negativo inmediato. En
relacién con esto, Chiesa (1965) refiere que la
nicotina es uno de los alcaloides més téxicos gue se
conocen, no sélo por su accién contra los biorregu-
ladores de plagas, sino también para el ser humano.
Oliva et al.(1994) realizaron ensayos de compatibi-
lidad de la tabaquina con hongos y bacterias ento-

mopatdgenas, donde comprobaron que existia una
inhibicién del desarrollo de las colonias de Bacillus
thuringiensis Berliner, bacteria considerada muy im-
portante para los citricos en Cuba, por estar incluido
su uso como una de las estrategias de control de
plagas dentro del Programa de Manejo Integrado para
este cultivo.

mm
- 70

I Humedad relativa
—— Precipitaciones

Comportamiento histdrico de la humedad relativa v las precipitaciones en la provincia de Guantdnamo.

Tabla 3. Efectividad de la tabaquina a diferentes dosis contra plagas de los citricos

Producto | Dosis Tiempo de Efectividad sobre las plagas{%) ;
| (L de agua; evaluacidn T aurantii ! D, kirkaldy D. kirkaldy ;
; (horas) | : {adul.) (ninf) i
005 24 T 500 62.0 2,0
Tabaquina 48 11000 98.0 12,0
195 : 24 : 43,0 51.0 0.0
el 48 85,0 91,0 25,0 |
Tabla 6. Emersion de los adultos de Encarsia smithii Silv.
Variantes Dosis giL agua Emersicn (#)
Tabaquina 125 0,0b
Testigo - 36,0 a
C. V. (%) 11,2
CONCLUSIONES

*Las cepas seleccionadas en el ensayo preliminar re-
sultaron ser LBVI-3, LBVI-5> ¥ LBV1-7 por sus altas
efectividades v factibilidades de reproduccién a nivel
nacional.

*En los experimentos de campo, la cepa LBVI-3 de
V lecanii Zimm ocasioné un 60 % de reduccién de las
colonias de T sitricidus Kixle,, y un alto porcentaje de
mortalidad y reduccién de colonias de T, aurantii Boy.
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* En el experimento de ampliacidn no se encontraron
diferencias significativas entre el testigo v las cepas anali-
zadas ~LBVI-3 y LBVI-5—, en cuanto a la reduccion de la
intensidad del grado de ataque de los dfidos, con la cepa
IVBI-5 de V Jecanii; redujo el porcentaje de brotes con
colonias de T. citricidus Kirk. v A. spiraecola Patch en las
condiciones de la provincia de Guanténamo.

» La tabaquina a la dosis de 225 y 125 g/l controld a fas
48 horas de aplicada a la especie T aurantii Boy y alos
adultos de la mosca blanca D. krkaldy Ketinsky, pero
resultd nociva para el parasitoide E. smithii Silv., por lo
que no se recomienda su empleo de este cultivo.

» Se recomendo un programa de defensa contra T. citri-
cidus Kirk. para todas 1as dreas citricolas del pais. donde
se utilizard como una opcion el hongo Verticillium lecanit
Zimm, en plantaciones, en forma de tratamientos inun-
dativos e inoculativos.
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RESUMEN

Le velocidad de crecimiento de los microrganismos gue se emplean
en fas producciones microbiolégicas es un factor impontante que dehe
fenerse en cuenta cuando se deses seleccionar una cepa para una
produccion a gran escala. Este indicador ademés pusde ser utilizado
some un criterfc para la diferenciacion entre aislados de esta sspecie.
En esle trabajo se determind la velocided de crecinmienfo en medio
caldo nufriente y en condiciones de cultiva agitado en Zeranda a 16
aistados de Bacillus thuringiensis . £/ tiempo de duplicacién oscild
entre &7 y 168 minutcs, y no se encontrd relacion con la varedad o
serolipo & los cuales partenecian los alslados estudiados.

Palabras claves: Bacillus thuringfensis, crecimiento

ABSTRACT

The growth velocity of microorganims which are used in microbiology
producticrt is an important factor for strain sefection fo scafe up
process. This factor also can be used as criteria (o separate befween
differents strains befongs to Bacillus thuringiensis. fn this wark we have
determinated the growth velocity in nutdent broth under sumerged
conditions grawth, for 16 Bacillus thuringiensis isofated . The duplice-
tion fime fluctuated between 57 and 168 minutes and wasnt relation
with the variety and serofype of the isofated that was sfudied.,

Kay words. Bacilus thuringiensis, growth

INTRODUCCION

La velocidad de crecimiento de una bacteria se mide
por el tiempo que demora en duplicar su poblacién, v
este tiempo depende en gran medida de la composicién
del medio v de los pardmetros de cultivo, tales como la
temperatura v condiciones de mutiplicacién, entre
otros.

La velocidad de crecimiento en un medio de composi-
cién conocida y bajo pardmetros definidos puede resul-
tar muy (til para la seleccién de una cepa determinada
en su produccién a escala industrial, va que altas velo-
cidades de crecimiento y tiempos de duplicacién mds
cortos conducen a producciones més eficiente y econé-
micas al disminuirse el tiempo del proceso {Dulmage,
1971; Golberg, 1980; Vanderkar y Dulmage, 1983;
Bernhard y Utz, 1993],

En la industria microbiolégica el trabajo con cepas que
resultan capaces de muldplicarse mds rapidamente
constituye una garantia para el €xito de los procesos
relacionados con la obtencién de biomasa, como es el
caso de las producciones de protefnas a partir de leva-
duras y la de microrganismos entomopatégenos, y de
las producciones a partir de Bacillus thuringiensis [Li-

chfield, 1977; Kennedy et al, 1994; Capalbo, 1995;
Ibarra, 1997]. Fue objetivo de este trabajo conocer la
velocidad de crecimiento de un grupo de ajslados de
Bacillus thuringiensis promisorios para la producién de
bioplaguicidas, por lo que se determiné el tiempo de
duplicacién bajo condiciones de agitacién en un medio
de cultivo de composicién definida.

MATERIALES Y METODOS

Las 16 cepas de la especie Bacillus thuringiensis utilizadas
pertenecen al cepario del Instituto de Investigaciones
de Sanidad Vegetal, v fueron mantenidas en cufas de
agar nutriente en forma de cultivos esporulados conser-
vados a 4°C.

