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RESUMEN

APLICACION DEL DIAGNOSTICO FITOVIROLOGICO
EN CULTIVOS ASOCIADOS A HUERTOS URBANOS

Ana L. Echemendia, Surey Valdés, S. Jiménez, Gloria Gonzalez v J. Fernandez

instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal Calle 110 no. 514 e/5a. By 5a. F,
Playa, Ciudad de La Habana, CP 11600

ABSTRACT

La agricuttura urbana he adquinido gran importancia en nuestro pais
en {68 dllimos afios como una via més pare garantizaref suminisiro de
vegefales y hortalizas a fa poblacién de las ciudades. Aparejado af
surgimiento de hidropdnicos, organopadricas y huerfas, se han realfza-
do de forma sistematica muestreos e inventarios de las plagas y enfer-
medades gue afectan los culiivos asociados a estos sistemas. Eneste
trabajo se sefiala la aparicidn de tres sintomatologias virales en fos
cuftivos de lechuga (Lactuca sativa L.), apio (Apium graveolens L) v
mefén de Castilfa (Cucumis melo L.), asociados a la presencia de &ff-
dos vectores. Para fa identificacion de los agentes causantes de estas
enfermedades se emplearon diferentes técnicas de diagnéstico como
son. fas plantas indicadoras, microscopia dptica y efectrdnica, y la téc-
mica £LISA en sus variantes DAS e indirecto. Los resuitados demos-
fraron que fos sinfomas observados en lechiuga son producidos por ef
virus def mosaico de la lechuga (LMV), en ef caso def apio se frata ve
una raze def virus del mosaice del pepino (CMV), ambos reportados
por primera vez en nuestro pals, y en ef meldn de Castilfa se identificé
como ef virus de fa mancha anular de la fruta bomba, raza w (PRSV}
nunca antes encontrado este cuttive, Se identifics también por vez pri-
mera una especie de dfido colonizando lechuga v como vector def
LMV,

Paiahras claves: diagnostico, ELISA, Lactuca sativa L., Apium gra-
veolens L., Cucumis melo L, Potyvirus y Cucumovirus

The urban agricuitural is very important to supply vegetable in our
country. A study is presented in which ELISA, pptical end electron mk-
croscopy and host plant were used to detect three different viruses of
fettuce, celery and melon samples. This is the first report of defection
ahouf Letfuce Mosaie Virus, a strain of Cucumber Mosaic Virus and w
strain of PRIV from leituce, celery and mefon plants.

Key words: diagnosis, ELISA, Lactuce sativa L., Apium gravecfens L.,
Cucumis melo L, Pobyvirus y Cucumovirus

INTRODUCCION

La agricultura urbana ha adquiride gran importancia
en nuestro pafs en los tiltimos aflos, como una via mas

ara %arantizar el suministro de vegetales v hortalizas a
a poblacién de las ciudades. El combate de las plagas
en los sistemas de cultivos de organopénicos constitu-
ye un elemento basico para la obtencién de rendimien-
tos aceptables bajo esta modalidad de agricultura
urbana.

La aparicién de diferentes enfermedades en estos siste-
mas requiere de un diagndstico eficiente que permita
que estas pucdan ser manejadas y controladas, por lo
que se han realizado de forma sistemadtica muestreos e
inventarios de las glagas y enfermedades que afectan a
los cultivos asociados a estos.

Este trabajo se realizé con el objetivo de diagnosticar
las vircsis encontradas en los organopdnicos mues-
treados, en los cultivos de apio (Apium graveolens L.},
lechuga iLactum sativa L.) v meldn de Castilla (Cucu-
mis melo L.},

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras

Se realizaron muestress sistemdticos en los organopé-
nicos a partir de enero de 1996-97 hasta la culmina-
cidn delpciclo de los cultivos. Se colectaron hojas v
semillas de lechuga, apio y hojas de melén de Castilla,

fitasanidad!s
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debido a la aparicidn de sintomatologias virales asacia-
das 2 estos cultivos.

Las muestras de hojas se procesaron para la realizacion
del diagnéstico por diferentes téenicas, y las semillas
fueron sembradas para determinar si existia trasmision
del virus por esta via.

Plantas indicadoras

Se procedid a macerar el material vegetal con tampén
fosfato 0,025 M pH 7 en el caso del meldn de Castilla,
v con tampén citrato 0,05 M pH 6,5 para el apio v la
lechuga. En todos los casos se emple6 carbén activado
como agente antioxidante v carborundum como abra-
Sivo.

La lechuga se inoculd mecinicamente en posturas de
L. sativa L. y en Gomphrena globosa L., mientras que las
muestras de apio y melén de Castilla se inocularon en
A. graveolens L. y en Cugumis sativus L. respectivamente.,
Las plantas fueron mantenidas en condiciones contro-
ladas a 25-30°C.

Microscopia éptica y electrénica

Fueron analizadas las muestras de lechuga, apio y me-
16n de Castilia por microscopia éptica v electrénica se-
gin fo establecido por Christie y Edwarson (1977).

ELISA-DAS

Para diagnosticar el virus del mosaico del pepino
{CMV) en hojas de lechuga, apio v meldn de Castilia se
empled un kit de la SANOFI capaz de detectar varias
razas de este virus.

El procedimiento consisti6 en el recubrimiento de las
placas con la IgG policlonal durante dos horas a 37°C.
El extracto vegetal fue incubado 16 horas a 4°C. Con el
buffer PBS-Tween-Albtumina pH 7,4 se diluy6 el con-
jugado que se mantuvo cuatro horas a 37°C y poste-
riormente se afiadid el sustrato {4-nitrofenilfosfato en
buffer de dietanolamina pH 9,8) durante 30 minutes a
temperatuwra ambiente, La absorbancia se determind a
405 nm en un equipo SUMAL PE.

Vectores

Fueron hechos muestreos de los &fidos presentes en los
organopénicos, asociados o no a los cultivos de interés,
para la determinacién de la especie y su relacién con las
virosis encontradas. La clasificacién se hizo de acuerdo
con la clave de Holman (1974). En el caso del LMV se
realizd la infeccién por fidos para determinar qué es-
pecies eran capaces de trasmitir el virus,

ELISA indirecto

Esta téenica se empled para diagnosticar e} virus del
mosaico de la lechuga (LMV) en hojas de lechuga. Se
sigui6 el procedimiento descrito por Clark v Adams
{1977). El extracto vegetal se incub¢ 16 horas a 4°C. Al
dia SIguiente se anadié albtmina de suere bovino
(BSA) al 3%, manieniéndose una hora a 37°C. ki in-

&/fitosanidad

munosuerc especifico empleado procedente de Dina-
marca se adiciond wes horas a 37°C. El conjugado
diluido con PBS-T se mantuvo una hora a la misma
temperatura y el sustrato otra hora, pero a tempera-
tura ambiente. La Jectura se realizé de la forma va des-
Crita.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las semillas de lechuga colectadas de plantas infecta-
das con LMV germinaron tres dias después de sembra-
das, apareciendo los sintomas a los 20 dias de
germinadas. De esta forma se comprobé que hubo un
20% de trasmisién de este virus por semillas. Esto
coincide con lo planteado por muchos autores [Maury
et al,, 1989 y Maury-Chovelon, 1984]. En otros traba-
jos se encontrd en el tejido embrionario y no embriona-
rio de las semillas v en las primeras hojas verdaderas
agregados de particulas de LMV [Hunter et al.,, 1993].
Las semillas de apio sembradas procedentes de plantas
enfermas dieron lugar a posturas sanas,

En el andlisis del rango de hospederos, las plantulas de
lechuga inoculadas con el extracto vegetal de plantas
con sintomas virosos demoraron en mostrar los sinto-
mas de 20-25 dias. Estos consistian en un aclaramiento
en las nerviaciones seguido de un mosaico ligero de co-
lor verde. En el caso de la G. globosa se observd, a partir
del sexto dia, la presencia de lesiones locales necréticas,
coincidiendo con lo obtenide por otros autores para el
LMYV [Tomilson, 1970]).

Después de inocular las plantas de apio con la savia de
plantas virosas, se observé a los 10 dias sintomas de
mosaico verde difuso, y mds tarde anillos amarillos que
se expanden hasta provocar la decoloracién, y con ella
la marchitez de las hojas, Esto se corresponde con lo
descrito para una raza del CMV [Smith, 1972]

Las plantas de pepinc inoculadas con el extracto vege-
tal obtenido del melén de Castilla viroso, mostraron a
los cinco dias sintomas de mosaico intenso verde con
algunas verrugas y deformacién de las hojas. Estas ca-
racteristicas se asemejan a lo encontrado para laraza w
del PRSY [Gonsalves, 19841,

En cuanto a las especies de &fidos colectadas en los or-
ganopdnicos, estas correspondian a Myzus persicae,
Aphis gossypii Sulz y Dactynotus ambrosiae Thomas, las
dos primeras conocidas come vectores de CMY, LMV
v PRSY [Smith, 1972; Kennedy et al,, 1962; Kucharex
and Purciful, 1997], mientras que la dltima se conoce
que habita en lechuga y fue comprobado en nuestro
trabajo que es vector del LMV,

En las muestras de lechuga y melén de Castilla analiza-
das al microscopio de luz fueron observadas inclusio-
nes amorfas citoplasmaticas en las células epidérmicas,
mientras que en el microscopio electrénico se encontrd
por tincién negativa particulas alargadas flexuosas tpi-
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cas de un potyvirus, tanto en las muestras de organo-
pénicos, de las plantas de lechuga germinadas a partir
de semillas infectadas, como en las expuestas a la acti-
vidad vectorial de D. ambrosiae. Es importante senalar
que en las revisiones realizadas no se encontraron re-
portes de la existencia del LMV en nuestro pais.

En el caso de las plantas de apio se observaron al mi-
croscopio éptico inclusiones cristalinas en el citoplas-
ma de las células epidérmicas correspondientes a las
provocadas por el CMV.

El método ELISA indirecto resultd eficaz para detectar
las muestras infectadas con LMV, coincidiendo los re-
sultados con los obtenidos por microscopia éptica y
electrénica. Muchos autores han empleado esta técnica
para diagnosticar Ia presencia de LMV en semillas y
plantas, considerdndola muy efectiva, ya que detecta
bajas concentraciones de virus [Grogan, 1980; Jafau-
pour et al., 1979; Van Vuurde vy Maat, 1983 v Ertun,
19927,

Con la técnica ELISA-DAS se detectd CMV sélo en las
muestras de apio analizadas, lo que coincidié con lo
observado por microscopia dptica. Esta viresis no se
habifa encontrado con anterioridad en nuestro pais, in-
fectando este cultivo.

Las muestras de meldn de Castilla fueron negativas
para este virus vy, teniendo en cuenta los sintomas
desarrotlados después de ser inoculados en pepino, po-
demos decir que estamos ante la presencia del virus de
la mancha anular de la fruta bomba raza W (PRSV-W).

CONCLUSIONES

* Los sintomas observados en lechuga, apio y melén de
Castilla corresponden a los virus del mosaico de la le-
chuga, del mosaico del pepino y de la mancha anular de
la fruta bomba raza W.

* La raza del virus del mosaico del pepino (CMV) en apio,
el virus del mosaico de la lechuga (LMV) v la raza Wdel
PRSV en meldn de Castilla fueron reportados por pri-
mera vez en Cuba.

* Se identificé a Dactynotus ambrosiae, Thomas coloni-
zando plantas de lechuga y como vector del virus del
mosaico de la lechuga,
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DETECCION EN SEMILLAS DE CLAVIBACTER
MICHIGANENSIS SUBSP. MICHIGANENSIS, AGENTE
CAUSAL DEL CANCER BACTERIANG DEL TOMATE

A. Miguel,' A. Garcia ? Zenaida Amat' y Irina Pérez’

U nstituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Caile 110 no. 514 e/5a. By 5a. F,
Piaya, Ciudad de La Habana, CP 11600
2| aboratorio Central de Cuarentena Vegetal, Ayuntamiento 231 e/ San Pedro y Lombi-

ifo, Cerro, Ciudad de La Habana

RESUMEN

Et cdncer bactsriano del tomate causado por Clavibacter michiganen-
sis subsp. michiganensis (Cmm) es una de Jas enfermedades més im-
portantes en este cuftivo. La principal fuents de introduccion y
trasmision es a fravés de semillas donde e! patbgenc pusds sobravivir
por afios con niveles de indeulo muy bajos, fo que hace dificii su detec-
cién, Se realizé un estudic con #f ohjstivo de estandsrizar el métado
méds idoneo, en nuestras condiciones, para detectar esta bacleria,
conjugando fa técnica seroldgica IF! con fa siembra en medio semise-
lsctivo. Utiiizando semiflas artifficialmente infectadas se emplearon fas
Styuisntes variantes: maceracién en tampon PBS una hora a 100 rpm
sin cenlrifugacién, PBS 24 horas g 4°C con centrifugacion y PBS una
hora a 100 rom con centrifugacion, tomando como conifrol ef meétodo
OEPP de maceracidrt en tampdn PBT gor 24-72 horas a 4°C con cen-
trifugacisn. Los resultados no mostraron diferencias significativas en-
tre ef método PBE una hora con cenirifugacidn y ef confrol OEPP, por
fo que se procedis a comparar fa sensibilidad de ambos tomando por-
centajes de semilias infectadas, de donde se concluye que ef método
sefeccionadeo responds correctaments, obleniéndose resuftados posi-
tivos en Ja IFl en concentraciones de semillas infectadas mayores al
uno por clento mientras que la técnica cultural es sensible, al menos
hasta of 0, 1% de semillas infectadas, por o que e propons como
prueta confirmativa def diagndstico.

Palabras claves: fomate, Clavibacter michiganensis, ssmiflas, mito-
dos de diagnéstico, céncer bacteriano

ABSTRACT

Bacterial cantar of tomate is an important disease caused by Clavi-
bacter michiganensis subsp. michiganensis (Crmm). The mair source
of inoculum are infected seeds where the pathogen can survive for
many years. The aim of this study was to obtain the best method in our
conditions to detect this bacterium in seed fots based in dilufion plating
in semiselective media and the serological technigue immuncfluares-
cence staining (IFAS). The best resulf for extract this quarantined pai-
hogen was achieved macerating the seeds in phosphate buffer {(PBS)
1 howr at 100 rpm at room temparature plus centrifugation. As control
was taken the method proposed by EFPFPQ. Whereas by IFAS we only
detect the target in fots with more than 1% of infection, the bacterium
was obtained in KBT at least, in lofs with 0.1 percentage of artificially
infected seeds of tomato. Then we considered this probe as the confir-
mative one i seed testing of Cmm.

Key words: tomato, Clavibacfer michiganensis, seeds, diagnosis met-
hods, bacterial canker

INTRODUCCION

EI cancer bacteriano del tomate causado por Clavibac-
ter michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davies,
Gillaspie, Vidaver & Harris es una de las enfermedades
més importantes del tomate (Lycopersicon esculentum
Miller} a nivel mundial fFatmiy Schaad, 198%; Fatmiy
Schaad, 19911

Aungue el patégeno puede sobrevivir en el suelo, en
malezas y en otros cultivos de interés, se considera que
la principal fuente de diseminacién de la enfermedad
es a través de las semillas contaminadas, encontréndo-
se ¢l microorganismo tanto sobre la cubierta como en
el interior de ellas [Faumi v Schaad, 1989; Dhanvania-

i, 1989]. Se ha demostrado que la sobrevivencia del
patdgeno en semillas supera los diez afos [Franken et
al., 1993] v que la enfermedad se puede trasmitir de
una cosecha a otra y ocasionar drasticas epifitias, aun-
que el porcentaje de infeccién en un lote de siembra sea
inferior al uno por ciento.

La enfermedad ocasiona una severa reduccién de la
cantidad v la calidad de los frutos, los cuales de obte-
nerse pierden su capacidad comercial [Van Vaeren-
bergh y Chaveau, 1987]. Ademas la enfermedad
representa un peligro potencial para otros cultivos jm-
portantes como la berenjena y =l pimiento.
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Este es un organismo cuarentenado debido a que la
enfermedad no estd presente en ¢f pafs, por lo que el objetivo
del trabajo consistio en obtener un método, a partir de ce-
pas de referencia, de diagndstico en semillas sensible, con-
flable v objetivo en las actuales condiciones para los
diferentes niveles del sistema de sanidad vegetal, el cual
debe poder insertarse dentro del programa integrado de de-
teccion de patdgenos bacterianos en semillas de tomate,

MATERIALES Y METODOS

Extraccién de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm)

Se procedid a la extraccién del patégeno de lotes de se-
millas artificialmente infectados, tomando tres sub-
muestras de cinco gramos cada una y afadiendo cada
submuestra a un erlenmeyer con 50 mL del tampén
correspondienie.

Se probaron las siguientes variantes empleando tam-
pomn fostato (PBS pH 7,2) como liquido de extraccién:

Metodo I: Maceracién por una hora con agitacion (100
rpm} a temperatura ambiente.

Método 2: Maceracion por 24 horas a 4°C seguida de
centrifugacién a 7 000 rpm por 13 minutos.

Método 3: Maceracién por una hora con agitacién (100
rpm) a temperatura ambiente seguido de centrifuga-
cidr a 7 000 ypnt por 15 minutos.

Como control se utilizé el método empleado por la
%mzamon Europea y Mediterrdnea de Proteccidn
lantas {QEPP}, consistente en maceracion en tam-
pon PBTween 20 (pH 7,45) por 24-72 horas a 4°C, se-
ido de centrifugacién [Chaveau, 1992; Franken ef
al., 1993].

El pellet obtenido en todos los casos se resuspendit en
ImL de PBS, vy se prepararon tres diluciones seriadas
en cada caso (10! a 10-%).

Aislamiento de Cmim

Se tomaron 30LL de cada una de las tres diluciones se-
riadas, v se sembraron empleando espatula de Dri-
gnlek\, en r)lar*n: con los medios KBT v IBP. El medio
KBT consiste en Pseudomonas Agar F (Difco) suple-
mentado con telurito de potasio, cicloheximida y 4cido
nalidfxico, mientras que el KBP es similar, pero con la
sustitucion del telurito de potasio por polimixina B

[Dhavantar, 1988, Chaveau, 1992}, Las placas petri
inoculadas se incubaron a 28°C. Las colonias de Crmm
comienzan a aparecer al cuarto dia y en ambos medios
se muestran redondeadas, convexas, de coloracién gris
oscuro con margenes mas claros en KBT, mientras que
en KBP son de color amarillo palide {Chaveau, 1992].
Se contaron las colonias tipicas v se les realizé una
aglutinacién en portacbjetos a algunas tomadas al azar
con un inmunosuero policlonal.

Microscopia de inmunofluorescencia

Se empled un inmunosuero policlonal (1:800) obteni-
do en el INISAV y levantado en conejo, tomando
como antigeno una suspensién de células enteras de la
cepa 21G del patdgeno. Se utilizd la variante inmuno-
fluorescencia indirecta (IFI), empleando el original v la
primera dilucién seriada obtenida {10-') en cada caso.
Se chequearon 30 campos v se promedid el niimero de
células observadas para dar el resultado en célu-
las/campo.

Prueba de sensibilidad

Se seleccioné el métode de extraccién 3 tomando
como control el método propuesto por la OEPP, Se si-
guieron los mismos pasos, pero usando porcentajes de
semillas infectadas de 2%, 1%, 0,5%, 0,3% y 0,1% del
total de las submuestras de cinco gramos. La metodo-
logia de identificacién se basd en este caso en inmu-
nofluorescencia indirecta v siembra en medio semise-
lectivo KB. El medic KBP no se empled por razones
que mds adelante detallaremos.

Analisis estadistico

En todos los resultados obtenidos se empled la prueba
estadistica de comparacién de medias basadas en la
distribucidn ¢ de Student con un intervalo de confianza
del 95% (p = 0,95). Se sefialan las diferencias significa-
tivas en las tablas, cuando existen, con un asterisco,

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en cuanto a los métodos de
extraccién, tomande como testigo ¢l método propues-
to por la Organizacién Europea y Mediterrénea para la
Proteccion de Plantas {OEPP) se muestran en las Ta-
Blas 1y 2.

Tabla 1. Resultados respecto a los métodos de extraccion mediante la siembra en medio semiselectivo KBT

Xm (UFC/Placa) Método ] Método 2 Meétodo 3
14 10-2 102 10 102 103 10 162 103
Variantes 500 123 1,2 430 85 I3 90,0* 13 3.8
Método OEPP 933* (26,0 15,0* 440 14,0* 1,6 46,6 17 5.2

* Diterencias significativas
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Tabla 2. Resultados respecto a los métodos de extraccion mediante
inmunofluorescencia indirecta {dilucién 10-)

Células/campo Meétodo 1 Método 2 Mérodo 3
Variantes 3.7 9.4 9.7
Método OEPP 8,5% 8,7 9,1

* Diferencias significativas

Los resultados obtenidos del enfrentamiento de la
variante seleccionada (método 3} respecto al siste-

ma propuesto por ta OEPP se muestran en las Ta-
blas 3 v 4.

Tabla 3. Resultados de sensibilidad del método 3 respecto al control OEPP en medio semiselectivo KBT

(UF¥C/Placa)
Porcentaje 2% 1% 0,5% 0,3% 0,1%
infeccidn .
10t 102 103 10-1 102 103 16-t 1402 103 101 102 10-3 101 102 103
Métode 3 83* 12* 3,0* 163 26 6 34* 3 0, 7* 185 48% 7* 26% 2% 0.3%
OEPP 53 5 0,3 184% 47*% 5 30 3 03 187 37 4 4 1 01

* Diferencias significativag

Tabla 4. Resultados de sensibilidad del método 3 respecto al control OEPP
para inmunofluorescencia indirecta (células/campo)

Variante (10-1) 2% 1% 0,5% 0,3%
Meétodo 3 4,62* 1,15 Negativa Negativa
Métado OEPP 1,87 0,95 Negativa Negativa

* Diferencias significativas

Al enfrentar el método de extraccién 1 con el método
empleado por la OEPP (control), este Gltimo demos-
ud, de acuerdo con la comparacion de las medias obte-
nidas con la IF] y ]a siembra en medio semiselective,
una diferencia significativa respecto al primero, por lo
que se decidié comprobar si esta diferencia era conse-
cuencia del tiempo de extraccién {24 horas en incuba-
dora refrigerada a 4°C) o a la concentracién de la
muestra basado en una centrifugacién a 7 000 rpm por
espacio de 15 minutos,

Se enfrentd el control OEPP con los métodos 2 v 3, re-
sultados que mostraron que la diferencia significativa
se debe al paso de centrifugacién con la respectiva con-
centracidn de células que el procese conlleva v no al
tiempo de incubacidn.

Una vez comprobada la importancia de este paso, se
enfrentaron ambos métodos, pero disminuyendo los
porcentajes de semillas infectadas. Las pruebas realiza-
das desde el 2% al 0,1% no muestran en general dife-
renicias respecto a los métodos de extraccién probados,
incluso mostrando una ligera mejoria en la extraccidn
por una hora.

Respecto a la inmunofluorescencia indirecta, se obser-
varon ¢élulas tipicas corineformes como se describen
en la literatura [Chaveau, 1992; Franken et al., 1993]
en la primera dilucién seriada, mientras que en los ori-
ginales no se pudo definir el patégeno debido a la exis-
tencia en gran cantidad de particulas —que también son
concentradas con la centrifugacién~- que interfieren en
el resultado. En general esta técnica es Gtil hasta nive-
les de infeccidn superiores al uno por ciento,

Respecto a los medios de cultivo, el KBP no resultd
idéneo segin nuestros resultados por el alto nimero de
contaminantes de mas rapido crecimiento que Cron, lo
que afectd sensiblemente el recobrado del patégeno.
Sin embargo, el KBT muestra un recobrado alto con un
muy escaso crecimiente de sapréfitos, obteniéndose
muchas veces un cultivo puro de la bacteria.

El medio KBT resulta Gtil hasta grados de infeccién de
al menos un 0,1% del total, lo que nos lleva a concor-
dar con la metodologia de la OEPP, gque toma como
prueba confirmativa del diagndstico para Cmm en se-
millas la siembra en medio de cultivo semiselectivo con
la I¥] como una prueba complementaria de mucha uti-
lidad [Chaveau, 1992].
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Esta merodologfa que propenemos se inserta dentro de
la ya establectda en nuestro pais para la deteecion de
patdgenos bacterianos en semillas de tomate v pimien-
to, ademds de que se adapta mejor a las condjciones ob-
jetivas de nuestros laboratorios, los cuales, en su
mayoria, no poseen el equipamiento necesario ni todos

los reactivos que requieve el sistema de deteccién de la
OEPP. Gracias a nuestro sisterna de deteccién también
economizamos tiempo, ya que el diagndstico se obtie-
ne en menos de ocho horas de trabajo, mientras que
por la propuesta OEPP se requiere de 48-72 horas {Fi-

gure}.