Los cultivos se realizaron en medio caldo nutriente
Oxotd, y se emplearon frascos erlenmeyers de 300mL
de capacidad, a los cuales se afiadié 100 mL de medio
de cultivo. Después de esterilizados a 121°C durante
20 minutos, fueron inoculados con un mililitro de una
suspension de esporas abtenidas por arrastre de cultivos
esporulados sobre agar nutriente, con una solucién de
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NaCl 0,85% estéril, ajustando la concentracién a RESULTADOS Y DISCUSION

2x10° esporas/mL .Los frascos inoculados se colocaron
en una zaranda orbital con 140 rpm y 28-30°C,
Varios autores han reportado que para ia especie Baci-

Se tomaron alicuotas de un mililitro alas 0,4, 6, 8 v . L .
: llus thuringiensis la fase de mdximo crecimiento v mul-

12 horas durante el cuitivo, y a cada muestra se realizé o licacic . . \
tincién de Gram y observacién al microscopio Sptico tiplicacion se caractellER POl 4 presencia de células
a 1 000 x; ademas se realizaron conteos en Camara de vegetativas en forma de bacilos cortos que se agrupan
Neubauer, para lo cual se empled un microscopio de en cadenas d.e dos a tres, y que responden positiva-
contraste de fase con aumento de 400 x. mente a la tincién de Gram [Vanderkar v Dulmage,

L ) 1983; Bernhard v Utz ,1993, Medrano v Galan 1996].
Cada cepa se replicd dos veces v se promediaron los ’ ’

valores de los conteos obtenidos a seis horas del cultivo En las cepas estudiadas por nosotros estas caracteristi-
para determinar la velocidad de crecimiento mediante cas se observaron en cultivos entre cuatro y ocho horas,
la férmula por lo que se fijé el tiempo de seis horas como valor ¢
v o ogN - togo o tiempe miximo de multiplicacién, y este valor se
log2(t - to] utilizé para determinar la velocidad de crecimiento y
donde: el tiempo de duplicacién.
N: conteo de células a 6 horas Los resultados cbtenidos (Tabla} demostraron que
No: conteo de células a O horas entre las cepas estudiadas aparecen diferentes veloci-
&6 'horas dades de crecimiento, lo cual no tuve relacién con los
fo: O horas serotipos a los cuales pertenceian; mostraron una ma-
El tiempo de duplicacién se determing por la férmula vor velocidad de crecimiento las cepas LBT-3 v LBT-4
2 e0. pertenecientes a los serotipos H3 v H4 respectivamen-
' te, mientras que la LBT-3, LBT-6, LBT-9, LBT-11 v
Las caracteristicas de los cultivos se determinaron por LBT-24, que responden a los serotipos HI y H3,
observacién al microscopio éptico a 1 000 x de una presentaron una velocidad de crecimiento menor, v
tinciéin simple con violeta cristal al 0,5%. por tantc un tiempo de duplicacion més largo,

Velocidad de crecimiento, tiempo de duplicacién de cepas de Bacillus thuringiensis
pertenecientes a diferentes serotipos flagelares

Cepa Serotipo Velocidad de crechmiento Tiempo de duplicacidn
LBT-1 H3 0,8576 1h I10min ;
j LBT-2 H3 0,8953 ih 8min |
LBT-3 H3 0,9523 57min 165 j
1| LET-4 H4 0,8333 th 12min :
LBT-5 H1 0,4195 2h 23min 34 5
LBT-6 H3 10,4316 2h 1%min 335
LBT'Y H4 0,5940 ih 41min
LBT-8 H3 0,625 Ih 36min 33s
LBT-9 HI 04877 2h 3min 11s
LBT-10 H3 07142 1h 24min 125
LBT-i1 H3 0.4054 2h 28 min ;
LBT-12 Hi 0,8571 1h 10min 54s '
LBT-13 - 0,8933 1h 7min 40
LBT-14 H3 0,5555 Ih 2 min 4§s
LBT-21 H3 0,9230 58min 7 s :
L.BT-24 H3 ' 4776 Zh 6min 32 3 |
Como promedio, el tiempo de duplicacisn fue de 95 trata [Golberg et al, 1980; Vanderkar y Dulmage,
minutos 36 segundos, 1o que concuerda con lo repor- 1982, Bernhard y Uz, 1993; Ibarra, 1997],
tado por varios autores para cepas de esta especie, Afin cuando en nuestros experimentos sélo empleamos
quienes encontraron tiempos de duplicacién entre 55 medio caldo nutriente {Oxoid}, los resultados son wti-
¥ 120 minutos en dependencia de la composicion del les para la seleccién de la cepa de produccién a gran
medio de cultivo, los pardmetros v la cepa de la cual se escala, asi como para tener en cuenta el ajuste de
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pardmetros y optimizacién de los medios en aquellas
cepas, como la LBT-24 , que presenta un tempo de
duplicaci6n largo, pero con actividad biol6gica contra
especies de spodépteras que generalmente resultan re-
sistentes al Bt [Pérez et al, 1992], para lo cual es
conveniente establecer variantes durante el proceso
de produccion que aumenten la velocidad de creci-
miento.

CONCLUSIONES

* Podemos concluir que los tiempos de duplicacién en
medio caldo nutriente en condiciones de agitacién de
las cepas de Bacillus thuringiensis estudiadas oscilaron
entre 37 y 168 minutos, v que las diferencias encontra-
das no estuvieron relacionadas con los serotipos a los
cuales pertenecen.

* Las cepas LBT-3 y LBT-4 presentaron una mayor
velocidad de crecimiento, y las cepas LBT-5, LBT-6, LR T-9,
LBT-1T v LBT-24, mostraron una multiplicacién mds
lenta.
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ABSTRACTS

& tizdn terdio de Ja papa, causado por Phytophthora infestans, a5 fa
enfermedad més dastructiva de este cultivo ¥ la que mayores probie-
mas econdmicas ha ocasionado durante muchos afios. A través del
anafisis de fsoenzimas v def DNA nuclear ¥ mitocondrial, se ha
demostrado la amplia divarsidad en ja estructura genéfica de fas
poblaciones de F. infestans, asi como las variasiones Gue en ellas
han ocumido. Ademds, utiizando técnicas modernas de biclogia
molectiar, han sido puestos en avidencia caracteres gspecificos de
fas poblaciones de! hongo. En Cuba han sido detectados los dos tipos
de compatibifidad (A1 y A2), v s6 han observado ademas diferentes
rangos de resistencia al metalaxyl, evidenciando diversidad fanotipi-
ca en fas poblaciones del hongo. En este trabajo se resumen Jos
aspeclos mas caracteristicos de ias poblaciones de P. infestans en
fos paises donde ha sido estudiado. como un primer paso para
comprender Ia esfructura genética de este microrganismo, y asi
poder ser analizados en un futuro sus carscleres gensticos en
huestro pais.