Tres submuestras de 5g cada una

Fasar a erdenmeyer
con 30 mlL de PBS 7.2

Maceracién por una hora con agitacién (100 1pm) a temperatura ambiente

v

Centrifugacién a 7 000 rpm por 25 minutos

Resuspender en ImL PB3

Realizar tres diluciones de trabajo seriadas (107! - 10-%)

Dilucién original v 107

Técnica IF]

Y

Ohservar al microscopio flucrescencia

v
Diluciones 1071 ~ 107

Medio semiselectivo KBT

v
Incubar 27-30°C

(30 campos)

{%-5 dias)

RESULTADO FINAL

Metodologia para la deteccién de Cron en semillas de tomate

CONCLUSIONES

* El método de extraccién 3 ~PBS una hora y agitacién
a 100 rpm con centrifugacion- es adecuado para diag-
nosticar semillas infectadas con Crmm,

* La técnica IFI se debe usar como complemento a la
siembra de diluciones en medio agarizado, ya que es in-
capaz de detectar porcentajes de infeccién infericres o
iguales al uno por ciento.

* El medio semiselectivo KBP no mostré alta eficacia
en el recobrado del patégeno,

* La siembra en medio semiselectivo KBT es Ja prueba
confirmativa del diagnéstico de semillas infectadas; va

13ftosanidad

que es capaz de detectar, al menos, el 0,1% de infec-
cion, idendficindose facilmente Crmm con un muy es-
caso crecimiento de saprofitos,
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RESUMEN

EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DEL ACARO
STENEOTARSONEMUS SPINKI (ACARI:TARSONEMIDAE)
EN LOS ESTUDIOS DE REGIONALIZACION
DESARROLLADOS EN CUBA

Lérida ;ﬁdmaguei,1 J. Hernandez,® P. de la Torre," A Santos,' R. |. Cabrera ® A. Garcia,*
L. E. Rivero,” Liudmila Baez ? Idalia Caceres' y A. Ginarte®

" nstituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 ng. 514 e/5a. By 5a. F,
Playa, Ciudad de La Habana, CP 11600

¢ Instituto de Investigaciones del Arroz (#A). La Coca, Bauta, La Habana

® Instituto de Investigaciones de Citrices y Frutales. Calle 7a. esq. a 42, Playa, Ciudad

ABSTRACT

£l dcarp Steneotarsonamus spinki Smilay (Acar. Tarsanemidae), des-
de su deteccion en Cuba en 1897, constituye la plaga de mayorimgor-
tancia econdmica por su asociacion con aftos niveles de vaneado def
granag y disminucion de los rendimientos del arroz (Qryza sativa L.). Ef
ohjsfivo de este trabajo fue evaluar of corportamiento de fas varieda-
des de los estudios de reglonalizacion de! IA (Institufo de investiga-
ciones del Arrez), frente & osfa nueva plaga pard ef pals. Se evaluaron
seis de ciclo carte (V1 & V8 nuevas lfneas y fa comercial Parla de
Cuba) y siefe de ciclo medio (V7 a V12 nuevas lingas y J-104 como
pakrdn de comparacidn), en dos experimentos de blogue &l azar con
tres réplicas. Se realizaron dos evalyaciones, una al inicio de fa fase
reproductora y Ia otra anfes de la cosecha, sobre 10 planias por répl-
ca, y se contd fa poblacion adulia del dcaro err un eslersoscopio con
aumento de 20 X, En fas variedadss de ciclo corfo no hubo diferencias
significativas en fas poblaciones dsl dcaro, ni para ef rendimiento. En
fas de ciclo medio los mayores indices del dcaro se prasentaron en la
V7, v los manores en fa V11, Ef resto de fas variedades tuvo un com-
portamiento intermedio. Las poblaciones en las variedades de ciclo
corfo fueron mayeres que en las de cicle medio. Las mayores pobla-
ciones se encontraron en la vaina de fa hofa bandera, con los minimos
en ef épice de estas y fueron superiores en fa evaltuacion anfes de la
cosecha.

Palabras claves: dcaro, arroz, variedades, Steneotarsonemus soinki

The mite Steneotarsonemus spinki Smifey fAcari: Tarsonemidae), sin-
ce its detection in Cuba fn 1997, constifutes the most economic impor-
tant pest, because its association with high fevels of grain sterility and
decrease of vieids of rice (Oryza sativa L) The objective of this paper
was to evaluate the behavior of varieties in the studies of the JIA (Rice
Research insfitute), in front of this new pest for the country. Six of short
cycle were evaluated (V1 fo V& new lines and the commercial Perla de
Cuba} and 7 of haif cycle (V7 af V12 new lines and J-104 as compart-
son pattern), in two block experiments at randorm with 3 replications.
Two evaluations were carried out, one to the beginning of the phase
maturation, and the other one before the harvest, on 10 planfs foreach
reply. The adults’ poputation of mite was counts in a sterecscope with
augmentation lens of 20 X tn the varieties of short cycle didn't have
significant differences in the papulations of the mites. neither for the
yisld. In those of haif cycle the biggest indexes in the mites were pre-
sented in the V7 and the minor in V11, The rest of the varieties had an
intermediate behavior. The populations in the varigties of short cycle
were bigger than in those of half cycle. The biggest populations were in
the sheath of the flag leaf, with the minimal in the apex of these and
they were superior i evaluation before harvesi.

Key words; mifes, rice, varieties, S. spinki

INTRODUCCION

Sreneamrwmmus spinki se presenté en China a media-
dos de la década del setenta al sur del rio Yangtse, v se
registraron pérdidas del 30%, aunque pueden presen-
tarse en los casos més severos del 70-90% en las segun-
das siembras del arroz (Oryza sativa L.} [Comunicacién
personal, 19971, En Taiwan, durante 1976-77, causé
severos dafios en més del 4,5% del drea total dedicada a
este cultivo [Cheng v Hsiao, 1979].

Desde 1985, S. spinki ha sido considerado como plaga
del arroz de toda el Asia tropical. No se ha encontrado

informacién sobre su presencia en otras dreas geografi-
cas; sin embargo, esta especie fue descrita por R. Smiley
en 1967 como nueva dentro del género, y este autor se-
fiala que los ejemplares descritos fueron colectados so-
bre Sogata orizicels Muir en la localidad de Baton Rouge,
Louisiana, Estados Unidos. En Cuba se detectd por pri-
mera vez a finales de 1997 [Ramos y Rodriguez, 1998].

En Taiwédn se evaluaron en condiciones de campo 29
variedades, durante 1977-78, teniendo en cuenta el ni-
mero de 4caros en las vainas, y obtuvieron diferencias
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estadisticas en la susceptibilidad al 4caro v el porcenta-
je de esterilidad. En general, las variedades Indica pre-
sentaron menor niimero de dcaros que las japénicas, v
recomendaron Kaohsiung select no. 1, Taichung-shen
5, Chianing-shen 11, en 4dreas de recurrencia severa. En el
sur de China, indicaron coma variedades resistentes a Dali-
nai, Bacsuan 2, Baoai 7, Baotaibai v Erbaiai [Lee, 1980].

En China han establecido un programa de lucha inte-
grada basado en la eliminacién de restos de cosecha y
las malezas, usc racional del fertilizanie nitrogenadeo,
variedades resistentes, proteccion de los enemigos na-
turales y aplicacidn de productos quimicos [Comuni.
cacién personal, 1997]. En Filipinas v para toda el Asia
tropical, han recomendado el control cultural (mante-
ner periodos libres de arroz en el campo, eliminacién
completa de los restos de cosecha, plantar los campos
cercangs en un perfodo de tres semanas y variedades
resistentes), el bioldgico (4caros depredadores v un
parésito interno) y, como tltima alternativa, el quimico
(aplicaciones foliares de acaricidas) [Reissky et al., 1983].

El acarc 5. spinki Smiley desde su deteccidén en Cuba en
[997, constituve la plaga de mayor importancia econé-
mica por su asociacion con altos niveles de vaneado del
grano vy disminucién de los rendimientos del arroz. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el comportamiento
de las variedades de los estudios de regionalizacién del
[IA frente a esta nueva plaga para el pafs,

MATERIALES Y METODOS

Durante octubre-noviembre de 1997 se evaluaron dos
experimentos de regionalizacién de variedades de ciclo

ac/p

corto vy medio en el Instituto de Investigaciones del
Arroz (ITA) en Bauta, La Habana. Referidos a seis de ci-
clo corto (V1 a V5 nuevas lineas v la comercial Perla de
Cuba) v siete de ciclo medio (V7 a V11 nuevas lineas v
J-104 como patrén de comparacitn), en dos experi-
mentos de bloque al azar con tres réplicas (parcelas de
15 m?} por variedad. Se realizaron dos muestreos, una
al inicio de la fase reproductiva y la otra antes de la co-
secha, sobre 10 plantas por réplica. Se contd la pobla-
cién adulta del dcaro en tres hojas (mds jovenes) por
planta, la bandera v las dos anteriores a esta (Gltima y
pentiitima) en tres puntos de cada una {base, centro,
dpice), v se contd la poblacién adulta de! acarc en un
estereoscopio, con aumento de 26 X. Se evaluaron los
rendimientos agricolas, seglin la metodologia de Her-
nandez ef al. {1993).

Los anélisis estadisticos se realizaron a partir de la nor-
malizacién de los datos, ANAVAR y comparacién de
medias por el test de Newman-Keuls parap = 5 %.

RESULTADOS

En las variedades de ciclo corto se observaron de 6,7 a
12,2 vy de 17,5 a 26,8 adultos promedios por planta, al
inicio de la fase reproductora y préximo a la cosecha
respectivamente. No hubo diferencias significativas
para la poblacién del 4caro, con fuerte variabilidad ex-
presada en los pardmetros de dispersidn de las medias.
Los rendimientos fueron semejantes, con poca varia-
cion entre las lineas, y oscilaron entre 4 y 4,5 t/ha, sin
diferencias significativas (Fig. 1, Tablal).

30

25

20 4
15 -

w04 t

V1 V2 V3

f1a. eval.

Cl2a. eval,

V4 V5 Perla

P promedio @Mtha

Figura 1. Poblacién de 5. spinki en las variedades de ciclo corto en el inicio
de la fase reproductiva {Ia.) y préximo a la cosecha {2a.).
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Tabla 1. Indicadores de dispersién de la media para dcaros por plantasy rendimiento (t/ha)
para las lineas de arroz de ciclo corto

‘ Acaros;’planta en cada evaluacion Rendimiento
Indicadores {t/h
la. 2a, Promedic )
ES, 1,i8 13,20 1,34 0,47
Cv 12,90 56,20 23,50 11.30

En general la poblacion del &caro en las variedades v li-
neas de ciclo medio fue mayor en la evaluacion préxi-
ma a la cosecha, con maximos de 21,9 en la V7
{mutante de Gloria) y los minimos, con diferencia sig-
nificativa de 2,46 v 4,6 enla V-11 y V-8 {mutante de
J-104}, respectivamente. E] resto de las variedades, in-
cluvendo el estindar (J-104) tuvo un comportamiento

intermedio. La V-11vy V-8 presentaron menos de cin-
co Acaros promedio en ambas evaluaciones, que pudiera
estar relacicnado con una menor susceptibilidad de es-
tas al 4caro, muy en particular la primera de las dos, que
en el andlisis integral tuvo 2,59 dcaros v rendimientos
de 4,37 tha con diferencia significativa frente al resto
de las lineas evaluadas (Tabla 2).

Tabla 2, Poblacién promedio por planta de S. spinki v rendimientos (t/ha) en seis nuevas lineas de arroz
de ciclo medio y la variedad comercial J-104. IIA (oct. y nov. de 1999),

Variedades Acaros/planta en cada evaluacién Rendimientos
la. 2a. Promedio (tha)
V7 2,9 ab 219a 9.98a 3,13¢
V8 3,5ab 4,00 b 3,68 ab 277¢c
Vo 3.1 ab 12,8 ab 7,07 ab 3,67 abe
V10 23b 14,9 ab 7,18 ab 3,37 be
Vil 2,7 ab 2,46 b 2,596 437a
V12 2,5ab 6,135 ab 4,04 ab 4,07 ab
]-104 7.4a 8,23 ab 7,78 ab 2,80 ¢
E.S. 0,25 1,79 1,45 0,39
CcVv. 7,0 29,4 29,2 11,3

La poblacién del 4caro fue mas alta en las variedades de
ciclo cotto y con mayor variabilidad que en las de cido
medio. No hubo diferencias significativas en las evalua-
ciones de la poblacién del dcaro y el rendimiento del cul-
tivo, Las de ciclo medio, sin embargo, alcanzaron
rendimientos més bajos que las del corto, con diferencias
entre 1as lineas en ambos indicadores. Estos elementos
indican respuesta genética de dichas variedades frente a
la plaga (Figs. 2 v 3).

Lee (1980) refiere diferencias estadisticas en la sus-
ceptibilidad al dcaro S, spinki —teniendo en cuenta ¢}

nimero de dcaros en las vainas— y la esterilidad, en
29 variedades evaluadas en condiciones de campo

(1977-78), vy sefiala que las Indica generalmente
presentan mayor poblacién de dcaros que las Japéni-
cas, y se recomendaron Kaohsiung select no. 1,
Taichung-shen 5, Chianing-shen 1 I, en 4rcas de recurrencia
severa.

El mayor nimerc de dcaros se enconud en la hoja
bandera, en general en la base, v el menor en el dpice
(Fig. 4). La poblacidn, en la evaluacién antes de la

. cosecha fue superior a la de la primera evaluacién (Ta-

bla 3). Lo y Ho (1979) estudiaron la ocurrencia de S.
spinki en la vaina de las hojas 1 a la 5, en diferentes
fases fenclégicas, y obtuvieron las mayores poblacio-
nes en la fase de paniculacién v grano lechoso en las
hojas 1y 2.
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Figura 2. Rendimiento (t/ha) en las variedades de ciclo corto y medio,
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Figra 3. Poblacion de 4caro promedio por planta (4¢/p), en las variedades de ciclo corto y medio.
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-
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Figura 4. Poblacién promedio de S. spinki {4c /hoja) en diferentes hojas (bandera, Gl-
tima v peniiltima} en las variedades de ciclo corta.
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Evaluacidn del comportamiento del dcaro...

Tabla 3. Poblacién del 4caro en diferentes hojas de 1a planta de arroz evaluadas en el ciclo corto en dos mo-

mentos del cultivo.

Primera evaluacién Segunda evaluacién Promedio
Indicadores , ; >
Band. Ul Pen. Band. Ul Pen. Band. Ult, Pen.
Media 43hb 24,5 a 29,3 1 79,1 a 399b 21,5¢ 41,7 a 32,2 ab 254b
E.S. 1,17 2,62 2,23
C.V. 13,20 38,80 66,00
Band.: hota bandera,
I hoja anterior a la bandera.
Pere.: hoje antertor a la Gltima.
CONCLUSIONES REFERENCIAS

* En general la poblacién de S. spinki y los rendimien-
tos fueron mayores en las variedades de ciclo corto que
en las de ciclo medio. No se observé diferencias signifi-
cativas en los indicadores medidos, y variabilidad muy
alta en las variedades de ciclo corto.

* En las variedades de ciclo medio, la V-7 fue la de ma-
yor poblacién del 4caro en general v rendimientos ba-
jos. La V-11 presentd mayores rendimientos y bajos
niveles del 4caro en todas las evaluaciones, comporta-
miento similar al de la V-12.

* La poblacién del dcaro en la evaluacién préxima a la
cosecha {noviembre) fue significativamente superior a
la del inicio de la fase reproductora (octubre) para to-
das las variedades evaluadas, o que indica mayor sus-
ceptibilidad de esta fase fenoldgica de la planta,
relacionada con un habitat adecuado para el desarrolio
del 4caro.

* Labase de las vainas v las hojas banderas presentaron
los mayores niveles de poblacién del dcaro. Se en-
contraron indicios de posibles fuentes de resistencia genética.
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Caused by Tarsonemidae Mite», Plant Prot Bull (Taiwan) 22 ¢1);
81-100, 1580.

Lo K. Ch,; Ch, Ho:« Ecological Observations on Rice Tarsonemig
Mite, Stenectarsonemus spinki {Acarina:Tarsonemidae)s, J. Agric.
Res., China 28 (3); 181-182, 1979,
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ESPECIES HOSPEDANTES DE MYCENA CITRICOLOR
(BERK. ET CURT.) SACC. EN PLANTACIONES
DE CAFETO (COFFEA ARABICA L)

Denia de la iglesia’ y L. Cascarei *

! Laboratoric Provincial de Sanidad Vegetal. Carretera a Santiage Km 2%,

Guantahamo, CP 95100

2 Estacion Territorial de Proteccion de Plantas. Guanténamo

RESUMEN

ABSTRACT

Fara las condiciones de Cuba, Mycena citricolor (Berk, ef Curi } Sace.
afecta al cultivo del cafeto (Coffea arabica L.). Durante 1987, en fa pro-
vincla de Guantdnamo, se realizaron muesireos en plantaciones de
cafets con el propdsiie de determinar fa presencia de M. citricolar en
fas plentas espontaneas denifro def cultivo principal. Se informan
comp nuevos hospedantes Teramnus uncinatus, Kalanchog pinnata,
Pativeria alliaceas, Sloanes curateliifolia, Clerodendrum lindanianum,
Algiphila elata, Guarea guidonia, Syzygium jambos, Picramnia pen-
tandra, Desmodium canum y Xanthcsoma sp. De sifas solaments la
dttima es de importancia econdmica para el pais. Los sintomas se ma-
nifestaron de forma similar en fodas fas plantas, como manchas res
dondas de color pardo que fusgo se vuelven casi blancas y de cuyo
ceniro se desprenten cuando envejecen.

Palabras claves: Mycena citricolor, Coffea arabica, plantas hospe-
dantes

For Cuban conditions, Mycera citricolor (Berk Ef Curt) Sace. affecs
coffeg frees (Coflea arabica L.} During 1967, in Guantdname provin-
o6, were realized sampling in coffee tree plantations, with the purpose
to defermine presence of M. citricolor an spontaneous planfs which
are inside main cuftivation.

Teramnus uncinatus, Kalanchoe pinnata, Petiveriz alliaceae, Sloanea
curateliifolia, Clercdendrum lindenianum, Algiphila eiata, Guarea gui-
donia, Syzygium jambos, Picramnia pentandra, Desmodium canum
and Xanthosoma sp., ars presented as new hosts. Xanthosoma sp.
was the only who has ecenornic importance for Cuba. Symptoms ap-
pear in similar form in &l the plants, as brown round spots that became
almost white and that are defached whan fhey aging.

Key words: Mycena oitrfcolor, Coffea arabica, host plants

INTRODUCCION

El hongo Mycena citricolor (Bert, et Curt.) Sacc. teleo-
morfo de Stilbwm flavidum Cke, se reconoce en Cuba
desde 1920 como agente causal de Ojo de Gallo en ca-
feto (Coffea arabica, L.) [Bruner, 1920]. Su presencia es
confirmada posteriormente por Mitov (1971) y puede
producir mermas en la produccién mayores del 20 %
[Ordéiez, 1992].

En otros pafses M. ditricolor se ha sefialado sobre varias
plantas cultivadas y espontineas. Asimismo, Sequeira
en 1958 [citado por Mitov, 1971] encontrd 150 espe-
cies atacadas por este hongo. Por otra parte, Urtiaga
{19806) la informa en Borreria lacvis, Campelia zanonia,
Commelina longicaulis, Citrus sinensis, Hyptis villi, Oplisme-
nus hirtellus, Pavonia typhoba y Philirusa aff paniculata.

En las plantas hospedantes, segin Cherequino {1981),
los primeros sintomas se manifiestan en las hojas en
forma de pequefias manchas que al principio son de co-

lor pardo rojizo, luego mas claras, hasta blancuzcas a
medida que crecen y envejecen.

Estudios realizados en laboratorio han podido demos-
wrar que el hongo Mycena citricolor penetra facilmente al
huésped sin tener que hacer heridas, provocando su in-
feccidn,

El objetivo del presente trabajo es dar a conocer los
nuevos hospedantes de M. citricolor que fueron hallados
en plantaciones de cafeto de la provincia de Guantdnamo,

MATERIALES Y METODOS

Los muestreos se realizaron durante 1987 en la zona
de Caridad de los Indios, municipio de Manuel Tames.
Se tomaron plantas de malanga {Xanthosoma sp.) culti-
vadas entre las plantas de cafeto, asi como de las espe-
cies espontineas dentro de la plantacién, todas ellas
con sintomas de la enfermedad.
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Iglesia y Cascaret

En condiciones de Jaboratorio las hojas fueron cbserva-
das al estereoscopio con 10 X. Para determinar la pre-
sencia de las fructificaciones de S. flavidum scbre las
manchas se utilizé la descripcién realizada por Dennis
en 1970 para la identificacidn.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ellistado que se ofrece a continuacion recoge las espe-
cies de las distintas familias botdnicas, en cuyas hojas
se determing la presencia de M. citricolor.

Familia Expecie Nombre vulgar
Meliacene Guarea trichilioides (L), Sleumer Yamagua
Myrtaceae Syzygium jambos (L.}, Alston Pomarrosa
Simarubaceas Picramnia pentandra, Sw. Aguedita
Fabaceae) Besmoditm camon {]. F. Gmel) Amaor seco
Fabaceae Teramnus wiecinatus (L), Sw. Cresta de gallo blanca
Crassulacear Kalanchoe pinnata, Pers. Hoja de aire
Fitolacaceae Petiveria alliacear, L. Anama
Aracese Xanthesoma sp. Malanga
Elseocarpaceas Slpanea curatellifolia, Grib. Achote

Verbenaceae Aegiphila elata, Sw.

Verbenaceae

En todas las plantas se manifestaron de forma similar
manchas redendas de color pardo, que luego se vuelven
casi blancas, y de cuyo centro se desprenden cuando
envejecen. Las fructificaciones del hongo en su fase de
Stilbum aparecen sobre las manchas foliares, vy forman
coremios amarillentos que terminan en una cabezuela
aplastada y que concuerdan con lo descrito por Dennis
{1970} para la especie mencionada.

Arnold (1986) informé para Cuba al mamey colorado
(Calocarpum sapota) y al cafeto como tnicas plantas
afectadas por M. citricolor; por lo tanto las 11 especies
sefialadas en este trabajo pueden considerarse nueves
hospedantes para Cuba. De ellas, la inica que tiene im-
portancia econémica es ia malanga, en ia que se regis-
traron intensos daftos en Jas hojas que provocaron su
destruccidn casi total.

Cuando Ja malanga se cultiva en 4reas destinadas a ella
solamente, no se ha detectado la presencia de la enfer-
medad, por lo que se puede afirmar que M. citricolor
aparece en condiciones de haja presencia solar, provo-
cada por la asociacién de otros cultivos de mayor porte,
tales como el café, por lo que no es conveniente
utilizar ambos cultives en una misma plantacién.

Las restantes especies detectadas constituyen plantas
indeseables, de las cuales P. alliaceaz y D. canum son in-
formadas por Palenzuela et al. (1985) como malezas
para el cafeto en Cuba.

2Zfftesanidad

Clerodendrom lindenianim, A. Rich,

Guairo santo

Roble guaye

CONCLUSIONES

* Las 11 especies de plantas, representadas en nueye
familias botdnicas, son nuevos hospedantes de M. citri-
color eny Cuba. Dentro de las medidas de lucha contra
Ojo de Gallo en cafeto, se debe tener en cuenta la elimi-
nacién de las plantas sefialadas como hospedantces, ya
que pueden servir de reservorios y fuente de infeccién
para el cultivo,
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FL CEDRO (CEDRELA ODORATA), NUEVO
HOSPEDANTE DE PSEUDOMONAS CICHORII

Neyda Arencibia

Laboratorio Provincial de Sanidad Yegetal Carretera de Sibonsy Km 6, La Redonds,

Santiago de Cuba

RESUMEN

ABSTRACT

En plantas de cedro (Cedrela oderata Lin.), s observaron manchas
pequefias, color pardo oscurs, de forme angufar y rodsadas de cloro-
sis que se presentaban en gran nimero sobre Jas hofas de plantas de
aproximadaments dos meses de edad. Finalmente se ponfan fotal-
mente amarillas. La patologia descrita fue detectada en agosto de
1986 en sf vivero forestal Ef Manguita, provincia de Santiago de Cuba.
Como resuitado del anélisis realizado a las muestras, se aistd una
bacteria cuyas caracteristicas morfologicas, culturales, fisioldgicas y
bioguimicas la identifican como Pseudornonas cichorli (Swingle)
Stapp. Estos aistamientos fueron sensibles a los antibisticos esirepto-
micing, tetraciclina y kanamicing. £1 trabajo constituye fa primera infor-
macion de esta especie bacleriana en cedro.

Palabras claves: Cedrefa odorata, Pseudormonas cichorii

In cedar plants (Cedrela odarata Linj, & fot of brown dark small spots,
in angular shape and surtounded of chiorosis, were observed. They
are over ihe leavas of plants of approximately two montfi. Finafly they
are turned fotafly yellow. Pathology described was detected in August
19886, in forest tree nursery £l Manguito, Sanfiago de Cuba. As results
of analysis reafized to the samples, a bacterium whose morphological,
cultural, physiclogical, biochemical characteristics identifies as Pseu-
domonas cichoril (Swingle} Stapp was isofated. These isofates were
sensible to the antibiotics streptomycin, tetracycline and kanamycine.
This is the first informalion of this bacterial specie in cedar.

Key words: Cedrela odorata, Pseudomonas cichorli

INTRODUCCION

El cedro {Cedrela odorata Lin.} es considerado de gran
valor econdmico, ya que su excelente madera es una de
las mas valiosas en el mercado maderero mundial
[Hochmut, 1981]. Esta cualidad, unida a los esfuerzos
que se realizan actualmente para la repoblacién fores-
tal en las montafias de Cuba, segiin Ia polftica orienta-
da por el partido, hace que este cultivo adquiera gran
tmportancia, por lo que sc deben tomar medidas que
ayuden al normal desarrollo y la calidad en las planta-
ciones. Una de las vias es lograr mantener las plantacio-
nes sanas, por lo que es importante conocer las
enfermedades que puedan afectarlas, para prevenirlas
y erradicarlas. Al respecto, Hochmut (1981} y Eche-
varria (1986), sefialan que el cedro puede ser afectado
por plagas y enfermedades fingicas. Sin embargo, no

se han encontrado referencias de dafios causados por
enfermedades bacrerianas.

En agosto de 1986 se presentd en plantas de cedro una
enfermedad desconocida hasta el momento en el pais.
Los sintomas consistian en manchas pequefias, color
pardo oscuro, de forma angular y rodeadas de clorosis,
que se presentaban en gran ntmero sobre las hojas de
plantas de aproximadamente dos meses de edad. Fi-
nalmente, estas se ponian totalmente amarillas. La
patologia descrita fue detectada en el vivero forestal
Fl Manguito, provincia de Santiago de Cuba.

El hecho de encontrarnos en presencia de un sintoma
nuevo, cuyas caracteristicas hacfan suponer era de ori-

gen bacteriano, hizo que se emprendiera el estudio de
fa patologia v determinacién de su agente causal.
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MATERIALES Y METODOS

Para realizar los aislamientos se utilizé agar nutriente.
Estos se hicieron a partir de las zonas que mostraban
los sintomas. Al cabo de las 48 horas se seleccionaron
varias colonias, las cuales se pasaron al medio B de
King et al. (1954},

Los cultivos bacterianos que produjeron pigmento
fluorescente fueron infiltrados en hojas de tabaco va-
riedad Burley, segiin la técnica descrita por Klement
{1963). Se obtuvieron en total seis cepas que fueron
capaces de inducir reaccién hipersensitiva (HR} positi-
va. Todos estos aislamientos se caracterizaron morfold-
gica y bioquimicamente mediante pruebas que se
relacionan a continuacién:

Tincién de Gram, modificacion de Hucker (1937), ci-
tado por Harrigan y Mc Cance {1966), coloracién de
flagelos por la técnica de Rodees {1958), LOPAT segtin
Lelliotet al. (1966), Diferenciacién del metabolismo
oxidativo-fermentativo de la glucosa, catalasa, ami-
lasa, gelatinasa, lipasa, produccién de sulfhidrico,
produccién de indol, accidn sobre la leche tornase-
lada, nitrato-reductasa, acetoina, tartrato, citrato,
rojo de metilo, segtin Harrigan y Mc Cance {1966}y
Dye {1962).

Para la utilizacién de carbohidratos, se empled el me-
dio basal libre de peptona, segin Dowson (1957), Los
aztcares utilizados fueron glucosa, manitol, thamnosa,
dulcitol, lactosa y fructosa.

La patogenicidad de los aislamientos se efectud en
plantas de cedro, de aproximadamente dos meses de
edad. Se asperfaron estas con una suspension bacteria-
na de 10° UFC/mL, a partir de cuitivos de 24 horas, so-
bre medic agar nutriente inclinado. Ademds, se
inocularon estas cepas sobre plantas de pimiento (Ca-
psicum annuum Lin.) variedad Medalla de Oro, con el
mismo método de inoculacién. Las plantas permane-
cieron en condiciones de laboratorio.

Se realizaron siembras a partir de los peciolos de
las plantas de cedro que presentaban sintomas,
para conocer si la bacteria afectaba los haces vascu-
lares.

Para la prueba de aglutinacién en portacbjetos se uti-
lizaron cultives puros de 24 horas [Kiraly et al,
1970]. Se probé cada una de las cepas con antisuero
de P. cichorii producido por el Instituto de Investiga-
ciones de Sanidad Vegetal. La dilucién del antisuerc
fue de 1:40.
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La sensibilidad de los antibiéticos se reveld en et me-
dio B de Iing ¢t al. (1954} por el métedo de los discos
impregnadas. Los antibidticos utilizados fueron es-
trepromicina, eritromicina, novobiocina, penicilina,
tetraciclina, piopen y kanamicina,

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontrd que los aislamientos estudiados resultaron
patdgenas al cedro y al pimiento. En hojas de cedro se
observaron manchas pequefas, color pardo ascuro, de
forma angular v rodeadas de clorosis. Con el transcurso
de los dias Ias hojas se pusieron totalmente amarillas. A
las plantas afectadas se les eliminaron todas las ramas.
No se observé en las hojas nuevas sintomas de enfer-
medad.

La bacteria sélo se reaislé de sintomas en hojas, no asi
de los peciolos, donde no se manifestaron stntomas, lo
cual demostrd que la enfermedad no afecta Jos haces
vasculares.

En las hojas de pimiento se observaron manchas
acuosas, grasientas e irregulares que comenzaron por
el borde, y se extendieron a toda la hoja, poniéndela
transparente. La verna terminal se ablandé para, final-
mente, colapsar.

Los aislamientos que resultaron patégenos se deno-
minaron C210-1, C210-2, C210-3, C285-1, C283-2,
C285-3, los que se aislaron en agosto de 1986 y son
procedentes de la Empresa Forestal Integral Sierra
Maestra, vivero El Manguito, Municipio de Songo
La Mava,

Las células de las bacterias son bacilares, gramnegati-
vas, motiles con uno o dos flagelos polares. En agar nu-
triente, a las 48 horas, se observaron colonias biancas,
bordes enteros, redondeadas, ligeramente elevadas en
el cenwro y algo concéntricas. Los resultados del
LOPAT se reflejan en la Tabla 1.

Los datos sobre las pruebas bioquimicas se muestran
en la Tabla 2. La prueba de aglutinacién demostré que
las cepas aglutinaban con el antisuero empleado. Los
resultados del antibiograma se reflejan en la Tabla 3,
donde se muestra la sensibilidad de los ajslamientos
a la estreptomicina, tetraciclina, kanamicina y resis-
tencia a la penicilina, eritromicina, piopen y novo-
biccina.



El cedro (Cedrela odorata). nuevo hospedante. .

Tabla 1. Resultados del LOPAT con los aislamientos del cedro

Levan

Oxidasa

Papa

Arginina

Tabaco (HR)

ES

+

Tabla 2. Pruebas fisiolégicas y bioquimicas de los aislamientos
de cedro

Pruebas Resultados
Metabolismo de la glucosa 0
Catalasa +
Amilasa -
Gelatinasa -
Lipasa -
Produccion de:
Sulfidrico -
Indol -
Accién sobre 1a leche tornasolada Alc
Nitrato-reductasa +
Acetoina -
Tartrato +
Citrato +
Rojo de metilo -
Acido a partir de:
Glucosa +
Manitol +
Rhamnosa +
Dulcitol +
Lactosa +
Fructosa -
0 Onddativo,

+:

Crecimiento v acciém.

—: No accién sobre los sustratos.
Ale: Beaccidn de alcalinizacidn.
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Arencibia

Tabla 3. Sensibilidad de los antibioticos

Antibidticos C219-1 | C210-2 | C210-3 | £285-1 | C285-2 | C285-3
Penicilina 10 mcg - - - - - -
Estreptomicina 10 meg ++ ++ +4 + ++ ++
Eritromicina 2 meg - - - - - -
Tetraciclina + + + -+ - "
Piopen 10 mcg - - - - - -
Nivobiocing 5 meg - - - - - -
Kanamicina 10 meg + + + -+ + +

Grados de sensibilidad:

++: Germen sensible {Didmetro de ta zona de inhibicién superior a Jos 15 milimetros).
+: Germen ligeramente sensible {Didmetro de la zona de inhibicidn inferior a 13 milimetros).

— Germen resistente (No hay zona de inhibicién).

CONCLUSIONES

* Las caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas v fisio-
l6gicas de los aislamientos concuerdan con €] subgripo
1-H [Sands er @, 1970] de Pseudomonas fluorescen-
tes, asf como con los resultados informados por Lelliot
et al. {1966}, Misaghi y Grogan {1969), Trivedi ef al.
(1978} y Rivera et al. {1981). El agente etiol6gico se
identificd como Pseudomonas cichorii {Swingle) Stapp.

» Se estableci6 una comparacién tedrica ertre los resul-
tados de las pruebas bioquimicas de los aislamientos y
los obtenidos por Rivera ¢f al. (1981) en el cultivo del
pimiento, los que se muestran en la Tabla 4. Se observé
entre estos una gran similitud.

¢ Esta bacteria ha causado sintomas sobre numerosos
hospedantes, tales como gerbera [Grogan et al,, 1977},
lechuga v achicoria [Wehlburg y Meller, 1976; Malta y
Garibaldi, 1970; Grogan et al,, 1977], pimiento [Rive-
ra ¢t al,, 1981], tomate [Wilkie y Dye, 1973], belefio
gitano [Sattaref al., 1986 v col [Wehlburgl, 1963; Tri-
vetl ef al., 1978]: sin embargo no se ha encontrado en
ninguna de las literaturas consultadas datos sobre in-
fecciones naturales de este patégeno en plantaciones
de cedro [Echevarria, 1986; Sattar et al, 1986].

¢ Esta bacteria solamente se ha detectado en la provin-
cia de Santiage de Cuba en agosto de 1986 [Brooks,
19G9].

Tabla 4. Similitud entre las caracteristicas bioquimicas de nuestras cepas
v las de scudomonas cichorii (Swingle) Srapp aisladas del cultivo del pimiento

Prucbas Alslamiento de cedro Aislamiento de pimiento
Metabolismo de la glucosa 0 0
Catalasa + +
Amilasa - -
Gelatinasa - -
Lipasa - -
Producctén de:
Sulfidrico - -
Indol - -
Accion sobre la leche tornasolada Ale Ale
Nitrato-reductasa + +
Acido a partir de:
Glucosa + +
Manitol + +
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Elcedro (Cedrela odorata), nuevo hospedante...

Rhamnosa + +
Dulcitol + +
Lactosa + +
Fructosa + +
Pigmento sobre King B + +
Levan - -
Oxidasa + +
Papa - -
Arginina - -
Tabaco {HR} + +

O: Oxidativo.

+: Crecimiente v accién.

-: No accién sobre los sustratos.
Ale: Reaccldn de alealinizacién.
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ABSTRACTS

RESUMEN

Fusarium moniiforme &s uno de fos patogenos mas frecuentamente
afsladas en caha da azdcar en nuestro pafs, afectando la germinacion
de ia semilla agdmica de esta importante graminea. Con el objetivo de
daterminar ef grado de afectasion que es capaz de causar esfe hongo
sobre fa capacided germinativa de ia semifla agémica de la cafia de
azdcar, se reaiiz6 fa inocuiacin del mismo & una concentracion de
32x 16° conidios/mL en semiffa agémica de fa varieded Ja 605, La
susgponsién conidial se apticd en las yemas de las semilfas y en ef sue-
lo mediante un asperfader manuel. Se inocularon seis réplicas por
cada variante y se sembraron Jas semillas en boisas de poliatileno con
suefo ferralftico rojo. Las plantas se observaron diarigmente para
comprobar la germinscién o no de las yemas. Af cabo de los 28 dias
se procedio a fa observacion de los sintomas y al reaislamiento del
hongo. En lzs semillas testigo se obtuvo un 66,7% de germinacion
migntras que en aguelfas inoculades con el patdgent no ubo germi-
nacién alguna, observéndose en fodas sintomas Severos de pudri-
cidn. Los resuftados obtenidos def trabajo demostraron fa capacidad
de F. moniliforme para afectar fa germinacion de les yemas de fa semi-
fia agémica de fa cafia de azicar.

Palabras claves: F. monififorme, cafia de azdcar, inhibicion de la ger-
minacion

Fusarium meniiforme (s one of pathogens most frequently Isofated of
sugarcane i our Country. The Fungus affects the agamic seed gemi-
nation of this important graminicolous crop. With the aim of defermi-
ning the affecting degree that F. monififorme causes over sugarcane
agamic seed germinafion capacily, the fungus was inoculated to a
concentration of 3,2 x 10° conidiog/mi in Ja60-5 agamic seed. Conidial
suspension was sprinkled aver soif and seed buds. Six replicate for
each variant were inoculated. Aflerwards they were sown in poliethyle-
ne bags with red ferralitic soil. Plants were obgerved daily in arder fo
prove seeds germination, Affer 28 days, sympioms were exarmined
and the fungus was reisclated. A 66,7% of germination was obtained
in control seeds whereas those inoculated with pathogen showed se-
vere rotting symptoms and not germination at all. The results obtefned
from ithis work demonstrate the capacity that F. moniliforme has o af-
fect sugarcane agamic seed germination.

Key words: F. monififorme, sugar cane, germnination inhibition

F

El cultivo de la caiia de aziicar {Saccharum sp. hibrida}
es uno de los principales eslabones que sustenta la eco-
nomia en nuestro pais. Sin embargo, en los dltimos
afios el nimero de enfermedades que afectan a esta im-
portante gramines ha aumentado considerablemente,
destacandose en este sentido aquellas patolagias que
inciden de manera negativa en la capacidad germinati-
va de la semilla agdmica de [a cafia de azucar provocan-
do asi cuantiosas pérdidas en las plantaciones {Santana
et al., 1997).

La pudricién del tallo causada por Fusarium spp. se ubi-
ca dentro de este grupo. La enfermedad se constdera de
poca importancia econmica en el pais, aunque puede
ocasionar considerables dafos cuando ataca varieda-

des susceptibles. Se desarrolla tanto en las cafias en pie
como en aquellas estacas sanas que son utilizadas
como semilla, y se caracteriza por un enrojecimiento de
los haces vasculares, del tejido parenquimatoso y de las
raices jovenes que ripidamente se pudren {[Chinea y
Rodriguez, 1994].

Autores tales como Koike (1988), Autrey et al, {1992)
y Lépez et al. (1998) informan a F. moniliforme v
F. subglutinans como los agentes productores de esta
enfermedad, siendo F. moniliforme la especie més fre-
cuentemente aislada en muchas de las regiones cafieras
del pais. Segin un inventario de hongos patogenos rea-
lizado en semilla agdmica de cana de azticar en diferen-
tes localidades de Ciudad de La Habana, esta especie
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representd el 38,6% del total de aislamientos realiza-
dos [Lépez, 1999].

Este hongo es un patdgenc de muchas gramineas, por
io cual posee una extensa distribucién mundial, regis-
wrdndose su presencia en la mayoria de los paises del
continente americano, algunos del continente africa-
no, India, Indonesia, Indochina, Hawaii, Australia v
Estados Unidos [Autrey ef al., 1992],

El grado de afectacion que es capaz de causar en la ca-
pacidad germinativa de la semilla agdmica de la cafiade
azucar fue determinado en este trabajo,

MATERIALES Y METODOS

Se realizd la inoculacidn de F. moniliforme en semilla
agdrnica certificada de la variedad Ja 60-5, colectadas
de la UBPC Hermanos Maceo. La cepa para inocular
fue aislada de un muestreo de semillas de la misma va-
riedad realizado en el CAI Manuel Martinez Prieto, al-

nas de las cuales presentaban sintomas de pudricién

del tallo.

Para la preparacién de la suspensién conidial se partié
del cultivo del hongo en cufia de agar-papa-dextrosa
{PDA) como recomienda Booth (1977}, Se afadid una
solucién de tween 80 al 1% para lograr 1a homogenei-
zacién de la suspensidn, se agitd manualmente con el
mismo propésito anterior v se dejé en reposo durante
cinco minutos; posteriormente se tomé una alicuota
con micropipeta para el conteo en cdmara de Neubauer
al microscopio 6ptico. La concentracién conidial resul-
tante fue de 3,2x 10% conidios/mL.

La suspensién conidial fue aplicada mediante una as-
perjador manual en las yemas de las semillas. Fueron
inoculadas seis réplicas por hongo dejdndose como tes-
tigo otras seis asperjadas solamente con agua destilada
estéril,

Las semillas tratadas se sembraron en bolsas de polieti-
leno con suelo ferralitico rojo previamente esterilizado,
afiadiendo al
ron colocadas bajo condiciones favorables de aireacién
¢ iluminacién para favorecer la germinacién de las
vemas. Las estacas sembradas fueron regadas diaria-
mente.

stielo el inéculo sobrante, Las bolsas fue-

Las plantas se observaron periddicamente con el fin de
determinar si habfa germinacién o no en las yemas de
las semillas. Al cabo de los 28 dias las estacas fueron de-
senterradas v lavadas con abundante agua corriente,
fueron observados los sintomas en las semillas tratadas
con el patdgeno y se procedio después al reaislamiento
del hongo segtin el método de Lopez ef al. (1999) con
el fin de cumplir los postulados de Koch. Algunos frag-
mentos de tallos fueron colocados en camara hiimeda.

S0¢fitosanidad

RESULTADOQS Y DISCUSION

En el grupo de semillas testigo la germinacién de las ye-
mas comenzé a observarse al cabo de los 10 dias de
sembradas, obteniéndose un 66,7% de brotes, quie ma-
nifestaron un crecimiento normal, En las estacas asper-
jadas con F. moniliforme no se observd germinacién
alguna durante los 28 dias del experimente.

La causa de [a inhibicidn de la germinacién fue la rdpi-
da vy severa pudricién que provoco este patdgeno tanto
enlas yemnas inoculadas como en ¢l tejido parenquima-
toso del tallo, al penetrar por los extremos de las esta-
cas a través del suelo infectado. En estas semillas se
observé en el talle y las vemas una coloracién ro]o plr-
pura difuso, caracteristica de la pudrlcxon del talio cau-
sada por F. moniliforme, segin lo descritc por Koike
(1988), Hughes et al. (1964} vy Fauconnier {1980).

At cuando en el ciento por clento de las estacas trata-
das con este patégeno se presentaron sintomas severos
de Ja enfermedad, el honge no pudo ser reaislado de
ninguna de ellas, debido a su alto grado de pudricion.
Sin embargo, en todos los fragmentos colocados en ca-
mara himeda se aprecié crecimiento micelial sobre los
exudados bacterianos, demostrando esto Ja gran capa-
cidad que posee F. moniliforme para infectar 1a semilla
agamica de la cafia de aztcar v afectar la germinacién
de sus yemas. Este resultado, contrasta con lo plantea-
do por Chinea y Rodriguez {1994) en relacién con la
poca importancia econdmica de la pudricidn del tallo
en el cultivo de la cana de azticar en nuestro pafs, lo
que ha traido en consecuencia que se le hava prestado
escasa atencion al curso de esta enfermedad en las dife-
rentes regiones caferas, representando esto una ame-
naza latente para estas regicnes.

CONCLUSIONES

* Fusarfum moniliforme, como agente causal de pudri-
cién del tallo, afecta en un alto grado la capacidad ger-
minativa de la semilla agémica de la cafia de azficar,
implicando esto un peligro potencial para las regiones
cafieras en cuanto al uso en la siembra de semillas in-
fectadas con el patégeno v su presencia en el suelo.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se reslizd un andlisis epifitiolégico de las enfermedades fingicas que
afactan fa fase de vivero en ef cultive de la pifia. El ensayo se efecutS
en fa Empresa Pina, provincia de Ciego de Avila, en dos canteros de
cemanto con suela Ferralitico Rojo, donde se sembraron fracciones
de tallos de pifia ds la variedad Cayena Lisa Serrana. Se realizé un
moniforeo semanal, se cuantificaron las faflos enfermos por Fusa-
rivm subglutinans, Phytophthora nicotianae y Chalara paradoxa. y se
daterming ef porcentaje de incidencia por especies y el porcentaje de
afectacion general de los propagulos. Se aplicd of método de andlisis
mustivariado Componentes Principales, para conocer ef aporte dgi ri-
vel ga jncidencia y et porcentaje de afectacidn de los patdgenos fingi-
cos en correlacién con las variahles climéticas de lemperatura,
humedad relativa y precipitacidn. La méxima incidencia fue de
F. subglutinans (1,5%} a fos 75 dias de plantatos, P. nicotianae con
(0,3%] a los 40 dias y Ch. paracoxa (0,2%) también & los 76 digs. La
afectacidn general da los propégulos se observé entre fos 33 y 78
dfas. Estos filopatégenas presentan una fuerte dependencia de ia bt
medad refativa minima (46 a 6495) y media (72 a 86,6%}. Sin embargo
las temperaluras méximas de 28 4 32°C, medias entre 19y 25°Cy mi-
nimas enira 17 y 19°C constituyen limitantes para ef desarrofio de
P. nicotianae y Ch. paradaxa, y ne para F. subgiutinans, ef cual ade-
més mostrd que su incremento poblacional fiane una alta correfacion
con Ja gombinacidn de todas las variables climéticas.

Palabras claves: Ananas comosus, Fusarium subglutinans, Phytoph-
tora nicotianas, Chalara paradoxa, enfermedades fungosas, hongos,
viverns

An epiphyticlogical analysis of the fungal diseases that affect nursery
stage in pineapple crop was undertaken. The experiment was carried
out af the Pineapple Enterprise in Province of Giego de Avila. Two ce-
ment rows containing red ferralitic soif ware selected for the assay.
Pienaappie stalk pleces of the variely Cayene Lisa Serrana were plan-
ted. Each week, a survey was conducted in order fo register the stalks
affected by Fusarium subglutinans, Phytophthora nicotianae and Cha-
lara paradoxa. Incidence percentage for each species and the general
percentage of the propaguiss were determined. A Muftivariate Analy-
sis, Main Components was appiied in order to know the incidence level
and the affectattion percentage for each fungal pathogen in relation
with the climatic variables, such as, femperature, relative humedity
and precipitation. Maximal incidence was caused by F. subgiutinans
{1.5%) and Ch. Patadoxa (0.2%) 75 days affer stalks pieces were
planted, while for P. nicotianae (0.3%) this peak was registerad 40
days after planting. A fotal affectation of propagules was observed bet-
ween 33 and 75 days. These plant pathogens show a strong linkange
with the lowest relative humedity (46 - 64 %) and the mean refative hu-
medity (72-86.6 %). However maximal fempereiures of 28 - 32°C,
mean temperatures between 19 and 26°C and minimal ones befween
17 and 19°C consiitute a limiting factor for the development of P, nico-
tianae and Ch, paradoxa but not for F. subglutinans, which additionally
showed that jts popufational ncrease js strogly correfafed with the
combination of all the climatic variables studied.

Kay words: Ananas comosus, Fusarium subglutinans, Phytophtora ni-
cotianae, Chalara paradoxa, fungal dissases. fungi

INTRODUCCION

El cultivo de la pifia constituye en la actualidad un
renglén importante en la economia agricola de nuestro
pais, por su alta demanda como fruto fresco ¢ indus-
trializado para el consumo de la poblacién y el turismo,
Io cual implica ingresos importantes en divisas.