Palabras claves: Phytophthora infestans. resistencia a fungicidas,
bivlogla molecular, metataxy!

The fate blight of the potato, caused by Phytophthora infestans, it /s
the most destructive disease of this cultivation and greater the one
which economic proplems has caused during many years. Through
analysis of isoenzymes and of the nutlear DNA and mitocondrial it
fias been demonsirated the wide diversity in the genelic siructure of
the populations of P, infestans, as well as the variations that they have
ocourred in these. Furthermore, using modern techniques of molecu-
far biology have been put in evidence specific characters of the
populations of the fungi. In Cuba have been detected the two types
of compatibility (A1 and A2) and the v have been ohserved furthermo-
re, different resistance ranges to the metataxyl, evidencing pheno-
tywic diversity in P. infestans poputations. in this work, is summary the
most characteristic aspects of the populations of P infestans in the
countries where it has been studied. as a first step to understand the
genelic sttucture of this microorganism and thus be abie be analyzed
their genetic characters, in a fulure in our country

Key words: Phytaphthora infestans, resintant fungicides, melecular
biclogy, metalary!

INTRODUCCION

Conocar la estructura genética de las poblaciones de
hongos patdgenos a plantas es necesario para lograr una
estrategia de control efectiva, debido a que las poblaciones
pueden evolucionar y adaptarse constantemente a los
cambios ambientales para sobrevivir,

En los ecosistemas agricolas los cambios ambientales
pueden incluir variedades de plantas resistentes, las
aplicaciones de productos quimicos contra plagas v
enfermedades, la aplicacién de fertilizantes, las irriga-
ciones v las rotaciones de cosechas. Por tanto, es evi-
dente que los sisternas agricolas han impuesto una
seleccién direccional fuerte sobre las distintas poblacio-
nes de hongos [McDonald, 1997]. Asi, los patdlogos
vegetales deben dirigix sus esfuerzos para comprender
la genética de las poblaciones, y de este modo conocer
como estas podrian evolucionar en respuesta a las

diferentes estrategias de control empleadas en los cuj-
tivos,

En Phytophthora infestans )a resistencia a fungicidas es-
pecificos como el metalaxyt ha limitado su usc en
varias regiones del mundo. Unido a ello, la existencia
de muchos factores de virulencia especificos en las
poblaciones de este hongo ha restringido el uso de genes
para resistencia especifica, la cual es una estrategia de
manejo importante para las enfermedades a plantas
[Goodwin, 1997}, Por todo lo anterior, el conccimiento
de la genética poblacional de P infestans contribuiria al
desarrollo de estrategias de control de la enfermedad
mds adecuadas.

Los andlisis genéticos en el género Phytophthora fueron
impedidos hasta hace poco debido a diversos factores,
como la disponibilidad limitada de ambos tipos de
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compatibilidad para el caso de las especies heterotéli-
cas, ¢l escaso conocimiento de marcadores genéticos y/o
bioquimicos, la pobre germinacidn de las cosporas, etc.

En 1989 los marcadores disponibles para identificar
aislados de P infestans eran muy limitados; més bien
eran marcadores biolégicos significativos, como son la
virulencia y la resistencia al metalaxyl. Mas los marca-
dores fenotipicos se encuentran bajo una fuerte presion
de seleccién en los sistemas agricolas.

A mediados de 1980 fueron aplicados, para el analisis
de las poblaciones de P infestans, los marcadores bioqui-
micos {Tooley et al,, 1985], Durante la década del
noventa han ocurrido progresos acelerados respecto al
uso de marcadores basados en el ADN v sus aplicacio-
nes en ¢l estudio de la esuructura genética de las pobla-
Cl1ones.

En esta resefia tenemos como objetivo resumnir las
caracteristicas poblacionales principales de F infestans
a través de los distintos marcadores utilizados actual-
mente, por ser este microrganismo de gran importancia
econémica, v por ser el organismo tipo del genero
Phytohthora.

Bases generales de la biologia de I infestans

Las especies de Phytophthora pertenecen a la clase
QOomycetes, orden Peronosporales, familia Phytiaceae.
Estas poseen un ciclo sexual que resulta en la produc-
cién de cosporas, las cuales son usualmente de pared
gruesa y resistentes a cambios ambientales. Las cospo-
ras pueden sobrevivir al menos por meses v probablemiente
por adios en el suelo {Drenthet al., 19957, De este modo
ellas proveen de una fuente de indculo de larga duracién
que puede permitir al patégeno sobrevivir fuera de su
hospedero,

Se ha demostrado que la presencia de la reproduccidn
sexual en esta especie ha dado como resultado el incre-
mento en Ja diversidad de la virulencia, la aparicion de
nuevos factores de virulencia, el incremento dramdtico
en la diversidad genética como un todo v la posibilidad
de una ripida adaptacién a cambios ambientales
[Drenth et al., 1994].

P infestans s una especie heterotélica, es decir, que
requiere }a presencia de dos tipos de compatibilidad
cercanos para que OCUFTa un cruce, y se forme por
consiguiente la oospora sexual. Estos han sido denomi-
nados tipo Al v tipe A2,

Ademés de las cosporas sexuales, los propigulos asexuales
de las especies de Phytophthora son producidos abundan-
temente en el tejido del hospedero. A partir de los espo-
rangios, v bajo determinadas condiciones, son liberadas
de los esporangios las zoosporas biflageladas. Estas zoos-
poras son quimotdcticas, por [o cual detectan activamente
al hospedero disponible [Hardham et al, 1991].
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Estructura genética de las poblaciones de P infestans

Para estudiar la genética de las poblaciones se debe
primeramente conocer la estructura genética de la
poblacién, la cual se refiere a la cantidad v distribucién
de variaciones genéticas dentro y entre las poblaciones.
Esta refleja la historia evolutiva y el potencial de la
poblacién para evolucionar, el cual es proporcional a la
diversidad genética de la poblacién {McDonald, 1997].

Andlisis de isoenzimas

El andlisis de isoenzimas en el género Phytephthora ha
estado dirigido hacia cuestiones de estructura y dise-
minacion geografica de las especies. En B infestans,
particularmente, estos estudios han permitido hipote-
tizar el origen y las migraciones del hongo a través del
mundo, v ademis ha permitido conocer las distintas
lineas clonales y la principal forma de reproduccidn que
ha desarrollado esta especie.