Este cultivo es afectado por numerosas plagas y enfer-
medades. Las de origen flingico y con mayor importan-
cia a nivel mundial son la fusariosis, que afecta tanto la
planta como los frutos, producida por Fusarium subghi-
tinans (Wr & Rein) P. E. Nelson, T. A. Tousson & Ma-

rasas, dafios a los hijos, plantas en desarrollo y proximas
a la cosecha causados por Phytophthora nicotianae Breda
de Haan y la pudricién de frutos y propé%ulos por Chala-
ra paradexa (De Seyn) Sacc. [Rohrbach y Schmitt, 1994].
En Cuba también estas especies fitopatégenas constitu-
ven las de mayor importancia en la fase de vivero {Her-
nandez, 1999].

Los niveles actuales de la produccién de pifia no logran
abastecer las necesidades del pafs por diversos motivos,
dentro de los cuales se encuentran los dafos por hongos
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fitopatGgenos en las drzas de vivero que ocasionan im-
portantes pérdidas econdmicas por concepto de afecta-
cién del material de semilla, lo cual implica una
limitante en el incremento de las 4reas en exﬁ:lotacién
de este cultivo, asi como por las pérdidas por el valor de
los propéagulos, ademds de los gastos dedpersonal que se
involucran en el desarrollo de la actividad agrotécnica
en general. Por otra parte, el bajo nivel de informacion
cor que se cuenta sobre el comportamiento epifitiolé-
gico de estos patégencs impide el perfeccionamiento

¢ las estrategias de control. Por tanto, el objetivo fun-
damental de este trabajo consisti6 en realizar un anéli-
sis epifitioldgico de los hongos mds importantes que
inciden en esta fase del cultivo, que permita conacer su
comportamiento en relacién con el clima y establecer
pardmetros que pueden ser empleados en un sistema
de manejo integrado.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo epifiticlégico se ejecutéd en la Empresa Pina,
provincia de Ciego de Avila, en dos canteros de cemen-
to con suelo Ferralitico Rojo, de 80 m de largo, 1,5 m
de ancho v | mde alto. Se sembraron 1 200 fraccic-
nes de tallos de pifia por cantero de la variedad Cayena
Lisa Serrana. El sistema de obtencién de posturas se re-
fiere al método de multiplicacién de fracciones de ta-
lios v coronas [Sigh v Yoden, 1980].

Para el estudio de la dindmica poblacional de las enfer-
medades, se cuantificé semanalmente el niimero de
fragmentos de tallos enfermos por F, subglutinans, P. ni-
cotianae y Ch. paradoxa a través de la identificacién de
las diferentes especies, y se calculé el porcentaje de
afectacién respecto al nimero total de talios sembra-
dos. Las evaluaciones se iniciaron a los 33 dias de sem-
brado el experimento. Los parimetros evaluados se
correlacionaron con los indices medios semanales de

las variables climiticas, temperatura minima, media v
maxima; humedad rejativa minima y media, v el acu-
mulado semanal de precipitaciones, registrados en la
estacién meteoroldgica que se corresponde con la zona
durante el periodo del ensayo.

El procesamiento estadistico se realizé mediante el me-
todo de andlisis multivariado Andlisis de Componen-
tes Principales [Linares ¢f al,, 1986] para conocer el
aporte de la variabilidad de los factores relacionados.
La seleccién de las variables que mds se relacionan en-
tre sf, se realizé con el criterio de valores mayores de
0,5, que implican una correlacién superior al 50 %,
Este proceso se ejecutd mediante el sistema computari-
zado Statict. :

RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento poblacional de las especies de hon-
gos que inciden en la fase de viveros en el cultivo de la
pifia aparece en la Fig. I. Alos 33 dias se detect6 un
0,5 % de incidencia de F. subgiutinans, 0,3 % para P. ni-
cotianae, y en menor cuantia Ch. paradexa en un G,1%.
En todo el ciclo del vivero, de forma general los niveles
mds altos registrados correspondieron a F, subglutinans,
con un méaximo a los 75 dias con 1,5 %, y a partir de
esta fecha précticamente no se detectd su incidencia
hasta los 145 dias. P. nicetianae se comportd en todo el
ciclo de forma mas estable, aunque con valores mas ba-
jos, desde 0,3 hasta 0,1% a los 127 dfas. Para Ch. para-
doxa se detectaron muy bajos niveles de incidencia, sélo
a los 33, 40 y 75 dias con porcentajes de 0,1, 0,15y
0,2% respectivamente. Es importante sefialar que a los
145 dias del ensayo nao se observé la incidencia de nin-
guno de los tres patdgenos,

%
1,51
1 - /
GG
0,5 X
Q
) 202
edd Poic :
0 T L L] L)

33 40 B3 61 75

Dias de plantados (%)

89 127 145

aRUBHODIU d
exopeled yoH
seunnBans 4

Figura I. Dindmica de aparicién de las especies de hongos durante ¢l ciclo de vivero.
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En cuanto a la dindmica de aparicién de propigulos
enfermos (Fig. 2}, a los 33 dias se registrd 3,9 % de
afectacién, Alos 40 dias se observé la maxima afecta-
cién en el ciclo con 7,23%, seguido de 4,8% alos 75
dias. A partir de esta fecha los niveles de afectacién
se redujeron drasticamente con porcentajes de 1,1,

0,8y 1,2 alos 89, 127 v 145 dias respectivamente,
de ahi, la necesidad de establecer medidas de control
en este perfodo, hasta los 75 dias fundamentalmente
para cobtener altos rendimientos de posturas sa-
nasy solamente enlos primeros 33 dfas del semi-
llero.

Lo TR L IR N & T o ]

T

33 40 53 &1

75 89 127 145

Dias de plantados {%)

Figura 2, Dindmica de aparicién de propdgulos de pifia enfermos durante el ciclo de vivero (por ciento general).

El andlisis de componentes principales (Fig. 5) muestra
el resultado de la correlacién de la dindmica poblacio-
nal de las especies y las variables climéticas durante el
periodo de diciembre a abril. Esto permite conocer las
condiciones ambientales que pueden favorecer el

desarrollo de las enfermedades que afectan la etapa
de viveros en la pifia. La correlacién de estos facto-
res informa de la existencia de una fuerte dependen-
cia de los patégenos fungosos ante las condiciones
climdticas.

Trin

Acpree

Figura 3, Correlacidn de los factores climétices v los por cientos de incidencia de los patdgenos fungesos v la afectacién general.

Circulo de correlaciones Eje | Horizontal v Eje 2 Vertical
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La relacién entre el por ciento de incidencia de F, sub-
glutinans, P. nicotianae y Ch, paradoxa v 1as temperaturas
promedic semanales minimas, medias y méximas, re-
sultaron inversamente proporcionales, lo que significa
que las temperaturas no fueron lo suficientemente fa-
vorables para el desarrollo de estas especies, En este
caso la temperatura minima fue el factor mas limitante
para el desarrollio de los patdgencs, puesto que de for-
ma general se comportaron con valores bajos durante
todo el ciclo del vivero.

Respecto a las temperaturas media v maxima, a pesar
de que su efecto negativo fue en menor cuantia, estas
se comportaron también a bajos valores durante tedo
el periodo analizado, lo cual indica que no son favora-
bles para el desarrollo de estos patégenos. Sin embar-
go, el factor humedad relativa media y minima
contribuy6 favorablemente, demostrando una alta de-
pendencia entre el desarrollo de las enfermedades y Ia
humedad relativa, aspecto que indica que las condicio-
nes de humedad de este periodo fueron favorables para

T med

T max
AG prae

el desarrollo de las enfermedades, demostrado por el
agrupamiento de las variables. De manera semejante se
relacioné la precipitacién acumulada en la semana y
los indices de los patégenos, aunque no de forma tan
acentuada como la humedad relativa del aire. Estos re-
sultados se explican si sc analizan los vectores en fun-
cién del Eje 1 (horizontal). Este eje aporta una
contribucién de un 46,8 % a la variacién toual, lo que
demuestra gue existe una dependencia fuerte entre los
factores analizados.

El analisis de las variables en relacién con el Eje 2 (ho-
rizontal), el cual aporta una contribucién de un 28,7
% de la variacién total (Fig, 4), demuestra que las con-
diciones de temperatura minimas, humedad relativa
minima, media y el acumulado de precipitacién sema-
nal existentes en ese periodo, favorecieron de forma
importante el desarrollo de F. subglutinans, por tanto
explica el nivel de incidencia de esta especie durante el
ciclo de vivero y que esta condicienado por la combina-
cién de las variables climdticas,

Ch

Afect

Fh

Figura 4, Correlacién de los factores climéticos con los por cientos de incidencia de los patégenas furigosos y el por ciento de afee-
tacién general. Clrculo de correlaciones Eje 2 Horizontal v Eje 3 Vertical

Esta situacidn se mostrd de forma diferente al relacio-
nar a P. nicotianae y Ch. pavadoxa, va que las variables
climéticas presentaron una correlacién inversa ante los
niveles de incidencia, lo cual indica que no fueron sufi-
cientemente favorables para su desarrollo, Es impor-
tante sefalar que estos patdgenos son muy exigentes a
condiciones més calidas de temperaturas, especialmen-
te la temperatura minima, las cuales se comporfaron
con valores bastante bajos durante todo el periodo ana-
lizado. Sin embargo, se demuestra que F. subglutanans
se desarrolla en un rango més amplic de temperaturas,
por lo que provoca las mayores afectaciones en fase de
vivero en este periodo del ano, No obstante, los resul-
tados de los andlisis estadisticos demuestran que la
afectacion general depende también de la presencia de
P. nicotianae v Ch. paradoxa.

36ifitosanidad

Los valores de la varianza en los ejes principales apor-
tan una contribucién de un 73,5 % porlos Ejes 1 v 2, Io
que demuestra una alta confiabilidad de los analisis es-
tadisticos.

La humedad relativa minima se comportd en un rango
de 46 a 64 %, v humedad relativa media, que oscild en-
tre 72,6 y 86,6%, son favorables para el desarrollo de
estas enfermedades. Las temiperaturas fueronde 28 a
32°C lamaxima, 19 2 25°Clamedia y 17 2 19°C lami-
nima. Estos valores no favorecen el desarrollo de P. ni-
¢otianae vy Ch. Paradoxa. En ninguno de los casos se
observé un incremento poblacional, a diferencia de
F. subglutinans, el cual aument6 su incidencia ante los
rangos de temperatura descritos anteriormente. Los ni-
veles de precipitacién fueron, bajos aunque existieron
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momentos con precipitaciones de 21,7 mm a los 53
dfas y 10,5 mm alos 73, que explican el incremento de
los niveles poblacionales de estas especies de hongos
fundamentalmente en su relacién para P. nicotianae y
Ch. paradoxa (Figs. 1 v 2), que son las mds dependientes
también de la humedad del suelo.

F. subglutinans es capaz de sobrevivir por varias sema-
nas en el suelo en dependencia de las condiciones de
humedad vy temperatura, v su mayor supervivencia
ocurre en suelos secos con temperatura Gptima para
su crecimiento entre 25 v 30°C [Rohrbachy Schmitt,
1994]. Estas condiciones son similares a las presenta-
das en el periedo analizado, y justifican los incremen-
tos poblacionales de este hongo fitopatdgeno.

Erwin y Ribeiro (1996) exponen que las condiciones de
temperaturas entre 20 y 27°C favorecen el desarrollo
de P, nicotianae, asi como las dreas con excesiva irriga-
cién o sometidas a fuertes aguaceros, que permiten una
severidad mayor de la enfermedad, como también el
empleo de suelos con mal drenaje, ademés de otros fac-
tores que requiere el patégeno para su desarrollo como
luz, fuentes de carbono, ete, En este caso la baja hume-
dad del suelo, producto del bajo nivel de precipitacion
que incidié durante ¢l perfodo analizado, explica el
comportamiento a bajos niveles de P. nicotianae, ade-
més del tipo de suelo {Ferralitico Rojo) empleado en el
ensayo, con buen drenaje interno y poco contenida ce
materia orginica. Por tanto, sélo el factor humedad re-
lativa favorecié el desarrollo de esta enfermedad,
observindose incrementos en perfodos con humedad
relativa minima de un 60% y media de 80%. El
desarrollo epifitiolégico de esta enfermedad estd muy
estrechamente ligado a la temperatura del suelo. P. ni-
cotianae se desarrolla en suelos con temperaturas entre
16-36°C {Erwin y Ribeiro, 1996], aunque es capaz de
provocar afectaciones al cultivo a partir de los 23°C.

Referente a la epidemioclogia de Ch. paradoxa, las con-
dicicnes de temperatura para su desarrollo oscilan en-
tre 13-34°C con un éptimo  entre 23-31°C, pero
ademds depende de los niveles de pH, asi como el con-
tenido de materia organica y la solarizacién [Zaldivar,
1983}, dos aspectos que en condiciones de vivero in-
fluven desfavorablemente, va que la intensidad de los
rayos solares es relativamente fuerte en esta etapa y el
bajo contenido de matetia orginica en estos sueios.

Es importante sefialar que los aspectos epifitiolégicos
determinados en este trabajo constituyen la base del

perfeccionamiento de los métodos de lucha fitosanita-
ria para la elaboracién de un sistema de manejo inte-
grado para el combate de las patologfas flingicas en los
vivero de la pifia. Se logré determinar las dindmicas de
desairollo de los hongos que inciden en esta fase del
cultivo , el periodo de mayor afectacidn, el cual requie-
re de tratamientos de fungicidas v las dependencias cli-
matolégicas que poseen estos fitopatdgenos.

CONCLUSIONES

» Las mavores incidencias, segiin los patégenos fingi-
cos, fueron para Fusarium subgutmans de 1,5%, Ch. pa-
radoxa con iveles bajos de un 0,2% alos 75 dias de
sembradas las fracciones de tallos, v P. nicotianae alos
40 dfas con un 0,3 %

» Las méximas afectaciones por hongos en el ciclo del
vivero ocurren entre los 33-75 dias de plantadas, lo
cual precisa de tratamientos de fungicidas para evitar
pérdidas importantes.

+ La humedad relativa minima en un rango de 46 a

64%; humedad relativa media entre 72,6 y 86,6 % son
favorables para el desarrollo de estas enfermedades.
Sin embargo, la temperatura méxima entre 28-32°C,
media entre 19-25°Cy minima entrel 7-19°C son valo-
res limitantes para P. nicotianae y Ch. paradoxa, y no
para F, Subglutinans.
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RESUMEN

DETERMINACION DE PHTHALIDE
POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal Calle 110 no. 514 e/5a. By 5a. F,
Playa, Ciudad de La Habana, CP 11600

ABSTRACT

Se desarrolld un método analitico para fa determinacion def contenido
de phihalide en una formutacion de polvo humedecible al 30 % F/P. Ei
metodo consistio en la utiizacidn Jde fa espectrofotometria UV - visibie
a una fongitud de onds de 246 nm usando dioxane como solvente. Sz
realizaron 15 determinaciones, obteniéndose una desviacion tipica
de = 0,44 con un coeficiente de variacidn de 1,42 % para ef mélodo,
por o que resuilté ser confiable, preciso y selectivo.

Pzalabras claves: phihalide, espectrofotometria UV

An analylic method was developed for the determination of the phthali-
da content in formutations of wetable powders. The method consisted
on the use of the UV-visible specirophotometry at wavelenght of 246
nm using dioxano as solvent. They were carried out 15 determinations
being obtained a lypical deviation of + .44 with a coefficient of varia-
tion: of 1.42% for the method for what if tum out to be refiable, precise
and sefective.

Key words: phthalide, UV-visible spectrophotometry

INTRODUCCION

El phthalide es un fungicida con accién protectora
contra los hongos que atacan al cultivo del arroz como
son: Pyricularia orizae, Bipolaris orizae, Cercospora erizae,
Gerlachia orizae, Sarocladivm orizae v el complejo de hon-
gos que afectan el manchado del grano [AgrEvo,
1998]. .

El método recomendado para determinar dicho ingre-
diente activo en sus formulados es la Cromatografia Li-
quida de Alta Resolucién (HPLC) {AgrEvo, 1998]. Es.
una técnica muy costosa por ¢l equipamiento y acceso-

ri0s que requiere. Conjuntamente su desarrollo trae-

consigo el uso de una serie de solventes que son costo-
s0s, pero que ademds tienen que ser grado HPLC, por
lo que su precio se eleva mas afin, todo esto sin dejar de
resaltar que el uso de esta técnica implica més comple-
jidad desde el punto de vista operacional v técnico, asi
como mayor tiempo empleado. Ademds, actualmente

en el pafs no disponemos de cromatdgrafos liquidos en
los laboratorios provinciales,

Por todo ello fue necesario desarrollar otro método que
permitiera realizar la cuantificacién del phtalide, con
ahorro de solventes y de tiempo.

MATERIALES Y METODOS

Para desarrollar este método fue necesario basarnos en
las propiedades fisico-quimicas del phthalide que se ex-
ponen en la Tabla I, v hacer un espectro de adsorcién
del phthalide en un rango de longitud de onda de
300-200 nm, utilizando varios solventes, de donde se
pudo escoger el mas adecuado, en este caso el dioxa-
no, v la longitud de onda mas conveniente: 246 nm
(Fig. 1).
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Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas del Phthalide (AgrEvio, 1998, Pesticide Manual,

1994; Farm Chemicals, 1992)

Férmula empirica

CH.CLG,

Formula etructural

c

ce\/'\/;ci
lO’ i'
C])\i/\)]

Ci

Nombre comnin

Phthalide

Nombre guimico

4,5,5,7- tetraclorophthalide

Apariencia Cristales blancos
Peso molecular 2719
Punto de fusidn 209-210°C

Estable en medio acido v a bases débiles. Estable a la

Estabilidad ; '
luz v al calor
Agua: 6,002 g/l
Etanol 1,1 gL
: Acetona: 8,3 g/l
Solubilidad
olabHica Benzeno: 16,8 gL
Dioxano: 14,1 gL
THF: 19,5 gL
Toxicidad Oral aguda: LD5y > 10 000 mgkg en ratones
Dermal aguda: LD;,: > 10 000 mg/kg en ratones
248
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Longitud de onda {nm)

Figura 1. Espectro UV del phthalide.

Principio del método

El método se basé en la determinacidn del ingredien-
te active del phthalide por espectrofotometria
UV-visible a una longitud de onda de 246 nim, median-
te la construccidn de una curva de calibracién usando
dioxane como blanco.

40/fitosanidad

Reactivos

» Patrén de phthalide
+ Dioxano grado analitico

Equipos y cristaleria
* Volumétricos de 100 y 25 mL
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» Pipetasde 1; 1,5; 2, 2,5 v 3 mL

. Espectrofotc’)metro UV-visible Shimadzu-1201

+ Cubetas de cuarzo de 1 cm

» Balanza analitica Sartorius (Precisién + 0,0001 g)

Técnica operatoria
a} Preparacién de 1a curva de calibracién

Se pesaron 0,2 g de phthalide puro en un volumétrico
de 100 mL, se mezclaron v enrasaron con digxano., De

esta solucidn se tomaron 5 mL y se llevaron a un volu-
métrico de 25 mL enrasando con dioxano. A partir de
esta (ltima solucién se pipetearon 15 1,5, 2 v 2,5 mLy
se llevaron a sus respectivos volumétricos de 25 mL,
mezclande y enrasando con dioxano. Se hizo la lectura
de cada una de las soluciones en cubetas de cuarzo de
| cm contra dioxano a 246 nm. Conociendo las con-
centraciones de cada uno de los cuatro puntos v sus
respectivas absorbancias se construyd la curva de cali-
bracién (Fig. 2).

2

Absorbancia

05076 84,7615

1,052 1,2092

Concentracian (mg/mL)

Figura 2. Curva de calibracién del phthalide,

b} Preparacién de la muestra

Se pesaron 0,6 g de la muestra de phthalide en un vo-
lumétrico de 100 mL, se mezclaron y enrasaren con
dioxano. Posteriormente se tomaron 5 mL de esta so-
lucion y se llevé a un volumétrico de 25 mL, agitando y
enrasando con dioxano. De esta dltima solucién se to-
maron 2 mL y se llevaron a un volumétrico de 25 mL
enrasando con dioxano. Finalmente se leyd la absor-
bancia de esta solucién en cubeta de cuarzo de 1 cm
contra dioxano a 246 nm. Luego, con la avuda de la
curva de calibracién, se determinaron los mii‘igramos
de phthalide v se calculd el por clento de este segin la
siguiente férmula.

Calculos

F)\AJO

% de phthalide pip = x 100

donde:

F: miligramo de phtalide hallado en la curva de calibracién
Wi peso de muestra de phthalide expresado en mili-
gramos

Se realizaron 13 determinaciones, v los valores obteni-
dos se procesaron estadisticamente, determinandose la
desviacién tipica y el coeficiente de variacién,

Como se muestra en la Tabla 2, los valores del conteni-
do de ingrediente activo de phthalide por el mérodo es-
pectrofotométrico oscilaron enwe 30,26 y 31,88%,
que, compardndolo con la concentracién reportada por
el proveedor del producto (30 = 2) 9% [AgrEvo, 1998],
demuestra la capacidad de esta técnica para determinar
de manera eficiente la concentracién de este ingredien-
te activo dentro de la formulacién, lo que da una medi-
da de la exactitud de la técnica analitica propuesta.

En la Tabla 3 se puede observar que los valores obteni-
dos de desviacién tipica v del coeficiente de variacién
para dicho método fueron de + 0,44 v de 1,42 % res-
pectivamente, por Jo que se puede deducir que el méto-
do utilizado presenté una aceptable precisidn.
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Tabla 2. Resultados obtenidos por andlisis
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No. Pesos de muestra (g) Mihg—ramoseielgig;ﬁde halados delcpfgéiz;a{c éff;}p 1
1 0,6290 0,7615 30,26
2 0,6131 0,7820 31,88
3 0,6157 G,765G 30,98
4 0,6128 0,7320 30,67
3 0,6043 0,7230 31,38
6 0,6012 G.7770 31,38
7 0,6078 0,7922 31,38
8 0,6228 0,7137 31.38
9 0,6260 0,7821 31,23

10 06112 0,7536 . 30,82
11 0,6025 0,7617 31,60
12 0,608% 0,7830 31,38
13 0,6551 0,7980 30,45
14 0,6193 0,6977 31,38
15 0,630 0,7445 31,38

Tabla 3. Resultados estadisticos

Pardmetro estadistico Valores
Valor promedio (X) 31,17
Desviacion tipica (DT} + 0,44
Coeficiente de variacién 1,42 %

* El método de espectrofotometria UV-visible desarrolla-
do es adecuado, pues presenté una desviacién uplca
% 0,44, asi como un coeficiente de variacién de
1,42%, lo cual conlleva a una aceptable precisién.

42:fitosanidad

* El método es una dternativa para determinar el conteni-
do del ingrediente activo de Phrhalide en formulaciones
de polvos humedsibles, sustituyendo el método de
HPLC.
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RESUMEN

ABSTRACT

A nivel mundial los plaguicidas de origen natural constituyen un fmpor-
tante medio para el control de las plagas en los diversos cultivos,
como una alternativa para disminuir el consumo de productos quimi-
cos, pues estos, ademas de tener un costo elevado, provecan resis-
tencia generalmente por su use continuado y también por fa
contaminacion del medio ambisnte. Ef desarroffo de los agroquiriicos
naturales junto a los contrales bicldgicos forman parte de los sistemas
agricofas de mangjo integrado. Fste estudio estuvo dirigido a fa de-
terminacién de Ja actividad inhibitoria de dos extractos vegelales a
pariir de Jas plantas Lantana camara L. (filigrana o verbena morada) y
Gliricidia sepium L. (pifidn amorosa) sobre ef crecimiento micelial def
hongo fitopatdgeno Corynespora cassiicola. Se realizaron pruebas in
vitro con medio de cultivo papa dextrosa agar (FDA) , evaludndose ef
crecimiento radial de las colonias durante siete dias a una lempsratu-
ra de incubacion de 27°C. Ambas sustancias vegelales mostraron ac-
tividad inhibitoria frerte a C. cassiicola. Ef mejor controf se obfuvo en
&/ ensayo donde se utifizé ef extracto de pifidn amoroso, ya que no
s@ observd crecimiento micelial hasta el quinto dfa. Sinembargo. con
ef extracto de filigrana se infcié a partir de fas 72 horas. En fos dos ex-
tractos vegetalss Ja concentracién de 25% fue fa que presenté el me-
nor crecimiento def hongo fitopatdgeno.

Palabras claves, sustancias vegetales, control, Corynespora cassiicola

In the world the natural pesticides constitute an important mean to
sonirof pests in differents crops. It's an afternative fo reduce the use of
chemicals products, due fo i€'s high costs contamination fo the environ
and resistance induction because of If's uninterrumpted use. The de-
velop of the natural agrochemicals and the biological contro! take part
in the agricultural system of integrated Management. This study was
directed o determine the inhibitory aclivity of two vegetables exiracts
chiained from the plants: Lantana camara L (filigrana or verbena mo-
rada) and Gliricidia sepium (pifién amoroso) on the micelial grown of
the phytopathogen fungus Corynespora cassilcola, In vitro fests were
reafized in PDA culfure media, was avaluating the radiaf growth of the
colonias duing seven days with an incubation lemperature of 27°C.
Both vegstabies substances shown inhibitory aciivity in front of C. cas-
siicola. The best controi was obfained in the assay where we utifized
the pifidn amoroso exiract, since the micelial growth was not chser-
ved until fifth day. Nevertheless with the fifigrana extract the minor
growth was obtain with ihe cancantration of 25%.

Keywords: vegelables substences, controf, Corynespora cassiicola

INTRODUCCION

El desarrollo de la agricultura moderna se ha debido
en gran medida a la utilizacién de plaguicidas sintéui-
cos para reducir las pérdidas que plagas v enfermeda-
des causan a los cultivos. No obstante, en los tiltimos
afios las camparias fitosanitarias estin prestando im-
portancia al estudio de productos naturales para el
control de los agentes nocivos.

Los productos naturales constituyen una fuente inago-
table de sustancias biologicamente activas, por lo que
han contribuido histéricamente al control de plagas y
al desarrollo de nuevos productos, como son las piretri-
nas, la rotenona y la nicotina.

La recogida v evaluacién de actividad biocida en ex-
tractos procedentes de plantas silvestres ha sido abor-
dada recientemente por diversos autores en distintas
partes del mundo [Hoffman et al, 1993]. Los resulta-
dos de estas investigaciones han dado lugar a produc-
tos 0 extractos que son utilizados directamente en
agricultura ecoldgica.

El desarrollo de plaguicidas basados en productos na-
turales no debe perseguir la sustitucién de los produc-
tos convencionales, mis bien lo que deben es
contribuir a la racionalizacién de las aplicaciones de los
pesticidas.
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Los plaguicidas naturales podrian utilizarse en el con-
wro) integrado de cultivos en la agricultura tradicional y
en la agricultura ecolbgica, con grandes posibilidades de
aplicacién y sin impactos negativos sobre los recursos na-
turales y ¢l medio ambiente [Debrosses, 1987].

El tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) es afectado por
numerosos hongos fitopatdgenos de importancia agri-
cola, entre los que se encuentra el hongo Corynespera
cassiicola, el cual puede afectar hojas, tallos v Efutos en
las plantas de esta solandcea [Sandoval, 1980].

El objetivo de este estudio estuvo dirigido a la determi-
nacion de la actividad fungicida de dos extractos vege-
tales sobre el hongo fitopatégeno C. cassiicola.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el Laboratorio de Micologia del
Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal duran-
te los meses de mayo (1998) v febrero (1999).

Los extractos vegetales se obtuvieron por maceracién a
partir de las plantas Lantana camara L. (filigrana ¢ ver-
bena morada) y Gliricidia sepium L. (pifidon amoroso)
procedentes de la Estacién Experimental de Alquizar.
Se utilizaron 25 g de hojas de cada una de las plantas
en 100 mL de agua destilada.

A partir de esta concentracién {25%) se realizaron di-
luciones al 15, 10 y 6 % con vistas a determinar la con-

Crecimiento
(cm)

a0

centracién minima inhibitoria de estos extractos frente
al hongo Corynespora cassiicola, aisiado de manchas fo-
liares de tomate del hibrido W 424, procedente de
plantas enfermas bajo condiciones de cultivo protegido.

Se realizaron pruebas iz vitro con medio de cultivo
artificial papa dextrosa agar (PDA), adiciondndose 10 mL
det medio mds 2 mL de cada una de las diluciones de
los extractos por placa con seis réplicas; el crecimiento
radial de las colonias fue evaluado durante siete dias.
La temperatura de incubacidn fue de 27°C.

El analisis del Anova se realizé por el programa Statis-
tica Versién 3.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Fig. ! se muestra el crecimiento del hongo C. cas-
sifcela frente a diferentes concentraciones de pifidn
amoroso, donde se observa que hubo una disminucion
del crecimiento micelial con respecto al testigo, obte-
niéndose el mejor control cuando utilizames el extrac-
to vegetal al 23%; como se puede apreciar, a esta
concentracién rno hubo desarrollo del hongo durante
los primeros cinco dias del ensayo. Al 6% se obtuvo un
bajo crecimiento {12 mm) comparado con el testigo,
aungue mayor que =l obtenido al 25%.

Este resultado coincide con lo sefialade por Beckstrom-
Sternberg v Duke (1994}, quienes plantearon que en
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Figura I. Evaluacién de C. cassiicola frente a diferentes concentraciones de pifién amoroso.

un estudio antifingico los extractos de Gliricidia sepium
inhibieron ¢l crecimiento v desarrollo del hongo
Drechslera orpzae.

En el andlisis matematico realizado se encontraron di-
ferencias significativas entre el testigo v los tratamien-
tos, siendo al 25% el mds efective (Fig. 2).

Cuando analizamos las diferentes concentraciones de
filigrana frente al hongo, podemos observar que hubo
un control efectivo durante los tres primeros dias, al
emplear el extracto al 25%, teniendo un crecimiento

44 firosanidad

de 7 mm a esta concentracién. Al 69 también se obtu-
vo una disminucion del crecimiento micelial de hasta
15 mm con respecto al testigo (Fig. 3},

Srivastava et al., {1997} informaron de las propiedades
fungicidas de los extractos acuosos de hojas de L.
camara, para el control de Curvularia tuberculata y Alternaria
alternatd, coincidiendo estos resultadas con los nuestros.

En el ensayo con el extracto de filigrana se encontraron di-
ferencias significativas entre los tratamientos y el testigo,
siendo 1a concentracion al 23% la mds efectiva (Fig. ).



Estudio preliminar de dos extractos...
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Figura 2. Efecto del extracto de pifién amoroso sobre el crecimients micelial del hongo,
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Figura 3. Evaluacion de C. cassiizola frente 2 diferentes concentracienes de filigrana.
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Figura 4. Efecto del extracto de filigrana sobre el crecimiento micelial def hongo.
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Al comparar ambas sustancias vegetales observamos
que el extracto de piiién amoroso se obtuvo un mejor
control sobre el hongo fitopatégeno C. cassiicola.

CONCLUSIONES

* Ambas sustancias vegetales mostraron actividad in-
hibitoria frente a Corynespora cassiicola.

» Con los extractos de pifién ameroso v filigrana se
obtuvo el menor crecimiento micelial al 25% (4'y 7 mm
respectivamente).

* El mejor control se obtuve al emplear el extracto de
pindén amoroso, ya que no se observd crecimiento mi-
celial hasta el quinto dfa.

46;fitosanidad
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RESUMEN

ABSTRACT

Lalucha contra roedares siernpre ha sido gificil para ef hombre, quien
ha ensayado variedad de métodos en funcibn de esta farea, siendo ef
uso da systancias naturales un campo aun paco explorada. En condi-
ciones de laboratorio se probd fa efectividad de fa planta Ricinus com-
munis en ef control de las especies de roedores Rattus norvegicus y
Mus musculus, L., para lo cual se cosechd la semilla en horas de fa
mafiana, moliéndose vy mezclandose con cebo inocuo & diferentss
concentraciones. También esta semifla fue pelietizads, v se prepart
una infusidn con lag hojas con el objetive de facilitar ef frabafo. La espe-
cie Rattus norvegicus resuffé muy susceptible a los formutades a base
de semifia de higuereta, no siendo asi para el Mus musculus. Se
comprobd que Jos animales mueren per diamreas y hemomagias generali-
zadas cuando comen ef formulado preparado con semiffa de higuerets.

Palabras claves: Rattus norvegious, Mus musculus, Ricinus cormmu-
nis, confrol

The Fight against rodents has been very difficult for men, but the use of
poisoning plants is an sphere hardly expiored. In laboratory condition
was experimented the efficacy of Ricinus communis, L jn the controf of
rodents species Rattus norvegicus (Berk), (L) and Mus musculus, L.
The seads were harvested in the moming. They were grinded and mi-

xed with innocuous bait. A pelfet was made with seeds and gotten
ready feaf 's infusion in order to work was easfer. Rattus norvegicus
was very susceptible to the bait buf was nof fo Mus musculus. The ani-
mals die for diarthea and bleading when eat bait prepared with seeds
of that pfant.

Key words: Rattus norvegicus, Mus musculus, Ricinus communis,
controft

INTRODUCCION

La lucha contra roedores ha sido siempre diffcil para
el hombre, quien a lo largo de la historia se ve como
su principal enemigo, perc también es su benefactor,
va que con sus hibitos ha modificado el papel adap-
tativo de estos animales que, a su vez, se han
desarrollado.

En esta constante lucha por exterminar estos dafiinos
animales se han utilizado diversidad de métodos, sien-
do el esquema a partir de cebos envenenados el de ma-
vor efectividad; pero su empleo masivo ha puesto de
manifiesto algunas consecuencias como son: elimina-
cién de la fauna benéfica (enemigos naturales) y 1a con-
taminacion del medio ambiente de forma general
[Pascual-Villalobes, 1996]. : S

En nuestro pafs se ha aplicado con gran efectividad la
bacteria Salmonella enteritidis variedad Danysz como
medio bioldgico; sin embargo, el uso de plantas téxicas

no es muy comun, a pesar de haberse obtenido buenos

resultados con la semilla de aguacate (Persea americana,

Mill.), pifion botija (Jatropha cureas, L.) y mamey Santo
Demingo (Mammea americana, L.) [Bong, 1992].

Las plantas son la fuente de compuestos quimicos orga-
nicos mis importante que existe [Pascual-Villalobos,
1996].

Actualmente el 75% de la poblacién mundial confia en
las plantas y sus extractos. El mercado de productos
quimicos naturales abarca 7,5% de la produccién glo-
bal de productos quimicos, aunque sélo 5 000 especies
han sido estudiadas exhaustivamente, habiéndose esti-
mado entre 250 000 y 300 000 las especies de plantas
[Abelson, 1990; Pascual-Villalobos, 1996].

El uso de plantas téxicas o venenosas en el control de
roedores es un campo atn poco explotado, v sélo exis-
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ten referencias ocasionales de personas aisladas, sin
aval cientifico, que utilizan una u otra especic.

Roig (1965} plantea la existencia en la flora cubana de
muchas especies téxicas o venenosas, entre ellas, la hi-
guereta.

Esta planta contiene ricino, ricinina y 4cido clanhidri-
co, compuestos venenosos ¢ irritantes [Pitty, 1997),

Teniendo en cuenta que ¢l use de sustancias naturales
es menos nocivo para el medio ambiente y la fauna be-
néfica, el objctivo de nuestro trabajo es demostrar que
la higuereta puede ser utilizada en el control de roedores.

MATERIALES Y METODOS

En condiciones de laboratorio se le suministré de for-
ma obligada a tres animales de la especie Mus musculus
diferentes partes de la planta de higuereta: tallos, hojas
v semillas, durante cinco dias, sin medir el consumo.
Transcurrido este perfodo se Je retird esta alimentacidn
v se pas6 a las condiciones normales de laboratorio.

Comprobado el efecto rodenticida y para la continui-
dad de los experimentos, se cosecharon semillas de hi-
guereta en horas de la mafana, y se extrajeron de sus
capsulas tricocas de forma manual.

Posteriormente las semilias futeron pelletizadas, conun
contenido de ciento por ciento de estas en el pellet, el
cual fue suministrado a 10 animales de la especie

M. musculus, siguiendo el patrén de alimentacion no
selectiva de 1la OMS [WHO, 19753].

En la segunda fase la semilla fue molida y mezclada con
cebo inocuo (93% de maiz v 5% de trigo) a diferentes
concentraciones prestablecidas: 5, 10, 20, 40 v 60%.
En esta etapa se usaron cinco animales por tratamien-
t0s, y un testigo sin tratamiento durante un periodo de
cinco dias de alimentacién.

Para Rartus norvegicus se separaron tres animales del
mismo sexo por jaulas, v se signid el mismo proceso

descrito para la especie Mus musculus, midiéndose ademis
el consumo de agua antes y durante el experimento.

En esta especie se montd una segunda prueba donde se
tomaren valores medios de la curva de mortalidad,
correspondiendo a 10, 23, 35, 40 v 60% del contenido
de la semilla molida. Para esta fase se utilizaron tres
animales por tratamiento, separados en jaulas indivi-
duales v sometidos durante cinco dias a la alimenta-
cién obligada,

Se prepard una infusién con las hejas a una concentra-
cién de 272,2 g de hojas por litro de agua; para esto se
hirvié el agua, se le agregaron las hojas y se dejé reposar
durante 15 minutos. Posteriormente se prepararon
frascos con 10, 25, 50, 75 v 100% de la infusidn; el res-
o s¢ completd con agua.

En todas las pruebas se midié el consumo diariamente,
retirando el producto viejo v reponiendc con material
fresco. A los animales muertos se les practicd la autop-
sia para determinar la causa de muerte,

Los datos se procesaron por un andlisis de varianza de
clasificacién simple, y las medias que resultaron signifi-
cativas se compararon por el test de rangos miltiples
de Duncan {1965).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las pruebas realizadas con Mus muscu-
lus se muestran de forma resumida en Jas Tablas 1y 2, en las
cuales se puede ver el consumo, dias de muertes, mor-
talidad v aceptacion.

En un pellet cuyo contenido es del ciento por ciento de
la semilla de higuereta se observa que el consumo varfa
entre 0,01 v 3,43 g, siendo la mortalidad en esta prue-
ba de s6lo un 10 %, mostrando también una variabili-
dad en la aceptacién entre 0,04 v 21,36% (Tabla I).

Tabla 1. Consumo y aceptacion de pellets de higuereta por Mus musculus

Animal IESO Consu(rg)o total Ace}z%;:ién Mor(tgz%l)idad Dias de muerte
1 23 0,56 2,43 - -
2 24 0,01 0,04 - -~
3 25 0,03 0,12 - -
4 24 0,27 1,12 - -
5 26 0,27 1,03 - -
6 22 0,18 0,8 - -
7 23 0,46 2 - -
8 26 0,13 0,5 - -
9 25 5,34 21,36 - -

10 25 141 5,64 1o 3
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Con la semilla molida se observa que, a medida que au-
menta la concentracién de esta en el cebo, su acepta-
cién disminuye de 4,4 para 10% a 0,3 para el 60% de
concentracion de semilla, existiendo diferencias signifi-
cativas en el consumo de las dosis de 40 v 60% y el res-
to de los tratamientos. Sin embargo, para la dosis de

60% se obtiene un 40% de mortalidad, demorando los
animales en morir cuatro dias, siendo este {iltimo dato
inferior al obtenido por Lund (1981) de entre 7-10
dfas para ratones resistentes a la warfarina, utilizando
brodifacoum 0,005% v con un dia de alimentacion
{(Tabla 2).

Tabla 2. Consumo y aceptacién de semilla molida de higuereta per Mus musculus

Concentracién Peso Consumo (g} Dias de muerte Mortalidad | Aceptacién

(%) (g) X Rango X Rango (%} %)

5 22 6,36 b 2,14-12,18 - - 0 2,8
10 24 10,792 7.1-14,82 — - 0 4.4
20 27 3,43 b 1,76-3,64 - - 0 1,2
40 23 1,12b 1,07-3.45 — - 0 0,8
60 25 I42¢ 0.46-2,48 4 4 40 0.5

Los resultados con Rattus norvegicus se reflejan en las tre 0-100%, siende siempre mayor para individuos

Tablas 3, 4 v 5, donde se puede apreciar una aita
susceptibilidad de esta especie ante los cebos preparados
con semyillas de higuereta, va que la mortalidad varia en-

machos. El perfodo de muerte oscila entre wes y cuatro
dfas; sin embargo, Rowe et al. (1983) utilizando {lo-
coumafen, obtienen un petiodo de muerte entre 3-10 dias.

Tabla 3. Consumo y aceptacién de semilia de higuereta por Rattus norvegicus

Concen. Sexo Peso Mortalidad Dias de muerte Consumo Aceptacisn

{%) (g) (%) X Rango {8} (%)

) M 318 100 3 - 3.8 1,13
5

H 265 33,3 3 - 1,6 0,60

Lo M 335 100 3 - 2,76 0,71

H 260 0 - - 1.6 0,61

20 M 315 100 3,5 3.4 22 0.69

H 275 66,6 3,3 3-4 1.1 0,43

40 M 335 66,6 3.5 3-4 0,33 0,15

H 243 100 3.5 3-4 2,77 1,13

60 h1 316 100 3 - 1,6 0,50

H 250 0 - - 1,6 0,64

Tabla 4. Consumo de agua por Rattus norvegicus antes y durante
el experimento con semilla de higuereta molida

Concentracidn Consumo de agua antes Consumo de agua durante
{%) del experimento (mL) el experimento (mL)
10 30 3283
23 41,6 133,3
35 33,3 128,3
40 33,3 70
60 35 86,6
Test 33,3 45
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Arruebo (1981) y Howard {1980) plantean que el con-
sumo normal de alimentos para esta especie es de enire
20-40 g diarios; sin embargo. para esta prueba el con-
sumo se comporta muy bajo tomando valores entre
0,53-3.8¢g.

Buclde y Kaukeinen (1988) con cebos de klerat ob-
tienen una aceptacién de 61,1, mientras que con la
semilla de esta planta sélo se llega a obtener entre
0,15-1,13% (Tabla 3).

La Tabla 4 refleja el consumo de agua, que se comporta
segiin lo planteado por Velasco y Navas (1988}, to-
mando valores de entre 33,3-30 mi de agua; pero
cuando los animales estin sometidos al consumo del

formulado a base de semilla de higuereta, las necesida-
des hidricas aumentan considerablemente, Hegando a
valores de 45 hasta 328,3 mL, corrobordndose 1o plan-
teado per Pitty (1997), de que este producto provoca
sed en los animales que lo consumen.

Dubock (1980} utilizando coumatetralyl, obtiene un
33% de mortalidad similar al 33,3% obtenido en la se-
gunda prueba con Rattus norvegicus en las dosis de 35 y
40%, rarddndose los animales en morir entre 5-6 dias.
Para esta prueba el consumo se comporta muy bajo,
entre valores de 4-36,6, influvendo en que la acepta-
cién sea baja también, variando entre 1,42- 8,1% (Ta-
bla 5).

Tabla 5. Consumo y aceptacién de semilla molida de higuereta por Rattus norvegicus

Concentracion Peso Consumo (g) Mortalidad |y g e | Aceptacion
(%} (g} 3 Rango (%) (%
10 330 27 25-36,6 0 - 8.1
23 345 25,35 i5-36,3 0 - 6,43
35 320 3,53 3,33-8,833 33,3 3 1,72
40 363 6,60 3,33-11,6 33,3 6 1,862
60 330 3 1,6-11,60 0 - 1,42
La Tabla 6 refleja el consumo de la infusién de las hojas CONCLUSIONES

de la planta, el cual varfa entre 25-88,8mL, incremen-
tandose este por encima de los 15 a 30mL de agua necesarios
para su supervivencia [Velasco y Navas, 1988],

Tabla 6, Consumo de infusién de higuereta por
Rattus norvegicus (Berl)

Conc?;gacién P?gs}o Mortalidad Co{;;.szz)no
10 350 0/3 88,8
25 330 0/5 83,3
30 295 075 47
75 313 0/5 277
100 340 0/5 25

En esta prueba se da al traste con lo planteado por
Monje v Garcia (1993) de que una infusién preparada
con hojas de higuereta provoca mortalidad en ratas,

30:4itosanidad

* Rattus norvegicus es mas susceptible a los cebos prepa-
rados con semillas de higuereta que Mus musculis.

* Los cebos preparados no son apetecibles por los ani-
males.
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RESUMEN

INFLUENCIA DE LA INTERACCION DE TRICHODERMA
Y £L HERBICIDA SIMAZINA EN LA MICORRIZACION
DE PINUS CARIBAEA MORELET SUBESPECIE CARIBAEA

Angeia Duarte,' H. Cruz, M. A Betancour‘t,1 A. Fernandez,? Anairad Ferrer' yd. M. Montalvo'
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ABSTRACT

Los sstudios In vitro del biocontolador Trichoderma seccidn Longibra-
chiatum con varios herbicidas de frecuente aplicacion préctica, han
arrofado resulfados satisfactorics. Con fa finalidad dg evaluar ef com-
portamiento de diferentes espscies de hongos ectomicorrizdgenos y
el harbicida simazina, se realizo 12 presente investigacion. Ef rabajo
fue desarrolizdo en fase de vivero, fas semiflas de Pinus caribaea fue-
ron somefidas af tratamiento pragerminativo establecido, inciuyendo
en esle la aplicacidn de Trichoderma. Ademds, fue adivionado a las
bolsas en &f momento de fa siembra suelo micorrzado obignids de pi-
nares. Las aplicacionss ds simazina fueron realizadas segun lo orign-
tardo en {a Lista Official de Plaguicidas Auforizados para vivergs
forestales. Como resultados no se presentaron afectacionss en cuan-
{o a la supervivencia y desarrolfo de fas postiiras de P. caribaea.

Palabras claves: Trichoderma, Pinus caribaea, herbicidas, controf

Studies in vitro of Trichoderma, section Lengibrachiatum with several
herbicides of frequents practical appfication, has shows saffsfactory
resutts. Whit the obfective lo evaiuate the behavior of different species
of ectomyeorrhizogens fungi and the herbicide Simazina, the present
research was reatized. The work was developed in free nursery phase.
The s=eeds of Pinus caribaea were submifted o established
pre-germinative treatment, including epplication of Trichoderma, Furt-
frermore. sofl with mycarrhizae was added to the bags al the moment
of seeding. Simazina applications were made according tc the orienta-
tian on Official List of Authorized Festicide for forest tree nurssry.
Dort't be presemted affectations as fa survival and development of Pl
nus caribasa seedliings

Key words: Trichoderma, Pinus caribaea, herbicides, control

INTRODUCCION

Basado en las experiencias obtenidas con los trabajos
realizados in vitre, en lo referido a la compatibilidad
que manifiesta el producto simazina con el hango 7ri-
choderma seccién Longibrachiatum [Duarte et 4l,
1993], se extendieron a vivero dichos trabajos, espe-
rando corroborar lo  planteado por Jacas v Vifiuela
{1993} en cuanto a la no toxicidad de un producto apli-
cado a vivero y/o campo cuando no lo ha sido al traba-
jarlo in vitro. Existen también referencias de estudios
de compatibilidad, en iguales condiciones, con Tricho-
derma spp. v diferentes plaguicidas quimicos de aplica-
cién practica, asi como de los fungicidas zineb,
mancozeb y thiram en tratamientos de suelo [Muino y
Sdenz, 1994].

En cuanto a la compatibilidad de Trickoderma con hon-
gos micorrizgenos, atin no tenemos ninguna referen-
cia de trabajos realizados; perc si sabemos que son

simbiontes obligados Gue colonizan intracelularmente
las raices de las plantas, coadyuvan al crecimiento y
mejoran la nutricién de sus hospedantes. Asimismo
pueden efercer un efecto antagénico sobre otros orga-
nismos de la rizosfera, estimulando el crecimiento de
las plantas [Rivas y Cuervo, 1998],

En el caso del género Pinus fundamentalmente, esa
relacidn se establece con un simbionte fungoso: la micorti-
za, Como es obligada, el pino no sobrevive si esta asocia-
cién no se hace efectiva. Se observa que los beneficios que
las plantas pueden obtener de una relacién micorrizégena
varian indudablemente dependiendo de los factores invo-
lucrados en el medio en que se lleva 2 cabo esa asoclacifn
[Gibson y Salinas, 1985].

Se hace importante observar también la influencia de
otros factores como son el control de las plagas y enfer-

- medades, y la aplicacién de productos para combatir
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las malezas en la etapa en que se debe establecer la rela-
cién hongo micorrizégeno-planta. Se poseen antece-
dentes [Fernindez, 1983] de trabajos realizados en
Venezuela con el herbicida simazina y Pinus caribaga
subespecie caribaca, y se reporta la no afectacion de la
simbiosis pino-micorriza al aplicar el herbicida simazi-
na para evitar el crecimiento de malas hierbas.

Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la interaccién de Trichoderma y el herbicida
simazina en posturas de Pinus caribaea, y su respuesta
en el crecimiento y desarrollo con la inoculacién de
hongos micorrizégenos.

MATERIALES Y METODOS

E} experimento fue realizado en la Estacion Experi-
mental Forestal de Vifiales, provincia de Pinar del Rio,
con posturas de Pinus caribaea Barret v Golfar en el pe-
riodo comprendido desde febrero hasta septiembre de
1994,

Conociendo los resultados alcanzados por [Heredia et
al, 1996} v [Castellanos ef al, 1998] en cuanto al
incremento en la germinacion de las semillas, en el
namero de plantas sanas v disminucién de la morta-
lidad ai tratarlas con el biocontrelador Trichederma, se
le realiz6 a las semillas de pino un tratamiento preger-
minativo, y posteriormente otro con Trichoderma lqui-
da v en polvo,

Todas las plantulas de los distintos tratamientos cre-
cieron en un suelo micorrizado (100%) extraido de un
pinar de Pinus caribaea en los alrededores del sitio expe-
rimental,

Relacién de tratamientos realizados

T,: Testigo absoluto. Inmersién de semillas en agua a
temperatura ambiente durante 48 horas.

T, Trichoderma liquida. Inmersién de semillas en agua
a temperatura ambiente durante 24 horas; el resto, a
completar 48 horas con Trichoderma liquida.

Ty Trichoderma polvo. Inmersidn de semillas en agua a
temperatura ambiente durante 48 horas. Posterior-
mente mezcla con Trichoderma en polvo durante 24 ho-
ras.

T, Trichoderma liquida mds simazina. Inmersidn de se-
millas en agua a temperatura ambiente durante 24 ho-
ras; ¢l resto, a completar 48 con Trichederma liguida,
Posteriormente, a los 3,5 meses, se aplicé la dosis de
simazina establecida para vivero.

Ts: Trichoderma en polvo mds simazina. Inmersién de
semillas en agua a temperatura ambiente durante 48
horas, posteriormente mezcladas con polvo de Triche-
derma. Alos 3,5 meses después de la siembra se le apli-
cé la Simazina.

T, Simazina. Inmersion en agua a temperatura am-
biente durante 48 horas. Aplicacién de simazina 3,3
meses después de sembrada.

La simazina fue aplicada a los 3,5 meses a razén de
1,0 kgha ia con una asperjadora manual SWISS-
MEX con boguilla de cono, y una solucién final de
500 L/caldo/ha.

Las evaluaciones fueron realizadas de forma sistemati-
ca, cuantificando el namero de semillas germinadas y
la afectacién de las posturas {clorosis v damping-off}.

Al desmontar el experimento siete meses después, se
consideraron los siguientes indicadores: altura {cm},
dismetrc en el cuello de la ralz (mmy), peso seco foliar y
radical {g), e infeccién micorrizégena (%), este dltimo
pardmetro segan el método de [Garbaye, 1983].

RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Tabla I se relacionan los por cientos de germina-
cién por tratamiento, indicindonos los valores obteni-
dos que no existen diferencias en cuanto a ellos.

Tabla 1. Comportamiento de la germinacién. Porcentaje de plantas

germinadas Y muertas por tratamientos

Germinadas Muertas
Tratamiento

Total (%) Total %
T, 98 80,7 6 6,1
T, 108 100 7 6,4
T ; 108 100 9 83
T, 108 100 5 4,6
T 108 100 3 4,6
T, 106 98 8 7.4
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Influencia de la interaccion...

Se puede observar que en los porcentajes de plantas
germinadas v muertas si hubo diferencias con una
p = 0.05.

En cuanto a la proteccién de la semilla con el hongo
Trichoderma, en este trabajo no se puede decir por los
resultados cudl fue el més efectivo, pues al observar los
datos de Ia tabla no se sefialan diferencias significativas
en cuanto al nimero de plantas muertas por una u otra
causa {clorosis y damping-aff).

Solamente los casos de los tratamientos T,y T presen-
taron una ligera disminucién de plantas muertas, pero
esto no sefiala ningn nivel de significacién en el resto
de los tratamientos, incluvendo aqui, por supuesto, al
testigo,

Como se puede ver en ¢l experimento realizado, tanto
Trichoderma en polvo como la liquida ofrecen un mismo
efecto protector sobre las posturas de pinoc.

Acerca del herbicida utilizado {simazina), no se cbser-
v ningdn tipo de fitotoxicidad sobre las posturas de
pino; tampoce efectos negativos en relacidn con el
hongo Trichoderma, respuesta esperada, va que los re-
sultados obtenidos por Duarte et al. (1993) refleja-
ron la compatibilidad de este producto con el biocon-
trolador,

En cuanto a la efectividad del herbicida, este mantuvo
los mismos niveles de control para las gramineas v di-
cotiledéneas una vez pasados los 30 dias de su aplica-
ciérn, siendo inefective contra la especie Cyperus
rotundus L., coincidiendo con lo reportadeo por [Ferndn-
dez (1983) y Betancourt et al. {1989},

En relacién con la micorriza, los resultados obtenidos
son similares a los reportados por Fernandez {1983) en
Venezuela, donde plantea que la simazina en dosis de
1,0-5.0 kg/ha i.a. no afecta a la micorriza de Pinus cari-
baea subespecie caribaea. Ademds, Betancourt et al
(1989) reportan la presencia de cuerpos fructiferos de
especies micorrizogenas Pisolithus tinctorius v Telephora
terrestris en los alrededores del sitio experimental don-
de se aplicaron las dosis de simazina 1,0 kg/hd. i.a. en
posturas de la subespecie antes mencionada.

En ja Tabla 2 se muestran los valores promedios de los
caracteres de crecimiento e infeccién micorrizégena
para los distintes tratamientos. Estadisticamente no
hubo diferencias significativas en la altura, didmetro en
el cuello de la rafz, peso seco foliar y radical, aunque en
estos dos dltimos indicadores los valores absolutos de
los tratamientos experimentales (T,, Ts, Ty, T v T4)
fueron superiores al tratamiento testigo (T ).

Tabla 2. Caracteres de crecimiento ¢ infeccién micorrizégena en posturas de Pinus caribaca

subespecie caribaea

Tratamiento Aleura {em) Diametro {cm} | Peso seco foliar (g} | Peso seco radical (g) | Infece, micomiz. (%)
T, 129a 2,0a 0,8a 0,11a 16,0 a
T, 12,6a 22a 0.9a 0,154 2500
T, 14,1 a 22a 0,9 a 0,17 a 12,5d
T, 12,6 2 20a 0,9a 0,142 30,0b
T, 11,8a 2,1a 09a 0,12 a 43,0 a
T, 13,7a 2.2a 09a 0,162 17.5¢
Promedio 12,8 2,1 0,9 0,14 23,3

Letras tguales en una misma columna no difieren significativamente.

Al analizar la infeccién micorrizégena se detectaron di-
ferencias altamente significativas del tratamiento cinco
con respecto a los demds, pudiendo ser una de las cau-
sas posibles la mayor concentracién de esporas de Tri-
choderma producto de la adicién del biocontrolader en
forma de polvo. Lo anterior pudo motivar una mayor
interaccién sinérgica con los hongos micorrizégenos que
se encontraban en el mismo sustrato,

Por otro lade, la menor micorrizacion (10%) se encon-
trd en las posturas del tratamiento testigo, lo cual indi-

ca que la fuente de inéculo utilizada para establecer
una simbiosis micorrizégena adecuada {alrededor del
40-50%) en el sistema radical de las plantas, no fue
efectiva en la cantidad de propdgulos potencialmente
infectivos. Sin embargo, debe sefialarse que la adicién
de Trichoderma —en forma liquida o polvo T, v Ts— v si-
mazina en ese mismo substrato micorrizado presumi-
blemente estimuld, en cierta medida, la infeccién
micorrizégena, reflejdindose en un mayoer porcentaje de
micorrizacion que el presentado por el tratamiento tes-
tigo,
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CONCLUSIONES

* Se corroboraron los resultados obtenidos in vitre en
cuanto a la no toxicidad del herbicida en relacién con
Trichoderma sp.,

* 5S¢ observé una correspondencia en cuanto al mayor
porcentaje de micorrizacién y la supervivencia en las
plantas tratadas con Trichoderma,

*+ No se presentaron afectaciones en la simbiosis pi-
no-micorriza al aplicar el herbicida simazina. No se ob-
servé ademds ningdn efecto negativo a la simbiosis. ja
aplicacion de Trichederma como biocontrolador.
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RESUMEN

ABSTRACT

£l uso de los hongos entomopaldgenos consfiluye un efemento im-
portante dentra def manejo integraclo de plagas, estos pueden ser en-
contrados de manera natural en los agrogcosisternas, controfando un
gran nimero de plagas de insectos. Forfa importancia que reviste co-
nocer el efecto de los insecticidas cuando son mezciados con fos en-
formopatdgenos, nos propusimos evaluar fa compatibifilad de
Beauveria bassiana fcepa LBB-1} v Metarhiziem anisopliae (cepa
Nifia Banita) con el endosulfan 50 % C.E. {thiodan). Este trabajo ss
desarrolio en ef Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal de Gran-
ma, en & perfodo comprendide entre mayo-julio de 1995, Se ulifizd
medio agarizado tratado con dosis completa, media y un décimo de in-
grediente active, y fueron evaluados cualitativa y cuantitativamente.
La metodofogia empleada y fa escala utilizada fue la establecida por
ef INISAV, de acuerdo con la cual ef endosiifan resultd tdxico para
Beauveria bassiana en todas fas groporgiones, no siendo asf para ef
caso de Metarhizium aniscpliae, que resulfs ligeramente téxico.

Palabras claves, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliag, com-
patibilidad, endosuifan

The use of enformopathogenic fungi in Infegrated Pest Management is
& key element. Thase microorganisms can be found naturafly oceu-
rring in the agroecosystems, controlling a great number of pesf insect
spacies. Therefore, it's very important fo know the effect of the chemi-
cal insecticides on entomogenous fungi when mixed together. In ihis
papet the compatibility between B. bassiana {strain Bb-1) and M. ani-
sopliae (Mifia Bonita strain} and insecticide endosulphan 50 % EC
{thiodan) was assessed. This work was developed in the piant health
provincial laboratary of Granma dated on May-July 1993, A qualifative
and quantitative assessment for the compatibiity of B. bassiana and
M. anisopliae with endosulphan was carmed out using insecticide trea-
ted agar medium with the recommended dosgs (RD), the half RD and
the tenth RD both the evaluation scale and the methodofogy used are
those stated by INISAV. Endesulphan resufted toxic for B. bassiana at
very cornceniration fesied differing for M. anisopliae where the insecti-
cida resulied slightly toxic.

Key words: Beauvers bassiana, Melarhizium anisopliae, compatibi-
fity, endosuffan

INTRODUCCION

La capacidad toxicoldgica de los productos quimicos
aplicados en la agricultura para el control de plagas
también afectan otros organismos. Ellos ocasionan el
desarrollo de resistencia y resurgencias de insectos,
permiten el aumento de plagas secundarias, eliminan
los enemigos naturales, destruyen los insectos poliniza-
dores y afectan la fauna silvestre y los animales domés-
ticos [Vergara, 19911

Bustillo er al. (1992) mencionan que los insecricidas en
el campo sélo deben usarse como Gltima medida, cuan-
do las otras aiternativas hayan sido agotadas,

El uso masivo de hongos entomopatégenos producidos
en sustratos naturales para el control de insectos plaga,

viene estudidndose y Hevandose a cabo en pafses como
China, Cuba, Brasil vy Venezuela [Antia et al., 1992},

El hongo entomopatégeno B. bassiana (Bals) Vuill
(Hyphomycetes) es uno de los agentes de control de
muchas plagas. Sus huéspedes son principalmente
miembros de los érdenes Lepidoptera v Coleoptera, in-
cluyendo insectos de importancia econdmica en la agri-
cultura [Storey y Godiner, 1986; Bustillo, 1991, citado
por Rivera, 1993],

Por otra parte, M. anisopliae {Metsch) Sorokin
{(Hyphomycetes) se considera un agente natural de di-
versas especies de insectos considerados como plagas
en cultivos de importancia comercial. Se ha encontra-
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do en més de doscientas especies de insectos en siete
érdenes, de los cuales, los coledpreros son los mas co-
muanmente atacados. Se encuentra en forma saprofita
en el suelo y como paréasito de insectos [Barnett and
Hunter, 1972] M. anisoplias tiene gran afinidad por in-
sectas del suelo [Zinnermann, 19927,

Es posible que dadas las caracteristicas dentro del mar-
co del manejo integrado de plagas (MIP), la practica
del control microbiolégico debe hacerse de forma coor-
dinada con sus componentes para que no interfieran
en su ejecucion, como podria ocurrir con ei uso de pla-
guicidas que limitan la poblacién de enemigos natura-
les en los cultivos v reducen su impacto sobrz las
poblaciones de insectos plaga; ademés, con el uso de
entomopatdgenos es posible disminuir en forma racio-
nal este impacto. [Rivera, 1993].

Muchos estudios han indicado que los insecticidas
pueden inhibir la actividad de B. bassigna {Ramarajahe
et al, 1967; Olmert v Kenneth, 1974: Clark ¢ 4l,
1982; Osborne y Boncias, 1985, River,1992; King et
al., 1993, citado por Rivera, 1994], puesto que la expo-
sicidn prolongada i vitro del hongo a formulaciones de
insecticidas es determinante; la mezcla muestra un
proceso que podria ocutrir en el campo [Rivera, 1994].

El conwrol quimico debe ir acompatiado de otras medi-
das basadas en practicas agrondmicas, control cultural
v control biolégico [Bustillo, 1990].

El insecticida mds recomendado para el control guimi-
co de la broca en muchos paises productores de café
afectados es el endosulfan. Sin embargo este insectici-
da es de alta toxicidad [Goebel, 1982], causa impacto
adverso al ecosistemna v a la fauna benéfica [Jiménez,
1993] v no existen antidotos para tratar casos de enve-
nenamiento.

Bustillo (1992) realizé un experimento con el objetivo
de evaluar la eficiencia de diferentes insecticidas para
el control de la broca del café. Los insecticidas evalua-
dos fueron: endosulfan, clorpirifos, pirifos-meuil,
malathion v fenitrotion, Los resultados indicaron que
se puede obtener alta mortalidad de adultos de broca
(mayor del 90 9) 24 horas después de iniciar la pene-
tracién en los frutes o s6lo los que se encontraban en el
canal de penetracién. No se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de endosulfan,
clorpirifos, fenitrotion y pirifos-metil. Sin embarge, el
endosulfan causd la mortalidad més alta (98 %) v la
menor se obtuvo con malathion (41 %).

La urgente necesidad de desarrollar estrategias para un
empleo de programa de manejo integrado de plagas nos
lev6 a examinar i vitre la compatibilidad de B. bassia-
na, cepa LBB-1 v M. anisopliae (cepa Nifta Bonita) con
el insecticida endosulfan 50 % C.E., lo cual constituye
el objetive del presente trabajo.
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MATERIALES Y METODOS

Este wrabajo se desarrolld en el Laboratorio Provincial
de Sanidad Vegetal de Granma, en el periode com-
prendido entre mayo-julio de 1995, Para su realizacion
se utilizaron cepas procedentes de la micoteca del
[NISAY, B. bassiana (Bals) Vuill, cepa LBB-1 v M. ani-
sopliae (Metsch} Sorokin, cepa Nina Bonita, ambas re-
producidas en el laboratorio.

Se utilizaron placas Petri con medio sabouraud-dextro-
sa-agar (SDA), mezclado con endosulfan 50 % CE,,
del cual se emplearon suspensiones basadas en fas dosis
de aspersion en el campo (DC), dosis media (1/2 DC) v
una dosis menor (1/10 DC) para establecer un rango
de subdosts.

Los testigos se inocularon en medios de cultivos iguales
alos del tratamiento, pero sin mezclar con endosulfan.

En todos los casos los experimentos se organizaron me-
diante disefios experimentales completamente aleato-
rizados.

Para determinar el comportamiento de la germinacion
de B. bassiana se emplearon las tres varianies antes
mencionadas, v un testigo con seis réplicas v tres repe-
ticiones cada uno.

Se realiz6 una dilucidn de B, bassiana de 7 x 10 coni-
dios/mL, de la cual se colocaron seis gotas equidistan-
tes por placas. La incubacion se realizé por 48 horas
a28x2°C.

De cada %ota se contaron cinco campos en el microsco-
pio con el objetivo 40 X, y se determing el porcentaje de
germinacién seglin Norma Cubana 72-02/1993, Con
el fin de estudiar el crecimiento radial de 1a colonia, asi
como la influencia sobre la germinacién causada por el
insecticida, se utilizaron cinco placas con SDA por va-
riante, una de las cuales tenja un cultivo fresco (dos
dias) de B. bassiana en SDA, v las cuatro restantes con
la mezcla de SDA con endosulfan a la dosis correspon-
diente a cada uno de los tratamientos. Asimismo se
procedid con el hongo M. anisopliae (cepa Niha Boni-
ta). Se practicaron ponchetes en la porcin central de
cada placa con medio tratado, y los que se realizaron en
ella fltjler_on transferidos a las placas con el cultivo del
hongo. Se procedid del mismo modo con el testigo.

Pasados cinco dias se realizaron las evaluaciones. Se
preparé un medio de cultivo liquido en tubos de ensa-
vos (agua peptona) v se sembré por asada en cuatro tu-
bos por variantes, tomando de la porcién central de
cadla uno de los discos con B, bassicna, que permanecie-
ron durante cinco dias en las placas con SDA mezcla-
dos con endosulfan a las diferenves dosis. Se realizé la
incubacién por 48 horas, y luego se procedié a determi-
nar ¢l porcentaje de germinacién de la media de cada
tratamiento, como establece la NC-72-2/1993, y ade-
mis se hallé el porcentaje de inhibicién de la germina-
cién de la media por variante, en relacién con el testigo
segiin la férmula de Abbot modificada, citade por Vi-
fivela ef al. (1993).
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Por ciento de reduccién de la capacidad beneficiosa =

Los valores en por cientos obtenidos se compararon
con la escala de clasificacién de plaguicidas del grupo
de trabajo de Ja OILB [Jacas y Viiluela et al, 1993).

Los resultados obtenidos en las revisiones del creci-
miento radial de las colonias fueron procesados del
modo anteriormente expuesto,

Se tomaron cuatre placas con el hongo B. bassiana cre-
cidas sobre SDA (dos dias) y se depositaron gotas equi-
distantes de una solucién de la DC de endosulfan. Para
el testigo se utilizé agua destilada estéril. La evaluacion
se realizé a los siete dias, efectuando la medicién en mi-

" f ] * -
diametro de la colonia testigo - colonia cone.
X

100

didmetro de la colonia testigo

limertros de los halos de inhibicién. Las medias se comi-
pararon con la escala citada por Calderon (1982).

RESULTADOS Y DISCUSION

Como puede apreciarse en la Tabla I, a las 48 horas la
inhibicién de la germinacién de B. bassiana en las tres
concentraciones de endosulfan alcanzé un ciento por
clento tOxico para este entomopatégeno, segin la
escala de la OI]?B. Resultados simulares obtuvo Rivera
(1993), el cual encontré que el endosulfan (thiodan) in-
hibi¢ totalmente la germinacién conidial de B. bassiana
a las mismas dosis utilizadas en este experimento.

Tabla 1. Porcentaje de germinacién promedio de B. Bassiana en SDA mezclado
on endosulfan 50 % C.E. y testigo 48 horas después de la inoculacion

Réplicas -
Endosulfan 50% Toxicidad
I Il I Inhibicién (%)
DC 0,00 .00 0,00 100 Téxico
172 DC 0,00 0,00 0,00 160 Téxico
1/10 DC 0,00 0,00 0,00 100 Téxico
Testigo 93,9 88,8 90,0

Rivera et al. (1994) plantean que el efecto inhibido de
la germinacién conidial se produce tempranamente en
la mezcla debido al tipo de solvente utilizado, que tie-
ne propiedades desecantes de la membrana citoplas-
matica, afectando la viabilidad de la conidia.

En la Tabla 2 se refleja el comportamiento de la germi-
nacion de B. bassiana posterior a la inoculacién en agua
peptona, luego de haber permanecido durante cinco
dias en la porcién central de las placas con SDA, mez-
clados con las tres dosis de endosulfan comparadas con
el testigo. Como se obseiva, se manifiesta un proceso
inhibitorio que estd en relacién directa con la concen-
tracin del insecticida, resultando téxico para la dosis
completa (DC), moderadamente téxico para la mitad
de ella y ligeramente téxico para la décima parte. Rive-
ra et al. (1994) coinciden con otros autores [Ramara-
jahe et al, 1977; Olmert y Kennet, 1974; Clark éf al.,
1982; Osborne y Bucias, 1985; Rivera, 1992; King et
al, 1993] en afirmar que se observa un efecto fungisti-
tico de los insecticidas, cuyo efecto inhibitorio aumen-
ta a través del tiempo de mezcla vy, puesto que la
exposicién prolongada in vitre del hongo a formulacio-
nes del insecticida es determinante, este mismo proce-
so podria ocurir en el campo. Por oura parte, Gorden
Lock-weod (1991), citado por Rivera ¢t al, {1994) ha-
llaron que mediante ¢ analisis provit de do-
sis-rortalidad contra niveles de funguicidas, revelan
una significativa tendencia de aumento en los valores

de la dosis letal media (DL 50) con el incrementos de fa
fungistasis.

En la Tabla 3 se observa que el endosulfan inhibié el in-
cremento de B. bassiana resultando téxico, segfin la es-
cala de la OILB. Estos resultados concuerdan
parcialmente con los de Rivera (1993}, pues este refie-
re que el endosulfan causé una alta inhibicién
{96,07%) en el tratamiento fungico de la DC. En un

- medio de la DC 1a inhibicién fue de 71,63%, v en un
décimo de DCla inhibicién fue de 42,38 %, Sus resul-

~ tados concuerdan con los hallados por Olmer v Kenrner
(1974) v Alves (1986}, quienes encontraron que el
producto tiene efecto sobre el crecimiento de B. bassia-
na. Al evaluar la accidn de gotas de disolucién de endo-
sulfan a la DC sobre un cultivo de B. bassiana
desarroliado formando un césped, se pudo observar la
presencia de un halo alrededor de cada una, Las medi-
ciones realizadas aparecen en la Tabla 4, las cuales, al
ser comparadas con la escala utilizada por Calderdn
(1982), dan como resultado incompatibilidad entre
endosulfan y B. bassiana. Inferimos que la presencia de
estos halos estd motivada por la accion determinante
del insecticida y las propiedades desecantes de la mem-
brana citoplasmatica debido al tipo de solvente utiliza-
do en las formulaciones, planteamientos realizados
por Rivera et al. (1994). Consideramos que es impor-
tante profundizar en este sentido para poder concluir
con certeza que, ademds del efecto fungistitico, existe
una accién fungicida relacionada con la dosis.
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Tabla 2. Porcentaje de germinacidn e inhibicidn de B. bassiana a las 48 horas de inoculado
por asada en agua peptona a partir de ponchetes que permanecia por cinco dias en SDA

Producto Xen%
Toxicidad
Endosulfan 3096 CE Germinacion Inhibicién
DC 0,00 100 Téxice
172 DC 16,67 82,11 Med. wixico
1/10 DC 56,32 39,33 Med. tdxico
Testigo 03,20 - -

Tabla 3. Crecimiento radial y porcentaje de reduccién de la capacidad beneficiosa
de Beauveria bassiana por endosulfan mezclado con SDA en relacién con el testigo,

4 los cinco dias de fa inoculacién

Endosulfan 30 % C.E. X erecimiento (mm) RﬁdmﬁgZfsj?cffa%i?ddad Teoxicidad
DC 0.0 100 Taxico
142 DC 0.0 100 Téxico
1/16 DC 0.0 100 Téxico
Testigo 20,5 - -

Tabla 4. Medida promedio de los halos de inhibicién de Beauveria bassiana provocados
por el contacto de gotas de endosulfan diluido a la DC después de siete dias

Réplicas X X
I It General Testigo
X (mm) 2,123 1,857 2271 2,018 0,00 | Incompatible

Para el entomopatdgeno M. anisopliae se evalud el efec-
to que sobre este ejerce el endosulfan, midiendo el in-
cremento radial de las cotonias asi como el porcentaje
de disminucién de la capacidad beneficiosa, cuyos da-
tos aparecen en la Tablg 5. En ella se observa que a la
DCy 1/2 DC se produjo un ciento por ciento de inhibi-
cién del cxecimiento hasta el duodécimo dfa, mientras
que para la dosis menor (1/10DC) se mantuvo entre
36,0% v 40,3% de inhibicién o reduccién de la capaci-
dad beneficiosa. Al comparar estos resultados con la es-

&0/ fitosanidad

cala de valores de la OILB, encontramos que para la
DCy pra 1/2 DC el endosulfan resulta téxico al hon-
go, miefzras que resulta ligeramente toxico a la con-
centracite de 1/10 DC. En la literatura consultada no
s€ reportia trabajos de compatibilidad ente M, aniso-
pliae y endsulfan. Atehorteaetal {1994) encontraron
que clorpirfos, a una concentracion de 50 ppm, inhibe
totalmentt la esporulacién del honge M. anisoplize, in-
cluso a los 16 dias después de sembrado, asi como en el
crecimientomicelial a los1 8 dias de sembrado en SDA.
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Tabla 5. Crecimiento radial y por ciento de reduccion de la capacidad beneficiosa de M., anisopliae por en-
desulfan mezclado con SDA en relacion con el testigo a los 5, 7, 9, 12 dias posteriores a la inoculacién

X crecimiento (mm) Redue. dela capacidad beneficiosa
. {%)
Endosulfan 5 7 9 2 5 e o | 12 | Tovcidad
bC 0,0 0,0 0,0 0,0 100 100 100 100 Téxico
1/2DC 0,0 0,0 0,0 0,0 100 106 100 100 Téxico
1510 DC 21,75 25,5 34,38 47,63 36,0 40,1 39,2 40.3 Lig. thxico
Testigo 34.0 44,25 36,63 69,753 - - - -
CONCLUSIONES Bustillo P. A E.. «Perspectivals de maneio integrade de la broca del

¢ Endosulfan 50% C.E. resultd téxico a B. bassiana al
evaluar el porcentaje de germinacién para las tres dosis
utilizadas,

* Laviabilidad de los conidios de B. bassiana mezclado
con endosulfan fue afectada de modo directamente
proporcional a la concentracion del insecticida, pues
resulté toxico para la dosis completa, moderadamente
téxico para un medio de DC y ligeramente tdxico para
un décimo de DC,

* Una mezcla de endosulfan a la dosis de aspersidn en
el campo en contacto con un cultivo de B. bassiana de-
sarrollado provoca un halo de incompatibilidad.