Esta técnica es ideal para la investigacion de microrga-
nismos, ya que puede realizarse con relativa facilidad,
es estable, codominante v generalmente las enzimas
analizadas se encuentran bajo control genético simple.
Se lleva a cabo mediante electroforesis, y s un medio
indirecto de conocer sobre la informacion genética.
Para el tizon tardio de la papa, las electroforesis se han
desarrollado sobre almidén {Spielman et al, 1990];
pero mis recientemente una técnica de mavor facilidad
de ejecucion y més econdmica basada en la electrofo-
resis en acetato de celulosa ha sido descrita [Goodwin
etal, 1993a)

Las isoenzimas se definen como las variantes de una
enzima, las cuales son codificadas por varios genes de
un mismo organismo y comparten la misma funcidn
catalitica a pesar de poseer propiedades fisico-quimicas
diferentes. Asf, las alocnzimas se definen como aquellas
isoenzimas cuyas variantes son codificadas en el mismo
locus. Las aloenzimas son alélicas una de la otra, v son
las mds propicias para las investigaciones de poblacio-
nes debido a que los mejores métodos analiticos de-
penden del conocimiento de frecuencias alélicas y
distribuciones {Erwin and Ribetro, 1996].

Para el caso de Phytophthora infestans se han utilizado
dos aloenzimas para la caracterizacién de las poblacio-
nes: glucosa 6-fosfate isomerasa (Gpi) y la peptidasa
(Pep). Los genotipos de dichas aloenzimas estan des-
critos en términos de la movilidad relativa de sus
bandas de actividad en un campo eléctrico en gel de
almidén. De este modo, al alelo mds comin le es
asignada una movilidad de 100, y a los otros alelos les
son asignados nimeros basados sobre su movilidad
relativa con respecto a este [Spielman e al., 199]).

Las poblaciones de P, infestans, representativas de dife-
rentes pafses en determinados periodos de afios, se
agrupan en dos categorias principales, cada una carac-
terizada por diferentes grupos de genes [Spielman et
al, 19917
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Andlisis de los vesultados concernientes a la genética...

L. Aquelias en las cuales s6lo se encontré el tipo de
compatibilidad Al, dos tipos de alelos Gpi (86 v 100}
y dos tipos de alelos Pep (92 y 100). El genotipo dilocus
mds frecuente fue Gpi 86/100 Pep 92/100; no obstantz,
los aislados homocigéticos de cada alelo, pero no de
ambos, también aparecieron.

2. Aquellas en las cuales estaban incluidos los dos tipos
de comparibilidad Al v A2. En esta coleccion los alelos
Gpi 86 v Pep 92 fueron poco frecuentes o estaban
ausentes, pero existian dos tipos de alelos adicionales
Gpi 90 v Pep 83. Los genotipos dilocus més encontra-
dos fueren Gpi 90/100 o Gpi 100/100 con Pep 83/100
o Pep 100/100. El tipo de compatibilidad estaba aso-
ciado fuertemente con un genotipo dado: Al con Gpi
86/100, AZ con Gpi 100/100 y el genotipo dilocus més
comuin para A2 fue Gpi 100/100 Pep 100/100.

S¢ han realizado numerosos estudios de Ia Gpi v Pep.
Sin embargo, el ndmero limitado de loci v el bajo nivel
de vartabilidad limita el uso del andlisis de isoenzimas,
va que 1o se pueden detectar genotipos individuaies, v
Por tante. es necesaric recurrir a otras técnicas [Shaw,
1991,

En Cuba han sido detectados los dos tipos de compati-
bilidad (Al y A2) del hongo [Tomdés y Lépez, 1998],
por io cual puede haber ocurrido reproduccion sexual,
aunque esta ain no ha sido demostrada. Ademds, se
han hecho estudios de resistencia al metalaxyl, compro-
béndosc poblaciones resistentes y poblaciones sensibles
(Mulfio, 19971 Sin embargo, el andlisis de isoenzimas
todavia no ha side llevado a cabo, por lo que no se
incluyen hasta el memento en ninguna de estas dos
categorias descritas.

Anilisis del DNA mitocondrial

El genoma mitocondrial tene la particularidad que puede
ofrecer una perspectiva independjente sobre la poblacion
genética de un hongo. Este es heredado inde-
pendientemente del genoma nuclear, exhibe poca o nin-
guna recombinacién v usualmente sélo es heredado de
uno de los parentales. Como resultado, €l genoma mito-
cendrial existe como una serie de linea clonal que puede
ser usado para definir lineas de descendentes o vias de
flujo de genes IMcDonald, 1997]. Ademds, es Gl para
dilucidar eventos de migracién [McDonald, 19977,

El DNA mitocondrial de P infestans es una molécula de
DNA circular de 36,2 Kb Kimzack v Prell, 1984], y es
polimérfico. Hasta el momento han sido identificados
dos tipos de DNA mitocondrial de este hongo: el tpo A
v el B [Goodwin, 1991], E] DNA mitocondrial tipo A
se encuentra ampliamente distribuido en el mundo,
mientras que el tipo B esté restringido a aquellos lugares
donde se ha encontrado ¢l tipo de compatibilidad A2
[Goodwin, 1991].

En aguellos pafses donde se ha realizado el anslisis del
DNA mitocondrial, como Holanda [Drenth et al.,

1993] y el Reino Unido [Carter e al..1990], se ha
observado una baja frecuencia de aislados con el tipo B,
1o cual puede ser explicado por la introduccién limitada
de este tipo en las distintas regiones o por la seleccién
negativa. En el centro de México el tipo B se ha
encentrado sobre cultivos de papa y tomate, mientras
que en otros sitios de ese pafs sélo se ha hallado sobre
papa [Drenth et al., 1993},

Sin embargo, el tipe B de DNA mitocondrial ha sido
encontrado tanto en el tipo de compatibilidad Al como
en et AZ [Drenth ef al., 19937,

Analisis del DNA nuclear

Elestudio del DNA nuclear en P, infestans se ha realizado
a través del DNA fingerprint (huellas del DNAY, utili-
zando para ello més cominmente la técnica del RELP
v el RAPD,

El RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA ~Po-
limorfismo de DNA Amplificado al Azar-) es una téc-
nica que exhibe sélo dos alelos —amplificados o no- de
cada locus amplificado. Aunque esto es ideal para ma-
peo genético, constituye una desventaja para medir la
diversidad genética, va que va a estar afectada por el
numero de alelos que componen un locus.

El RAPD es dominante, es decir, mediante €l no se
puede definir entre homocigético y heterocigdtico, lo
cual constituye una desventaja para su uso con Organis-
mos diploides y poliploides, como son los Qomyeetes
[McDonald, 19971,

EL RFLP (Restiction Fragment Length Polymorphism
~Polimerfismo de la Longitud de los Fragmentos de
Restriccidn—) posee como principal ventaja que son
codominantes, v exhiben un nimero ilimitado de alelos
por locus Hulbert et al., 1988], Utilizando los marca-
dores de RFLP ha sido posible el estudio completo de
mapas genéticos.

Para llevar a cabo los estudios de DNA fingerprint es
recesario la disponibilidad de sondas marcadas. Esta
debe revelar numerosos fragmentos con un alto grado
de polimorfisma, los cuales no dcben estar unidos en
loci genéticos. Ademds, para un hongo, la secuencia
clonada debe mostrar que los fragmentos patrones sean
estables a través de la reproduccién asexual,

Ltilizando una librerfa gendmica parcial de P infistans
fueron caracterizados varios clones seleccionados al
azar, y de estos sélo dos sondas arrojaron resultados
alentadores: la sonda RG-57 yla RG-7 [Goodwin ¢t 4/,
1992]. En el case de 1a RG-7, sin embargo, se encontrd
un gran nimerc de fragmentos unidos genéticamente
en la segregacién, lo cual impide una interpretacién
exacta de fragmentos muestras en aislados de campo, v
por tanto limita la utilidad de esta sonda. La sonda
RG-7 tiene utilidad sélo para identificar diferentes
lineas clonales {Goodwin et al,, 1992].

La sonda RG-57 puede hibridizar al menos con 23 loci
diferentes en P infestans, muchos de los cuales no se
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encuentran unidos genéticamente. Ella representa una
secuencia de DNA nuclear moderadamente repetitiva,
sus fragmentos patrones son estables somaticamente v
son transmitidos a la progenie sexual en una segregacion
mendeliana [Goodwin et al., 1992]. Como P festans
contiene sélo nueve o diez cromosomas [Sansome y
Brasicr, 1973], es probable que muchos de ellos sean
marcados con esta nica sonda.

Debido 2 que la sonda RG-57 nos permite la obtencién
de datos de un gran numero de loci simultdneamente,
existe una baja probabilidad de que individuos no
relacionados posean el mismo genotipe multilocus. De
este modo, esta sonda puede ser muy util para elucidar
estructuras clonales de poblaciones v para estudiar el
desarrollo de limeas clonales particulares durante el
curso de una epidemia o en el perfodo de un afio a otro
[Goodwin et al., 19921

Utilizando la sonda RG-37, en diterentes poblacienes
de P infestans se ha observado un aumento significativo
en la diversidad de las poblaciones, comparando con
los resultados de la diversidad mediante analisis de
aloenzimas {Drenth et al,,1993], Asf, en Holanda, me-
diante el anélisis basado en el tipo de comparibilidad,
la resistencia al metalaxyl v el genotipo de aloenzimas
fueron identificados 17 genotipos diferentes entre 2035
aislados [Fry et al, 1991], mientras que por DNA
fingerprint con la sonda RG-57 se revelaron 35 genotu-
pos diferentes entre 133 aislados, Combinando todes
los factores anteriores en ¢l iitimo anélisis de diversidad
genética, fucron encontrados 45 genotipos diferentes
enlos 153 alslados de P infestans [Drenth et al, 1993

Es importante destacar gue todos tos fragmentos iden-
tificados en los aisladas colectados en Holanda median-
te la sonda RG-57 en DNA fingerprint se encontraron
también en los aislados mexicanos. Ademds, en el
centro de México -lugar de origen de P infestani—
aparecen fragmentos adicionales polimérficos a RG-37
en baja frecuencia {Goodwin et al., 1992b;,

Interacciones entre diferentes genotipos

Numerosas nvestigaciones se han llevado a cabo para
dilucidar la posible unién entre el locus para la resisten-
cia al metalaxyvl v otros loci, como por ejemplo el tipo
de compatibilidad A2, la adaptabilidad relativa mds
acentuada, la poliploidia v el complejo de genes de
virulencia [Chang & Ko, 1990].

La resistencia al metalaxyl en aislados de P infestans es
condicionada por un simple gen cromosomal con do-
minancia incompleta [Shattock, 19881, En estudios de
cruces de un aislado tipc Al sensible con otro tipo A2
resistente, a nivel de laboratorio, se obtuvieron en la
progenie F1 individuos con resistencia intermedia. Es-
tos aislados con resistencia intermedia han sido consi-
derados heterocigéticos para el gen dominante de resis-
tencia al metalaxyl. En una progenie F2 producto de un
cruce entre dos individuos de la progenie FI, la propor-
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cién resultante fue 1:2:1, es decir, sensible: intermedio:
resistente. Esta segregacidn mendeliana refleja el con-
trol de un simple gen (monogénico) para la resistencia,
v la dominancia incompleta ejercida por el gen en
cuestién [Shattock, 1988].

Las investigaciones realizadas en Suiza, Francia y Espa-
fia para determinar la relacién entre el tipo de compa-
tibilidad vy la resistencia al metalaxyl, han detectado
altos niveles de aislados resistentes al metalaxyl, pero
muy pocos 0 ningin aislado del tipo de compatibilidad
AZ entre estos. As, se ha observado que los aislados del
tipo A2 tienden a ser menos frecuentes en afios de altos
niveles de resistencia, v que no existe relacion entre los
niveles de resistencia y la proporcidn de cualquier tipo
de compartibilidad [Gisi & Cohen, 1996]. En Polonia
“Therrien et al,, 1993], Alemania [Dagget et al, 1993]
v Holanda [Fry et al, 1991] la disuibucidn de la
sensibilidad respecto a los tipos de compatibilidad fue
50%/50% de Al sensible/Al resistente v 80%/20% de
A2 sensible/A2 resistente. Therrien ¢ al, en 1989
propusieron que la mutacién inicial para la resistencia
al metalaxy] en Holanda ocurrié en el tipo Al y luego
en el A2, va sea espontaneamente o por la via de
recombinacién con el tipo Al resistente.

Respecto al nivel de poiiplodia, tampoco ha sido detecta-
da relacién alguna entre este v el tipo de compatibilidad
o la resistencia al metalaxyl [Therrien et al., 1993].