* Ei crecimiento radial de las colonias de M. anisopliae
result6 inhibido a un ciento por ciento en presencia de
mezcla de endosulfan a la dosis comercial como a 1a mi-
tad de esta, manifestindose tdxico a estas concentra-
ciones, mientras que a un décimo de la dosis comercial
resultd ligeramente toxico,

* Las aplicaciones de mezcla de endosulfan con B. bas-
siana v M. anisopliae no son recomendadas, pues los re-
sultados #n vitre  muestran que la germinacién es
afectada por este.
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA CEPA LBT-25
DE BACILLUS THURINGIENSIS SOBRE OOTECAS
DE MELOIDOGYNE INCOGNITA

L. A Torres, Q. Fernandez-Larrea y M. Escobar

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal, Calle 110 no. 514 e/5a. By 5a, F,
Playa, Ciudad de La Habana, CP 11600

RESUMEN

ABSTRACT

Se probs fa actividad bivldgica de fa cepa LBT-25 de Bacillus thurin-
giensis sobre cofecas févenes de Meloidogyne incognita. Un primer
experimento fue disefiado pare observar ef efecto de un cultive de
esta cepa, a difereptes conceniraciones, sobre las ootscas, y of se-
gunde experimento estuve dirigide a determinar la fraccién activa pre-
sente en ef cultivo, Ambos experimentas dieron como resulfado que la
cepa LBT-25 posee sctividad ovocida sobre M. incognita, y esta se
debe & una accidn sinérgica entre (os componentes del sohrenadante
v la biomasa.

Palabras claves: Bacilius thuringiensis, Meloidogyna incognita, s-en-
doloxing, f-exofoxina, actividad biclagical

Bivlogical activity of Bactllus thurigiensis LBT-25 strain on youth 0ol-
hecas of Meividogyne incognita was broved. First experfement was
designed to observed the effect of a culture from this frain, at differemt
congentration, over oothecas. Second expeniment was directed to de-
terninated fraction present in cufture LBT-25 strain has ovocidal acti-
vity against M. incognita and that is result of a synergit action befween
component of picating part and biomass.

Key words: Bacitus thuringfensis, Melvidogyne incognita, d-endoto-
xin, p-exofoxin, biclogical activity

INTRODUCCION

M eloidogyne spp., dentro de los fitonematodos, es
uno de los principales agentes causantes de dafios en
cultivos, con pérdidas millonarias en la agricultura a
escala mundial, reportindose solamente en las regio-
nes uopicales con estimados que oscilan entre 11y
25% de las cosechas [Sasser, 1979]. Existen diferentes
estrategias de control, entre las cuales podemos men-
cionar la introduccion de variedades resistentes, la ro-
tacién de cultives v el uso de nematicidas quimicos,
entre otros [Atkinson, 1993]. Los nematicidas quimi-
c0s han sido los més efectivos, pero se han limitado
cada dfa mas por su elevada roxicidad, que repercute en
un profundo dafic ambiental. Lo anterior ha motivado
un incremento del control biolégico dentro de progra-
mas de manejo integrado de fitonematodos. El empleo
de microorganismos entomopatégenos ha sido objeto
de estudio en los ltimos afnos, al grado que va se tie-
nen formulaciones comerciales de algunos de ellos, y
son aplicados en varias miles de hectireas en muchos
paises desarrollados [McCoy, 1990]. Entre los mi-
croorganismos que se reportan para el control de fito-

nemétodos se encuentra el hongo Paccilomyces lilacinus
v las bacterias Pasteuria penctrans [Persis, A. ¢t al.,1991),
Bacillus licheniformis y algunas cepas de B. thuringiensis
[Bone, L. W, 1989], Ei presente trabajo aborda la de-
teccion de actividad nematicida sobre M. incognita en la

cepa LBT-25 de Baeillus thuringiensis (Bt.).

MATERIALES Y METODOS

Cepa: Fue utilizada la cepa LBT-25 de Bt. pertenecien-
te al cepario del Instituto de Investigaciones de Sani-
dad Vegetal (INISAV), consevada en cufia con agar
nutriente a 4°C,

Para las pruebas se emplearon cultivos obtenidos por
agitacién en zaranda a 140 rpm y 28-30°C en un
medio caldo nuiriente [Oxoid. S.A] Laos indculos con-
sistieron en suspensiones de esporas con una concentra-
cién inictal de 107esp/mL. Los cultivos agitados se
mantuvieron durante 48 horas, v posteriormente se se-
pararon en cuatro variantes, para lo cual fue necesario
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centrifugar a 6 000 rpm durante 20 minutos una parte del
cultivo, Las variantes resultantes fueron las siguientes:

Variante I: Consiste en el cultivo sin tratamiento algu-
no (10% esp/mL}.

Variante 2: Consta de la biomasa {esporas y cristales)
obtenida por centrifugacién a 6 000 rpm, y luego resus-
pendida en solucidn salina(NaCl al 0,85%}

Variante 3: Constituye el sobrenadante del centrifu-
gado, el cual estd formado por todos los componentes
extracelulares presentes en el medio de cultivo, inclu-
vendo las toxinas bacterianas.

Variante 4: No es mds que la variante 3 anteriormente
tratada a 121°C v 1,5 atmdsfera durante 15 minutos.

Bioensayos

Para los bicensayos con nematodos se usaron 00tecas
jévenes de M. incognita esterilizadas con NaOC] al 2%.
Las ootecas se colocaron en vidrio reloj para posterior
inoculacion.

En el primer experimento se utilizé como indeulo la varian-
te 1 a diferentes concentraciones (10, 10-* y sin diluir) ba-
fiando las masas de huevos en un volumen de 10 mlL.

En el segundo experimento se utilizaron las restantes
variantes como indculo (Variantes 2, 3 v 4) usando el
procedimiento anterior con el objetivo de determinar
si el compornente biocida era extra o intracelular.

En ambos experimentos el control agua estéril. Las eva-
luaciones se realizaron cada 48 horas durante 10 dias
observando el nimero de huevos eclasionados. Cada
tratamiento fue replicado cinco veces en un disefio
completamente aleatorizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Bicensayo 1

La cepa LBT-25 de Bacillus thuringiensis mostrd activi-
dad nermaticida sobre las ootecas de M. incognita, evi-
denciado esto por el porcentaje de reduccién de la
eclosién de las ootecas en todas las diluciones de la va-
riante 1 comparada con el control (Tabla 1). El mayor
porcentaje de eclosién se chservé a una concentracion
de 10%esp/mL. Este resultado concuerda con los traba-
jos de Sharma ¢t al. en 1994 quien reporta actividad
ovocida de B, thuringiensis sobre M. incognita.

Tabla 1. Efecto de la cepa de LBT-25s0bre ootecas de M. incignita

Variante | Reduccién de 1a
eclosion (%)
Sin difuir (108 esp/mL) 100
!
LBT-25 i0 88
10-2 66
Control Agua estéril 0

Bioensayo 2

En el segundo ensayo se pudo observar que existe acti-
vidad tanto extra como intracelular, ya que en toda las
fracciones hubo reduccién de la eclosién (Tabla 2). La
reduccién de la eclosién por el sobrenadante puede es-

tar dada por la presencia de la B-exotoxina, Io que se
evidencié en la fraccidn 3, ya que esta toxina es ter-
moestable. Efectos nematostdticos y nematicidas de la
B-exotoxina sobre fitoneméitodos han sido reportados
“Prasad et al.,1972; Ignoffo y Dropkin, 1977; Bone,
1989; Noel, 19901

Tabla 2. Efecto de las diferentes fracciones sobre ootecas de M. incignita

Variante Reduecién de la
eclosion (96)
_ V2(sin diluir) 100
LBT-23 V2{10-) 66,25
V3{sin diluir} 100
V3{10-1) 68,12
V4(sin diluir) ico
V4{i0-1) 66,25
Control Agua estéril 0
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Actividad bioldgica de In cepa..,

La biomasa debe su actividad fundamentalmente a Ia
presencia de esporas y $-endotoxina. Esta toxina pudo
haber sido la responsable de la actividad biocida sobre
M.incognita en el experimento, va que han sido recien-
temente reportadas dos nuevas proteinas cristal (8-en-
dotoxina) activas contra nemitodos, la Cry V y Cry VI
[Feitelson et ai,,1992], asi como formulaciones comer-
clales que sélo contienen 8-endotoxinas y muestran ac-
tividad nematicida han side recomendadas para el

conuol de fitonematodos [Bone, 1989; Narvaeral, 1991],
aunque no sobre M. incognita,

V2: biomasa; V3: sobrenadante tratado; V4: sobrena-
dante sin tratar; sin diluir = 10¢ esp/mL.

Estos bioensayos reflejan la existencia de una accidn si-
nérgica entre fa biomasa y el sobrenadante (Fig. 13, Di-
versos estudios han revelado la accion combinada entre
la B-exotoxina, la 8-exotoxina v las esporas de un culti-
vo de B, thuringiensis contra larvas de insectos [Dubois,
19886].

Red. de ig eclosidn
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Figura 1. Sinergisme entre biomasa y sobrenadante.

CONCLUSIONES

¢ La cepa LBT-25 de B. thuringiensis posee actividad in-
hibitoria sobre las cotecas de M. incognita.

« Se encontrd actividad tanto intra como extacelular
(biomasa v sobrenadante), demostrandose una accién
sinérgica entre ambas,
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CONTROL DE RHIZOCTONIA SP. EN ALBAHACA BLANCA
(OCIMUM BASILICUM L.) CON TRICHODERMA

HARZIANUM CEPA 34

Marlene M. Vaitia, V. Garcia, Deys! Izquisrdo, Angela Porras y Wendy Wong

Instituto de investigaciones de Sanidad Vegstal Calle 110 no. 514 e/5a. By ba. F,
Playa, Ciudad de La Habana, CF 11600

RESUMEN

ABSTRACT

La afbahaca, Ocimum basiicum L., es cuftivada en gran nimero de
paisas por sus cualidades aromdticas, medicinales, ornamentales y
meiiferas. Es afectada por numerosos patdgenos del sugifo, entre los
que g€ encuentra Rhizoctonia soiani y Rhizoctonia sp. £n /s literatura
se menciona un buen coriirol de esla enfermedad en albahaca blanca
mediante & fungicida efif iolclofos en tratamientos al suelo. ulilizando
bajas dosis. Ef contenido de residuos en plantas fue siempre inferfor a
0,05 mg/kg de masa fresca.Ef trabajo se realizo en condiciongs semj-
controfadas en ef Areg Expsrimental del Instituto de Investigaciones
de Sanidad Vegetal, ubicada en of municipic de Alguizar. provincia de
.a Habana. Se wtifizg suelo ferralftico rojo fipico, gue presentfaba una
infestacion natural gon Rhizoctonia sp., ef cuel fue homogeneizado,
Se uillizaron cuafro bandefas cada una con 1 806 cm de superficie, fas
cuales se dividigron en cualro partes y estas se tomaron como répli-
cas. En cada réplica ze sembraron 25 semilfas (tofal 100 semillas por
bandeja). Los fratamientos se realizaron al suelo antes de la siembra,
v se ufifizé T. harzianum cepa A 34 con una concentracion de 2 £ 10°
confy a 4, 6. 8y 10 kg/ha, v se comparG con un testigo sin frefer. Las
evafuaciones se realizaron a los 15, 30 y 45 dias de realizada Ia siem-
bra. Se determind la intensidad de fa afectacion mediante fa férmula
de Towsend-Heuberger, y fa eficacia de fos fratamientos mediante fa
fdmuia de Ahbof. Los resuffados demuestran que los mayores por-
reniafes de gemminagién v los menores de afectacion se alcanzan
conT. harzianum cepa A 34 alasdosisde By 10 kg/ha en ef culti-
vo de O. bassilicum. Este preparado hiciégico a esas dosis presenta
gran efectividad en ef conirol de Rhizoctonia spp.

Palabras claves: Rhizocfonia sp., Trichoderma harzianum, Ocimum
basilicurn, plantas medicinales, controf

Basi, Quimum basilicum L, /s culfivated in several couniries by its arc-
mafic, medicinal, ormarnental end honey producer qualities. This plant
is affected by several soif pathogens, fike Rhizoctonia solani and Rhi-
zoctonia sp. Good controf of this disease on white basil by means of et-
fif tolclofos fungicide i soif trealments using low doses is refarred in
literature. Residuss confent in planfs was always inferior to 0.05 mg/kg
of fresh mass. Work was carried out in quasi-controlled condifions in
Experimentaf Ares of Plant Health Research Institute, focated in Algui-
zar, Havana pravince. Typical Red Farralfitic scif, which presented na-
tural infostation of Rhizoctonia sp. was used. it was homogerized. 4
irays sach ane of them with 1800 cm of surface were used and they
were divided in 4 parts as replicas. 25 seeds were sowing in each repii-
ca {108 seeds by trays). Soil lreatments were reatized hefore sowing
and was used T. harzianum A-34 strain with & concentration of 2x 10°
con/g at4, &, 8 and 10 lkg/ha and was compared with a witness without
regtment. Evaluations were made at 15, 30 and 45 days since sowing.
Imtensity of affectation was defermined through Towsend-Heuberger
formuta and freatment efficacy by Abbot formula. According to resufts
the highest germination percentages and the lowest affsctation per-
centages were obfained by T. harzianum A 34 strain at doses of 8 and
10 kg/ha in Q. bassilicum. This bicfogical preparation at those doses
presents great efectivity in the control of Rhizoctonia spp.

Key words: Rhizoctonia sp, Trichoderma harzianum, Ocimum basifi-
cum, medicinal plants, coniro!

INTRODUCCION

La albahaca, Ocimum basilicum L., fue llamada hierba
reina por los griegos, ¥ su nombre proviene de la pala-
bra griega basilens que quiere decir rey o reina [Méndez,
1998]. Introducida en Europa desde el siglo XVTy posi-
blemente en fecha no lejana en América [Fitomed,
1991: Fitomed, 1997], es en la actualidad cultivada en
gran numero de pafses por sus cualidades aromaticas,

medicinales, ornamentales v melifera [Granda ef al.,
1988].

Esta planta es afectada por numerosas enfermedades
en ¢l follaje entre las que s2 encuentran Alternaria alter-
nate [Méndez et al,, 19981, Botrytis cinerea Pers, Fr. [Gu-
Hino et al., 1997), Cercospora ocimicoln [Acosta, 1995),
Cercospora canescens [Acosta et al., 1998] y Colletotrichum
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gloeosporioides (Penz) Sacc. [Gaelan y Gally, 1993; Mid-
dieri, 1973; Méndez et al., 1998y Guilind et al., 19971.

Entre los patégenos del suelo citados en la literatu-
ra COMO presentes en este cultivo se encuentran Fusa-
rium  sp., [Pscheidt, 1997] Fusarium oxpsporum
Schlechlend, [Wick and Haviland, 1992; Dutky and
Wolkow, 1994; Keinath, 1994; Pscheidt, l99;] Rhi-
zoctonia solani [Farl ef al, 1995; Guiline et gi., 1997,
Méndez ¢t al,, 1998; Minuto et al., 1998] y Rhizoctonia
sp., [Fari ¢t al, 1995], entre otras.

En la literatura existen algunos registros sobre el con-
trol de enfermedades de las plantas medicinales me-
diante diferentes métodos. Tal es el caso de Minuto et
al. {1998}, que mencionan un buen control de Rhizocto-
nia solani en albahaca blanca mediante el fungicida etil
tolclofos en tratamientos al suelo, v utilizando bajas
dosis. El contenido de residuos en las plantas fue siem-
pre inferior a 0,05 mg'kg de masa fresca, excepto en in-
vierno.

Este patdgeno del suelo se presenté en el Area Experi-
mental del Instituto de Investigaciones de Sanidad Ve-
getal en plantas de O, basificum, y con el objetivo de
controlarlo mediante productos biolégicos se llevd a
cabo el presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en condiciones semicontroladas en
el Area Experlmental del INISAYV, ubicada en el muni-
cipio de Alquizar, provincia de La Habana; para ello se
utilizd suelo ferralitico rojo tipico, que presentaba una
infestacién natural con Rhizectonia sp., el cual fue ho-
mogeneizado. El patégeno fue previamente identifica-
do en el laboratorio de microbiologia del Instituto de
Investigaciones de Sanidad Vegeral.

Se utilizaron cuatro bandejas, cada una con 40 cm de
ancho por 45 de largo (I 800 cm? de superficie), v una
altura de 7 cm, las cuales se dividieron en cuatro partes,
y estas se tomaron como réplicas. En cada réplica se
procedié a sembrar 23 semillas (total 100 semiOllas por
bandeja;.

Los tratamientos se realizaron al suelo antes de 12 siem-
bra, v se utilizdé Trichederma harzianum cepa A 34 con
una concentracién de 2 x 10° con/g, obtenida en el
Centro de Reproduccién de Entoméfagos y Entomopa-
tégenos de la Empresa de Cultivos Varios de Alquizar.
Se aplicsd a cuatro dosis diferentes (4, 6, 8 v 10 kg'ha),
v se compard con un testigo sin tratar.

Las aplicaciones se efectuaron con un asperjador ma-
nual Matabi con 200 mlL de solucidn final por trata-
miento. En el testigo fueron aplicados 200 mL de agua
destilada estéril,

Los muestreos se realizaron a los 15, 30 y 45 dias de
realizada la siembra. En cada tratamiento se contabili-

68 fitosanidad

z0 el namero de plantas germinadas para determinar el
porcentaje de germinacion.

Para determinar el porcentaje de afectacién se evalua-
ron 40 plantas por variante (bandeja), Para ello se uti-
liz6 una escala de dafio de cuatro grados donde:

0: planta sana.

I: plantas con ligera pudricién en el cuelie.

2: plantas con ligera pudricién en el cuelio y sintomas
de marchitez en fas hojas.

3: plantas inclinadas con avanzados sintomas de mar-
chitez.

4: plantas muertas.

La intensidad de ataque de la enfermedad fue calcula-
da mediante la férmula de Towsend-Heuberger
[CIBA-GEIGY, 1981}, v la eficacia de los tratamientos
mediante la férmula de Abbot [CIBA-GEIGY, 1981}

Los datos obtenidos fueron procesados mediante el
programa estadistico SAV al 5 % de significacion,

RESULTADOS Y DISCUSION

En las evaluaciores realizadas para analizar e} por-
centaje de germinacién en los diferentes tratamientos
{Fig. 1) se observa que, aunque no existe diferencia sig-
nificativa, los dates muestran una mayor germinacién
en las variantes con una dosis de 8 y 10 kg/ha de Tricho-
derma (90, 88 v 86 % de germinacién en el primer caso
vy 92,92 v 88 en el segundo caso, a los 15, 30 v 45 dias
de efectuada la siembra). Los resultados son muy simi-
lares en todos los intervalos. El menor porcentaje de
germinacidén se obtiene en el testigo sin tratamiente
(65, 69 v 68 % para cada intervalo}, lo cual pudiera de-
berse a la influencia de la enfermedad Rhizoctonia sp.

Al analizar la afectacién en las plantas de cada variante
(Fig. 2) se observa que alos 15 dias las mayores afecta-
ciones ocurren en el testigo sin tratar (3,33 %) ven los
tratamientos con Trichoderma a 4 y 6 kgfha (1,95 v
1.119} los cuales presentan diferencia mgmﬁcatwa
con respecto a las dosis mayores de Trichoderma. que
tienen menor porcentaje de afectacién (0,55 v 0,26 %
respectivamente),

A los 30 dias el testigo difiere significativamente del
resto de los tratamientos con Trichoderma, v €stos a su
vez no presentan diferencias entre si, Sin embargo,
donde menor porcentaje de afectacién se observa es
con las dosis de 6, 8 y 10 kg/ha del biopreparado con 3;
3,06v3,61% de eficacia respectivamente.

Transcurridos 45 dias de sembradas las plantas, los tra-
tamientos que presentan diferencia significativa en re-
lacién con el testigo son a 8 y 10 kg/ha de Trichoderma
harzianum, las cuales presentan el menor porcentaje de
afectacién. A las dosis de 4 v 6 kg/ha del preparade
biolégico, aunque presentan menor porcentaje de
afectacién que el testigo, esta es mayor que en los trata-
mientos a la dosis de 8 v 10 kg/ha.
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Figura 1. Evaluacién de la germinacién en los tratamientos para el control de Rlrizoctonia sp. en albahaca blanca.
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Figura 2. Evaluacién de la afectacion en los tratamientos para el control de Rhizectonia sp. en albahaca blanca.

Al observar la eficacia de Ios tratamientos a diferentes
dosis de Thrichoderma harzianum en el control de Rhi-
zoctonia sp. (Fig. 3}, se observa que las cuatro dosis del
biopreparado presentan eficacia en el control de la en-
fermedad en los diferentes intervalos. A los 15 dias de

Eficacia
(%)

sembrado el cultivo se presentan diferencias significati-
vas entre los tratamientos y las dosis de 6, § y 10 kg/ha,
se comportan como los mejores con 66,64; 83,36 v
91,67 respectivamente, aunque esta Wldma presenta dife-
rencia significativa con respecto a la menor dosis (4 kgha).

100
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30 "'5 siembra

12,8 16,2

Figura 3. Evaluacion de Ia eficacia de los tratamientos en el control de Rhizoetonia sp. en albahaca blanca.
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En ¢l resto de los intervalos, aunque no existe diferen-
cia significativa, se observa que las dosis de 6, 8 y 10
kg'ha ejercen buen control de Rhizoctonia sp. en O, basi-
licum (68,4; 74,07 v 80,63 % de eficacia a los 30 dias y
67,81; 77,20 v 78,50 % a los 45 djas).

En experimentos con hortalizas, Ferndndez et al
{1996) obtuvieron que la germinacién en semillas no
tratadas fue inferior en todos los casos a la obtenida
con las aplicaciones de T. harzignum,. También Stefano-
va v Sandoval (1995) registraron una reduccién favo-
rable de los dafios por R. selani, hongo involucrado en
el damping off del tabaco.