En relacion con las razas, se ha visto que la proporcidn
de aislados resistentes a Jas fenilamidas es més baja en
razas altamente complejas {poseen 7-8 factores de vi-
rulencia) que en razas menos complejas (3-6 factores
de virulencia) [Gisi & Ohl, 1995]. Sin embargo, en
Istael, la misma proporcién de aislados resistentes
{509 fue encontrada en todas las razas [ Gisi & Cohen,
1996]. Por tanto, es necesario profundizar en esta
relacién, pero hasta el momento ninguna unién ha sido
observada entre el niumero o composicién de genes de
virulencia v el desarrollo de sensibilidad al metalaxyl.

Poblaciones de Phytophthora infestans
Linajes clonales

Un linaje clonal incluye todos los descendientes asexua-
les de un genotipo dado, de modo que cualquier varia-
cién dentro de un linaje tiene que ser debido a una
mutacién o una recombinacion mitética en caso de
microrganismos diploides. Los miembros de un mismo
linaje clonal deben ser idénticos v faciles de distinguir
de individuos pertenecientes a otros linajes [Anderson
v Kohn, 1995].

La descripcidn inicial de un linaje clonal requiere un
gran nimero de marcadores genéticos. Para describir los
linajes clonales de P infestans han sido empleados el tipo
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de compatibilidad (Al y A2}, el genotipo de la aloenzi-
ma glucosa 6-fosfato isomerasa y el de la peptidasa, v
el DNA fingerprint determinado con la sonda RG-57
del DNA nuclear [Masayasnkato ¢t al,, 1997], El pato-
tipo, al ser un cardcter de répida evolucién, tiene muy
limitada aplicacién en los estudios de genética pobla-
cional [Goodwin ez al., 1995¢].

Un ejemplo de un linaje clonal de P, infestans es el US-1,
deserito por Goodwin ef al. en 1994, Este linaje posee
tipo de compatibilidad Al, el patrén de la aloenzima
glucosa 6-fosfato isomerasa {Gpi) es 86/100 v el de la
peptidasa (Pep}) es 92/100. Su fingerprint es caracterfs-
tico de 15 bandas y posee una banda patrén de RFLP
definida con la sonda RG-37.

Los linajes clonales en P infestans pueden diferir de otros
en aspectos de importancia, entre los que se incluyen
los factores de patogenicidad —preferencia de hospede-
ros, virulencia especifica, agresividad, sensibilidad a
fungicidas- y los factores ecolégicos ~respuesta a facto-
res fisicos como la temperatura- [Kato et al. 1997,
Legard 2 al., 1995; Goodwin ef al., 1995¢]. Por ejem-
plo, el linaje clonal US-1 es altamente patogénico a papa
y levemente a tomate {Goodwin ¢t al., 1994], el US-6
[Legard et al., 1995} y el US-7 [Goodwin et 4l., 1995b]
son patogénicos en igual medida a papa y tomate y el US-8
[Katoetal, 19971, el cual actualmente es el mas distribuido
en Estados Unidos de América v el mds problemético, es
patogénico solamente 2 papa. Algunas de las caractexfsti-
cas de linajes conocidos pueden verse en la Tabla.

Caracteristicas generales de distintos linajes clonales de P. infestans

Linajes Tipode | Sensiblidad al Patogenicidad Gpi i Pep
compatibilidad metalaxyl : i
US-1 Al 5 Papa y tomate 86/100 | 92/100
Us-6 Al R Papa y 1omate 10G/100 | 92/100
US-7 A2 R Papa v tomate 100/11% | 100/100
US-8 A2 R Papa FQO/111/122 | 100/100
US-11 Al R Papa v tomate 100/100/111 ! 108/100
US-17 Al R Tomate | 100/122 1 100/100

Las variantes dentro de un linaje clonal han sido
identificadas poniendo un niimero detrds del linaje
clonal al que corresponde, el cual indica el ntimero de
variante encontrada [Goodwin et 4/, 1994]. Asi, la
US-1.3 es la tercera variante encontrada del linaje
clonal US-1. Estas variantes son idénticas para el
genotipo mas comin de su linaje, excepto para uno o
dos aloenzimas o para cambios en el DNA fingerprint.
Ejemplo de esto son US-1.5y US-1.6, los cuales tienen
una banda més en e} DNA fingerprint comparado con
el US-1 {Goodwin et al., 1995b)].

Una conclusién importante de los estudios de la gené-
tica poblacional de P, infestans es que antes de 1980, 1a
poblacién mundial de este patégeno fue dominada por
un simple linaje clonal -US-1-, solamente o en mayor
cuantia [Goodwin et al., 1994). De este mismo modo
han sido aceptadas las migraciones de otros linajes
debido, entre otras cosas, a la disponibilidad de mar-
cadores para la tdentificacién de linajes clonales.

Respecto a las poblaciones epidémicas del hongo, se
ha observado en Estados Unidos v Canadé que estas
estén compuestas de un simple linaje clonal, Por ejem-
plo, en New York, en 1987, Ja epidemia del tizén tardio
en la papa fue a causa del linaje US-1, mientras que
en 1993 la epidemia de tizén tardio en tomate fue a
causa del linaje US-7 [Fry and Goodwin, 1997]. Esta
homogeneidad parece ser debida a la ausencia de
reproduccién sexual, ya sea porque las poblaciones
locales consisten de un simple lingje clonal, o porque

las oosporas sexuales producidas se encuentren inca-
pacitadas para germinar, como ocurre en Japén y Corea
[Mosa et al., 1993).

En contraste, en aquellos lugares donde existe diversi-
dad de poblaciones y ha ocurrido reproduccién sexual,
las poblaciones epidémicas del hongo son heterogé-
neas, como es el caso de algunos sitios de Europa
[Drenthetal, 1995]. En el Valle de Toluca, en México,
donde se piensa que la reproduccién sexual existe hace
mucho tiempo, se determiné que la mayorifa de los
aislados tenfan genotipos Gnicos. Por tanto, se puede
llegar 2 la conclusion de que la estructura poblacional
de P, infestans puede diferir dramaticamente entre dis-
tintas localidades,

Fuentes de variacidn

Entre las fuentes potenciales de variaci6n genética en
las poblaciones de P infestans se encuentran las muta-
ciones, las recombinaciones mitdticas, la parasexuali-
dad [Leach and Rich, 1969] y 1a hibridizacién inte-
respecifica {Main't Veld, 1996]. Sin embargo, estas dos
Gltimas atn no han sido ampliamente confirmadas
utilizando los métodos modernos de biologia molecu-
lar, por lo cual no la abordaremos con profundidad.

Mutaciones

Los andlisis de los linajes clonales han detectado nu-
merosas mutaciones probables en el DNA mitocon-
drial y en el nuclear. Por ejemplo, muchos aislados
pertenecientes al linaje clonal US-1 tienen DNA mi-
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tocondrial haplotipo A, v este parece ser el haplotipo
ancestral de este linaje [Goodwin, 1991]. Sin embargo,
han sido detectadas tres variantes de DNA mitocon-
drial en lugares donde sélo existe ¢l linaje clonal US-1:
la forma C en Pertt [Goodwin, 1991] v las formas By
F aistadas de Filipinas [Koh et al., 1994], lo cual indica
que han ocurrido mutaciones en el DNA mitocondrial
de B infestans. Estos cambios involucran deleciones e
inserciones.

Los cambios genéticos se han detectado con mayor
frecuencia en la virulencia, Asf, US-1 probablemente
fue el tinico genotipo presente en Europa de I iafestans
hasta finales de 1970, v no obstante, se obsexvé gran
cantidad de variaciones en la virulencia en ese pericdo,
resultantes al parecer de mutaciones dentro de un
mismo linaje clonal (US-1}.

También han ocurrido mutaciones para la resistencia a
fungicidas. La extrema sensibilidad al metalaxy] es atri-
buible al fenotipo del linaje clonal US-1. Sin embargo,
en Filipinas, donde US-1 era el Gnico linaje clonal
detectado, se obtuvieron aislados resistentes al meta-
Jaxyl [Koh ¢t al., 19941

El grado de mutaciones no tiene que ser excesivamente
alto para poder explicar los cambios observados en ja
virulencia v la sensibilidad a fungicidas, ya que una
simple lesién de P infestans puede producir cientos de
miles dc esporangios, y un campo podria producir
billones de esporangios [Legard ef al, 1995} De este
modo, con un nimere alto de propagulos v una fuerte
seleccién impuesta por los genes de resistencia del
hospedero v los fungicidas aplicados, un grado de mu-
racién moderado podria ser suficiente para generar toda
la variacién observada en las poblaciones de P infestans.

Recombinacion mitotica

Los cambios explicados en el acpite anterior involu-
cran la aparicién de nuevos alelos que podrian ser
debido a mutaciones. Sin embargo, muchas de las
variaciones dentro de linajes clonales de P infestans no
involucran nuevos alelos, pero si cambios aparentes a
homocighticos en loci que fueron heterocigdticos {Goodwin
et al., 1094). Estos cambios podrian ser causados por
recombinacién mitética,

Aungue la recombinacién mitética no genera nuevas
variaciones, esta podria revelar variaciones recesivas en
genes que previamente fueron heterocigoticos para un
caracter dado [Goodwin, 1997).

En P, infestans han sido detectadas las recombinaciones
mitéticas mas usualmente que las mutaciones. Todas
las variaciones de las aloenzimas observadas dentro de
linajes clonales involucran cambios de heterocigoticos
a homocigoticos; por ejemplo, una variante del tipo
US-6, peptidasa 92/100, tiene una variante US-6.1
peptidasa 92/92 [Goodwin et al,, 1994).
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La deteccidn y diagndstico de enfermedades virales
en las plantas representa una necesidad muy impor-
tante para la agricultura en general. Durante décadas
s¢ han empleado las técnicas serolégicas para garantizar
lardpida identificacién v clasificacién de los virus. Estas
constituyen una opcién mas econémica para pafses en
desarrollo, que no cuentan con recursos suficientes para
establecer procedimientos moleculares en el diagnésti-
co rutinaria de estos patdgenos [Clark, 1981]. A partir
de ahi la importancia de producir anticuerpos capaces
de detectar diferentes virus fitopatégenos. Es conocido
que existen varios métodos para la preparacién de
proteinas que serdn empleados como antigenos. Entre
estos se incluyen la solubilizacién de muestras de pro-
tefnas en soluciones buffer [Chase, 19671, la solubili-
zacién de membranas de nitrocelulosa en las cuales
estas han sido absorbidas [Maurer y Callahan, 1980],
y la emulsién de bandas proteicas separadas en geles de
poliacrilamida [Knudsn, 19857, Mediante este dltimo
procedimiento se han producido sueros y anticuerpos
monoclonales a partir de conejos v ratones respectiva-
mente [Garnsey et al., 1979; Tracv et al, 1983; Rincon-
Castro ef al., 1997], siendo muy Gitil cuando s€ presen-
tan inconvenientes para la purificacién del virus, diffcil
extraccién del vegetal o baja concentraci6n del virus en
las plantas. Teniendo en cuenta estos aspectos fue
nuestro propésito ensayar la obtencién de inmunosue-
ros especificos para el diagnéstico a partir de bandas de
proteina de la cpsida del virus del mosaico del tabaco
{TMV), por ser este uno de los mas estudiados mun-
dialmente.

Se emplearon como muestras vegetales hojas de tabaco
(Nicotiana tabacum L.), variedad Corojo sanas e infecta-
das con el TMV, raza O, las que fueron mantenidas en
condiciones controladas a temperatura de 28-30° C. Se
realizé una semipurificacién del virus, y esta se preparé

OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES A PARTIR
DE BANDAS DE PROTEINAS SEPARADAS
POR ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Ana L. Echemendia, Gloria Conzélez, Yadira Alfonso y P. B. Suarez

tnstitue de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 no. 514 e/5a By 5a. F Flaya, Ciudad de La Habana,

para realizar la cornda electroforética en geles de polia-
crilamida al 12 ¢ 6 [Laemmli, [970]. Como patrén de
peso molecular se uso la Lysosima a razén de | mg/mlL,
¥ como control negativo las muestras de plantas sanas
de tabaco. Para la obtencién del anticuerpo se realizé
la corrida con la semipurificacion del virus, luego la
banda de la proteina de la cipsida fue escindida del gel
¥ homogenizada en una proporcién de I:] con adyu-
vante completo e incompleto de Freud en dependencia
del in6eulo. La emulsién se aplico por via intraperito-
nial, intraganglionar, en las cuatro patas e intravenosa
respectivamente, cada 20 dfas una de otra, y utilizando
en cada inyeccién un mililitro del emulsificado. Al
culminar el protocolo de inmunizacién establecido se
sacrifico el animal v se separd el suero que fue probado
por dobleinmunodifusién, inmunomijcroscopia e inmu-
noelectroforesis,

Podemos concluir que mediante la inmunizacién a
conejos, utilizando como antigeno bandas de la protei-
na de la cdpsida del TMV por la técnica SDS-PAGE, es
factible producir inmunosueros de alta especificidad,
en breve tiempo, v partiendo de menor cantidad de
material vegetal que cuando se emplean métodos tra-
dicionales. El anticuerpo policlonal obtenido se puede
usar para la deteccidn de plantas v/o semillas infectadas
con el TMV por diferentes técnicas de diagnéstico,
como la inmunodifusién, inmunoelectroforesis v la
inmunomicroscopia.
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EI andlisis de los residuos de plaguicidas reviste una
gran importancia porque permite la cuantificacién de
estos compuestos dafiinos a la salud humana en los
distintos sustratos.

El andlisis de los plaguicidas en agua hasta hace poca
representaba un problema debido al volumen por pro-
cesar [Moreno, 1998}, superado con la introduccién de
los discos de extraccién en fase s6lida, los cuales reducen
2 100 mL la muestra para realizar un andlisis [Martinez
etal., 19961

En el presente trabajo se informan los resultados de los
andlisis realizados para detectar atrazina y simazina en
los discos empore ¢,y (J.T. Beaker, Deventer, Holland)
de un ejercicio de intercomparacién JAEA contamina-
dos con los herbicidas antes mencionados como parte
del provecto «Distribucién, destine v efecto de los
plaguicidas sobre Ia biota en ambiente marino tropical,
uso de radio trazadores»,

Los herbicidas se extrajeron de los discos con cuatro
porciones de 10 mL cada una de acetato de etilo,
empleando un sistema de extraccién en fase sélida
(Supelco Inc.) al que se le aplicé un ligero vacio. Las
MUuestas se concentraron en un evaporador rotatorio a

35°C, y el extracto quedos listo para la determinacidn
cromatografica.

Se utiliz0 un cromatégrafo de gases Carlo Erba, Modelo
Fractovap 2450 con detector selectivo NPD-80 (Milan,
Italia}, con una columna Megabore OV3 (Ohico Valley,
E.U), de 30 m de longitud x 0,53 mm de didmetro
interior y 1,5 um de espesor de pelicula. Se emple6
nitrégeno como gas portador a 1,5 cm”/min. La tempe-
ratura se programé desde 130°C hasta 220°C a una
velocidad de ascenso de 5 °C/min.

En la Tubla se muestran los resultados del analisis de
los herbicidas atrazina y simazina cuyos valores estin
expresados en mg L. Martinez v Barcel6 {1996) sefia-
laron que las muestras en discos de extraccion en fase
s6lida no mostraron evidencias de degradacién a 20 °C
por tres meses, y que también resultaron estables a 4°C
por dos meses. En nuestro caso se observé una coinci-
dencia total con los parametros indicados por la [AEA
{ Dierksmeier, comunicacién personal, 1998], a pesar de
que las muestras sufrieron una transportacién desde
Europa, variacién de la temperatura durante la travesia,
y ademnds se conservaron por tres meses a 4 °C. Esto
corrobora la estabilidad de los plaguicidas adsorbidos
en los discos de extraccién en fase s6lida empore Cq

Valores de los residuos de atrazina y simazina detectados en los discos
de extraccidn en fase solida empore ¢ g

Herbicida Concentracisn (mg L) Valor promedio
AMuestra Muzstra 2
Atrazina 7,77 8,40 8,08
Simazina 6,87 7,12 7,00
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NUEVA TECNICA PARA EL DIAGNOSTICO DE ESPECIES
DE LA FAMILIA PSEUDOCOCCIDAE (HOMOPTERA)
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El diagnéstico de estos insectos se realiza por la
observacién de su cuticula a través del microscopio
éptico. En esta se encuentran las caracteristicas taxo-
ndmicas para la identificacién de la especie, por lo que
resutta de suma importancia realizay una buena prepa-
racién de ella.

En el mundo existen varios métodos para el aclarado v
montaje de los cocoideos en general; entre estos se
encuentran Jos descritos per Lambdin and Kesztarab
(1973), Alayc {1976), Williams y Guillian {1998}, y
el de Rodriguez v Martinez (1992), este dltimo en uso
hasta ahora en los laboratorios provinciales de Sanidad
Vegetal,

Todas estas técnicas son muy laboriosas e ineficientes,
requieren el use de varios productos quimicos v en
todos los casos hay que practicar una pequefia herida
en la cuticula para extraer [a hemolinfa y los huevos
del interior del insecto, Estos inconvenientes motivaron
la bisqueda de un método mas rpido v preciso.

Por la experiencia adquirida en el trabajo con otros
grupos de insectos, se probdé v se comprobd que el
cloralfenol tiene propiedades que permiten el aclarado
de las especies de Pseudococcidos . Ademas, es efectivo
para insectos de la familia Aphididae, Aleyrodidae v
para las larvas de la familia Tephritidae. El método
basado en el empleo de dicha sustancia se describe a
continuacién;

1. Se trasladan las chinches de la solucién conservado-
ra (AGA, alcohol al 70%) o muestra viva a tubos de
ensayo pequeftos ( 12 cm de largo x 1,2 cm de didme-
tro), que contengan cloralfencl (0,5 mL) .

2. Se colocan los tubos en bafio de Maria por espacio de
20 minutos ¢ mds, pues el tiempo est4 en dependencia de

la solucidn conservadora, fecha de colecta de la muestra
v de la planta hospedante.

3. Después del aclarado se extraen los insectos v se
realiza el montaje directamente en Berlese o Balsamo
de Canadd {no es necesario realizar la incisién  al
insecto); si se desea puede colorearse con Fuschina u
otro colorante,

4. Se observa al microscopio dptico.

5. Si se desea conservar en la coleccién se rotula v
posteriormente se coloca en la estufa a 409 C por tres
dias.

Con esta técnica se obtienen las siguientes ventajas:

1. Se logra un aclarade completo del insecto sin nece-
sidad de perforarlo, lo que posibilita realizar un diag-
néstico preciso.

2. Permite analizar mayor ndmero de muestras en una
jornada .

3.Uso minimo de cristalerfa (portaobjetos v cubreobje-
tos}h

4. Ahorro de productos quimicos.

3. Menor costo por muestra (0,31 USD el méredo
tradicional v 0,12 USD el nuevo método).
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