Sandoval {1995) plantea que los tratamientos al suelo
con T. harzianum resultan altamente satisfactorios para
el control de R. selani y P. parasitica en tomate, v que la
cepa A 34 es la mas efectiva y la de mayor espectro de
accién de todos los aislamientos. También Rincén
(1992) plantea que, en recientes investigaciones, se de-
mostrd que T. karzianum es un agente efectivo de con-
trol bicldgico contra este patdgeno del suelo.

Lo anterior tiene gran importancia, ya que existen re-
gistros de control de Rhizoctonia en albahaca blanca me-
diante la utilizacién de etit tolclofos en tratamientos al
suelo, o cual puede dejar residuos en la planta [Minu-
to ef al, 1998]. Sin embargo, dicho patdgeno fue con-
trolado mediante un preparado biolégico, lo cual no
deja residuos en el cultivo.

También Conway (1997} menciona el control de Rhi-
zoctonia en romero (Rosmarinus officinalis) mediante la
utilizacién del control quimico y el bioldgico, asi como
medidas culturales. E! control biclogico utilizade fue
Trichoderma harzianum.

CONCLUSIONES

+ Los mayores porcentajes de germinacién se alcanzan
con T harzianum ala dosis de 8 y 10 kg/ha en el cultivo
de O. basilicum.

» Las mayores afectaciones ocurren en el testigo sin
tratar.

» Los menores porcentajes de afectacién se observan a
las dosis de 8 v 10 kg/ha de T. harzianum cepa 34. El
preparado biolégico de T. harzianum a la dosis de 8 y
10 kg/ha presenta gran efectividad en el control de
Rhizoctonia spp.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se realizd el estudic en una plantacidn de cocotero Enano Rojo de
Mafasia, de 10 afios, ubicada en la zona de Bourque, Earacoa, en fos
meses de mayo a noviembre en los aflos 1988 y 1980. Fueron selec-
cionadas cuatro parcelas con 10 plantas cada una, donde Se realiza-
ron los fratamientos: apficacidn de Hirsutella thompsonii, después del
saneamiento de fas plantas; aplicacion del hongo acaropatégeno, sa-
neamiento; v el festigo. El biopreparado fue aplicado en forma liquida
2 una dosis de 10°-10" conidios por planta, y con solucién final de
1,5 L/planta. Las aspersiones se realizaron en horas de fa farde con
una motomachifa v dirigidas hacia tres racimes jovenes (frutos enfre
4-15 om de fongftud). Ef saneamiento consistié en /a eliminacitn de
hojas y espotas vigjas, racimos ya cosechados y frufos muy daftados
porla plaga. Antes y después de Jos tratamienios se evaluo el porcen-
taje de parasitisme, grado medio de dafo de fa plaga, ef rendimiento y
calidad de la cosecha, El parasitismo natural del hongo se comports
de forma similar en todas fas parcefas, oscifando entre ef 6-8%, des-
puds de aplicar ef medio bioldgico en la parcela con saneanento se
obiuve a los 15, 30 y 80 diag un parasitismo de 358, 81 y 75% respecti-
vamente, mieniras que en la no saneada fue de 20, 40 y 55%, exis-
tiendo diferencias significativas enfra elfas. En las parcelas donde no
se aplicd el producto bioidgico. el parasitismo se mantuvo bajo (1-3%),
semefante al testign. La efectividad de H. thompsonii fue superior
cuando &8 splictd despuss del saneamiento a fa plantacion, con maxi-
mos de 82,3% a los 60 dias después del fratamisnto, con rendimiento
de 0,442 £ y sdia 9,6% de frufos con dafios severos. Todas fas varian-
tes tratadas presentsron Indicadores da rendimignio y calidad de la
cosecha superiores a los obtanidos en el festigo, donds fos dafios se-
veros alcanzaron un valor del 18%.

Palabras claves. Eriophyes guerreronis, Hirsutella thompsoni, medi-
das de controf, saneamiento fitosanitario

A survey in the plantation of Malaysian Red Dwarf coconut fo 10 years
ald focated in the area of Bourque, Baracoa during the months
May-November of 1989 and 1990 was made. It was selgcted four par-
cels with ten plants each where some freatments were made. Applica-
tiorr of H. thompsorii and sanifation, appficaticn of H. thompsonii
without sanifation, sanftation only and the controf respectively. The
biopreparation with H. thampsonii was appfied in a liquid form in 109-
1010 conidiaiplant dosage, and fina! sofution of 1.5 i/p. The sprays
were made at svening using hand sprayer equipment directed fo three
bunches (nuts between 4-15 cm long}. The sanitation consisted in the
elimination of ofd leaves, others parts of the tree and the young nuls
severely damage by the mile. Before and aftar the treafmente it was
evaluated the percenfage of parasitism, middle degree of damage
from the pest, and the out put and quality of crop; was evaluated at 30,
50 and 60 days the technical effectiveness of the biopreparatfon in the
parcels where it was applied. It was obtained as a result that the per-
centage of parasitism of Hirsutella, technical effectiveness of the bio-
preparation and the out put together with the quality of crop fncreased
while the level mile damage decreased wherg it was applied the biclo-
gical agent and the sanitation to the plantatfon. It is recormmended the
use of this method of conirol of the coconut mite Eriophyas guerreronis.

Key words: Eriophyes guerraronis, Hirsutella, control measures, repa-
ration phytosanitary

INTRODUCCION

El cocotero (C, nucifera L.) es una planta universal-
mente conocida, sobre todo para los pafses situados en
las zonas intertropicales [Fremond et al., 1969}

El dcaro E. guerreronis es considerado hoy en dia como
una de Jas plagas que mas afecta a este cultivo a nivel

mundial, por lo cualla FAO lo ha incluido en su lista de
provectos més urgentes [Ohler, 1986].

Contra este acaro se han utilizado diversos métodos de
lucha quimica que, en la mayoria de los casos, no han
sido rentables para grandes plantaciones, debido a que
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Utilizacién del hongo Hirsutella...

Tabla 1. Por ciento de parasitismo y grado medio de dafo del acaro E.guerreronis

Después del tratamients

Antes del tratamiznto
Variantes 135 dias 30 dias 60 dias

P(%) GMD P(%) GMD P(%) GMD P95 GMD
Medio biolégi
Medio biolégico 8 (a) L1 | 350 | 10w | el | 0540 | 7500 | 0150
mas saneamiento
sediobioldgicosin | 7y | Loo | 20009 | 106 | 400w | o7om) | ssom | 0510
saneamiento ! : ’ ; ; , .
Saneamlento 6(a) 1,20z | 3,000 1,4(z) 3,0(c) 175(c) | 3.0(0 1,50(c)
Testigo ' 7(a} 1.60(a) 3,00} 2,0(4a) 2,0(c) 3,00(d; 2,0{c) 3,0(d)
C.V. (%) 20 20,2 19,1 17,1 15.3 12 10,2 15,0

P(%): Por cienta de parasitismo natural por H. Hontposonii
GMD: Grade medio de dafio del eriéfido

Eferividar
técnica (%)

1004

751

504

254

15 dias 20 dias 60 giaz  Cias

Hz + san = Hongs mis sareamiznto Ht=Henge OV (%)= 165 151; 15,2

Figura 1. Efectividad técnica (%) del biopreparade del hongo H. thomponii en dreas sa-
neadas (Ht + san) y sin saneamiento {Ht) a los 15, 30 v 60 dias de la aplicacion

Tabla 2. Rendimiento (T}, cantidad total y néimero de frutos con grado maximo de dano del eriéfido antes
y después de los tratamientos

Antes del tratamiento Después del tratamiento
Variantes No. de cocos Rendimignzo Frutes No. de cocos Rendimiento Frutas
o {t) con grade 4 ' (t) con grado 4

Medio biolsgico
méis saneamiento 235 0,225 18 310 0,424 9.6
{Ht+san) _
‘I,‘Ifﬁc}ﬁ“ biolégico 191 0,272 17,2 270 0,385 13,0
Saneamiento 183 0,264 15,6 200 0,285 14,8
Testigo 190 0,271 13,1 185 0,264 16,0
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Hall et al. en 1980, recomendaron para el control de
E. guerreroni al biorregulador H. thompsenii. Mc Coy
(1980}, puntualizé la patogenicidad especifica de este
hongo sobre 4caros, especialmente eri6fidos y tetra-
nicos.

CONCLUSIONES

*El por clento de parasitismo v la efectividad técnica
del hongo Hirsutella thempsonii fueron significativa-
mente mis altos en la parcela donde se efectud un sa-
neamiento a las plantas con valores a los 15, 30 v 60
dias de 33, 61 y 75% para el parasitismo, y del 75,6;
85,6 v 92.3% para la efectividad técnica.

+El grado medio de dafio del dcaro E. guerreronis dis-
minuyé significativamente donde se aplicd el hongo
H. thompsonii y el saneamiento, alcanzando su valor
m4s bajo a los 60 dias.

+Se observé un aumento en los rerdimientos y calidad
de la cosecha cuando se aplicéd el bicrregulador, pero
esta Gltima fue apreciablemente mayor donde s2 efec-
tud el saneamiento, pues de 16% de frutos afectados
severamente disminuvé a 9,6%,

» El biorregulador H. thompsonii ejerce un mejor control
sobre el Acaro E. guerreronis sila planta se encuentra sa-
neada,
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RESUMEN

ABSTRACT

La presencia en Cuba de Toxoptera citricidus Kirkaldy (Homuoptera:
Aphididae) ha motivado un gran inferés por ia eficiencia de esta espe-
cle en la transmision def virus de 1a tristeza de fos ciiricos (VTC). Ls
importancia de suprimir las poblaciones potenciaimente vecforas ha
conilevade a estudiar diferentes alfernativas de control. Se estudié fa
efectividad de insecticidas, sustancias nalurales y diferentes biopre-
parados a base de cepas de entomopatogencs, como Verticillium fe-
canil Zimm, Paecilomyces fumosoroseus (Wize) y Beauveriz
bassiana (Bals} Vuill, todo Io cual se realizd en condiciones de produc-
cidn en fa Empresa Citricofa Ciego de Avila, en Ia fase de ensayos a
nive! de parcelas. Los enfornopatdgenos estudiados mostraron poten-
cialidaces, puss da fas cepas dsf biopreparadio V. lecanii evaluadas,
latBVL-8 y LBVL-3 a 10" esp/mL alcanzaron hasta un 76 y 78% de
efactividad técnica, respeclivamente. For su parte, ef hongo P. fumo-
soroseus & 10° esp/ml fue efsctivo hasta un 85%, y a cepa Pinar del
Rio de B. bassiana a 70° esp/ml. mostrd efectividades de hasta un
83%. Las dos sustancias naturales evaluadas (concenirado emulsio-
nable de aceite de semifias de Azadirachta indica A. Juss y extracto
crudo de friutos de Melia azedarach L.) mostraron fas mayores efectivi-
dades técnicas con 74 - 87% y 90% respectivaments.

Palabras claves: Toxoptera citricidus, virus de fa tristeza de ios citri-
cos, hongas entomopatdgenos, sustancias naturales, Azadirachta in-

diza, Melia azedarach, ciftricos

A great interest fo Cuba cause the presence of Toxoptera citricidus
Kirkaldy (Homoptera: Aphididae). for the efficiant it in the Cifrus Triste-
2a Virus transfer. The importance of suppresses the potential vector
populations to carry ouf studies about different gontrof aiternatives.
Were studies the effectiveness of insecticides, natural substances and
different biopreparation on the basis of entomopathogen strains, as
Vericiflium lecanit Zimm, Paecilomyces fumosarosaus (Wize) and
Beauveria bassiana (Bals} Vuill. These studies were achieved in pro-
duction conditions on Ciego de Avila Citrus Enterprise, in levels plot
assay phase. Showed pofentiality the evafuated entomopathogens.
because the strain of V. lecanii biopreparation, the LBVL -8 and LBVL.
3 fo 10° esp/ml reached fo 76 and 78 % effectiveness respectively.
The fungi P. fumosoroseus to 10° esp/mL was effective 10 85 % and
B. bassiana {Finar det Rio strain) to 10° esp/ml, showed 83 % of effec-
tiveness. Were evafuated fwo natural substances (emufsifiable con-
centrate from the Azadirachta indica A. Juss off seeds and cruds
extract from the Melia azedarach L. fruil) it show the major techmical of-
fective with 74 - 87% and 90% respectively.

Key Words: Toxoptera citricidus, cifrus iristeza virus, entomopathogen
fungus, naturaf substances, Azadirachta indica, Mefia azedarach, cifrus

INTRODUCCION

El pulgdn pardo de los citricos Toxoptera citricidus Kir-
kaldy (Homoptera:Aphididae} es considerada una pla-
ga originaria de Asia, probablemente de China
[Roistacher y Moreno, 1991},

Yolkomi et al. (1994) plantearon que en la actualidad 7. ¢i-
tricidus se encuentra distribuido en América del Sur,
América Central, por todo el arco de las Antillas, en
Australia, en las islas del Pacifico, en Africa, al sur del
Sahara y en el sudeste de Asia; quedan atin libres de su
presencia las areas citricolas de América del Norte, la
region del Mediterraneo y el Medio Oriente.

T. citricidus es la especie de ifido més identificada con
los Citrus, la menos polifaga v se encuentra fundamen-
talmente sobre plantas de la familia Rutaceae, [Lee et
al., 1992]. Esta especie, al igual que Aphis spiraecola
Patch, produce en los brotes atacados enrollamiento en
Jas hojas y causa serias malformaciones por su dano di-
recto [Konar, 1990}; la afectacién fundamental que
produce a los citricos es como difusor del VTC (virus
de la tristeza de los citricos), al ser su principal vector.
Muchos autores plantean que en la década de 1940 fue
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el responsable de la epidemia de VTC ocurrida en
Axgentina v Brasil, donde murieron 30 millones de ar-
baoles,

Existe una amplia experiencia en otros paises donde
esta plaga resulta dafina, sustentada en el uso de insec-
ticidas para su control. Esta tactica logra un buen nivel
de efectividad téenica, pero representa un alto costo
ambiental.

En el caso particular de Cuba, en nuestras areas citrf-
colas, en las que desde hace afios se aplica un programa
fitosanitario de manejo integrado, con una alta recupe-
racién de los bioreguladores de plagas, la utitizacion de
insecticidas tendria un efecto negativo inmediato.

A partir de la deteccién de sus primeras afectaciones, se
acometieron diferentes estudios de control que permi-
tieran el manejo de T. citricidus, cuyos resultados se
presentan en el siguiente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Para el control de 7. citricidus se llevé a cabo un ensayo
de campo scbre plantas de naranja Valencia (Citrus
sinensis Osbeck) de 25-30 afios de edad, plantadas en
la Empresa Citricola Ciego de Avila. Los estudios se
realizaron durante el periodo de junio-septiembre de
1995.

Para el ensayo de campo se seleccionaron 20 brotes dis-
tribuidos en cinco plantas al azar para cada tratamien-
toy se realizaron dos aplicaciones con una asperjadora
manual con intervalos de siete dias. Las evaluaciones
se tomaron a los 3, 3 y 7 dias de cada aplicaciér y se
evalud en cada brote el grado de infestacion presente
por la escala descrita en el programa de defensa con-
tra T. citricidus Kirk, [CNSV, 1995] (Tabla 1).

Tabla 1. Escala para evaluar el brote de citrico
segiin programa de defensa contra T. citricidus

Grado Descripecion
0 Sin infestacién
1 De 1-3 pulgones
2 De 6-20 pulpones
3 De 21-100 pulgones
4 Mas de 100 pulgones

Para los tratamientos se utilizaron los siguientes pro-
ductos: concentrado emulsionable a base de aceite de
semillas del arbol del nim (Azadirachta indica A. Juss)

76ifitosanidad

80%, extracto crudo de semillas del arbol del parafso
(Melia azedarack 1..) 50 %, el biopreparado a base de ce-
pas de Verticillium lecanii Zimm. Viégas LBVL-I,
LBVL-2, LBVL-3, LBVL-5, LBVL-6, LBVL-7 v
LBVL-8, todas a una concentracién de 105 esp/mi.,
Paccilomyees fumosoroseus (Wize) Brown and Smith a
108 esp/mL, Beauveria bassiana (Bals.j Vuill. cepa Pinar
de! Rio a 10% esp/mL, ademds de un biopreparado de
Bacillus thuringiensis Berliner a base de la cepa LBT-13 a
108 esp/mL. Se utilizé como estandar de comparacion
el insecticida tradicional omethoate para el control de
ifidos. Las medias se transformaron en v'x + 1 y los
porcentajes en arcsen +/% para someterlos a la prue-
ba de comparacién de medias de Newman Keuls para
p< G,05.

Los tratamientos y dosificaciones que se utilizaron se
relacionan en la Tabla 2,

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 3 se muestra el resultado obtenido con la
primera aplicacién contra T. citricidus itk Los mayo-
res valores de efectividad téenica se encontraron con el
hongo entomopatdgeno P, fimmesoroseus alos einco y sie-
te dias de la aplicacion respectivamente, el cual no di-
flere significativamente en ambas evaluaciones del
estindar omethoato, Las cepas LBT-13 de B. thurin-
giensis y Pinar del Rio de B. bassiana tampoco mostra-
ron diferencias significativas con el producto quimico
utilizado; algo similar ocurrié con las cepas LBVL.3 v
LBVL-8 de V. lecanii. También mostraron altas efecti-
vidades contra este insecto los concentrados emulsio-
nables a base de semillas de 4rbol del nim y paraiso con
30,8 %y 70,6 % respectivamente; estos resultados son
similares a los obtenidos por Gonzdlez et al. {1994},
quienes no encontraron diferencias entre los porcenta-
jes de superficie de las hojas daftadas por el minador de
la hoja de los citricos Phyllocnistis citrella Stainton entre
brotes tratados con extracto de paraiso con los insecti-
cidas abamectin, butocarboxim o aceite de petréleo;
tampoco Stansly y Knapp (1993) hallaron diferencias
en el conurol del minador con extracto del nim, aba-
mectin o aceite de petrdleo sobre plantaciones jévenes
de toronja. El efecto antialimentario del extracto de se-
millas de paraiso sobre larvas de lepiddpteros fue cita-
do por Estrada et al. (1993).

En los resultados de la segunda aplicacién {Tabla 4) se
aprecia que los mejores valores de efectividad se encon-
traron a los cinco y siete dias de la segunda aplicacion,
Ejercieron mejor control la cepa Pinar del Rio de B. bas-
siana con 91,7 % de efectividad. Con los concentrados
emulsionables a base de semilias de nim y paraiso se
obwuvo 87,9 %y 90,0 % de mortalidad respectivamen-
te, B. thuringiensis cepa LBT-13 mosud un 8§3,3%, y las
cepas LBVL-3 v LBVL-8 de V. lecanii con 79,0 % v
76,7% respectivamente. Es bueno sefialar que no se en-
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contraron diferencias significativas entre las variantes
antes mencionadas. Los resultados obtenides con el
microorganismo V. lecanii coinciden con los de Rondén
etal (1980), donde confirma en pruebas de patogenici-
dad su elevada capacidad patogénica sobre diferentes
instares de T. citricidus y donde obtuvo mas del 80 % de
efectividad en las dos primeras semanas, ademds de im-

pedir que el insecto culminara su ciclo biolégico. Otros
autores como Nagaich (1973} v Hagen y Van Den
Bosch (1968) han encontrado porcentajes de mortali-
dad de hasta 94% antes de los 14 dias de asperjado el
V. lecanii sobre colonias de 4fidos (Myzus persicae Sulz.,
A. araccivera Xoch, A rumicis L., Brevicoryne brassicae L.y
Macrosiphoniella sanborni Gill.),

Tabla 2. Productos y dosis utilizadas en ensayos contra Toxoptera citricidus irkaldy

baje condiciones de campo

Nombre del producto

Drosis (i.a o PC /ha) y concentraciones

Omethoarte 0,05 %
Aceite del nim {(Azadirachia indica A, Juss) 0,5 %
Extracto de paraiso (Melia azedarach L) 3,0%

Verticillium lecanii Zimm (cepas LBVL-I,
LBVL-2, LBVL-3, LBVL-5, LBVL-6, LBVL-7 v
LBVL-8)

101 PC/ha (108 esp/mL)}

Paccilomyres fumesoroseus (Wize)

51 PC/ha {10° esp/mL)

Beauveria bassiana {Bals.} {cepa Pinar del Rio)}

3 1 PC/ha {10¢ esp/mL}

Bactllus thuringiensis Berliner (cepa LBT-13)

4 | PC/ha (10¢ esp/mL)

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad de Toxoptera citricidus Xirkaldy
en condiciones de campo. Primera aplicacién

Efectividad técnica {%0)
Variantes

72 horas 5 dias 7 dias
B. bassiana 39,47 a 51,32 ab 52,63 ab
Nim 31,34 a 30,75 ab 50,75 ab
Paraiso 3529 a 4539 b 70,59 a
P, fumosorosens 32,36 a 60,56 a 54,93 ab
LBVL-3 32,89 a 4474 b 30,00 ab
Omethoate 27,14 ab 52,86 ab 54,29 ab
LBVL-8 17,95 bc 28,21 od 44,87 bed
LBVL-1 15,38 be 30,77 ¢ 38,46 od
LBVL-2 14,67 bed 16,00 de 33,33 de
LBVL-5 16,22 bed 27,03 od 32,43 de
LBVL-5 11,59 cde 17,39 d 30,43 de
LBVL-7 6,23 def 12,50 de 2250 e
B. thuringiensis 3,03 ef 28,79 «d 45,45 bed
Testigo 253 f 7,59 ¢ 6,33 f
CV. (%) 3,08 1,98 1.87
D.E. 045 0,21 0.18
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Tabla 4. Porcentaje de mortalidad de Toxoptera citricidus Kirkaldy en condiciones de

campo. Segunda aplicacién

Efestividad téenica (%)
Variantes
7.2 horas 5 dias 7 dias
P, fumosoroseus 56,25 a 62,50 abc 84,38 a
Nim 53,13 a 75,762 B7.88 a
B. bassiana 52,78 a 83,332 91,67 a
Omethoate 52,63 a 8§7.50a 93,75 a
LBVL-8 31,32 ab 67,44 ab 76,74 abc
B. thuringiensis 44,19 ab 63,39 abe 83,33 ab
LBVL-3 38,89 bc 68,42 ab 78,93 abe
Paraiso 35,00 be 63.00 abe 90,00 a
LBVL.6 16,67 ¢ 42,00 abe 68,00 abe
LBVL-3 13,00 cd 39,58 abe 38,43 abed
LBVL-7 4,00d . 20,97 abc 37,10 bed
LBVL-1 0,004 18,75 abe 33,33 od
Testigo 0,00 d 8.11d 20,27 d
LBVL-2 0,004d 14,00 be 34,00 bed
CV. (%) 26,7 20,1 255
OE. 1,18 1,11 1.13
CONCLUS|ONES Gonzalez, Nancy; E. Pefia;, A Castellancs; C. Gonzalez, 1. Heman-

+ Para el control del pulgén pardo de los citricos T. ¢
tricidus Kirkaldy resultaron efectivos los biopreparados
B. bassiana cepa Pinar del Rio, P. fumosoroseus, la cepa
LBT-13 de B. thuringiensis y las cepas LBVL-3 v
LBVL-8 de V. lecanii, todos a una concentracién de
10% esp/mL.

+ Los insecticidas naturales en forma de concentrados
emulsionables a base de semillas de drbol del nim (A,
indica A. Juss) y paraiso (M. azedarach 1..) demostraron
su efecto antialimentario ante T. citricidus.

« Las variantes utilizadas con mejores resultados con-
tra el pulgén pardo de los citricos mostraron los mayo-

res valores de efectividad a los cinco y siete dfas de la
segunda aplicacién.
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RESUMEN

ABSTRACT

Ei fatuén def bonjaio (Cylas formicarius elegantuius} es fa plaga que
mayor afectacion causa a este cultivo en Cuba. Con ef fin de buscar
nuevas alternativas de biocontrof a sus alaques, realizamos este tra-
tajo, en ef gue se hizo la evaluasion de la virufencia a nivel de labora-
torio de cinco biopreparados de Baciilus thuringiensis, oblsnides por
fermentacidn sumergida a partir de las cepas LBT-9, LBT-12, LBT-18,
LBT-20 y LBT-25, En &f estudio de fermentacion sg emplearan cualra
variantes de medios de cuifivo complejos a fin de oblener el mejor
para la reproduccion de fas cepas con mayor virulencia contra este in-
sectfo. Se determinaron las fracciones de jos biopreparados con mejor
efesto insecticida. Los biopreparados que mostraron mayor virulencia
contra este insecto fueron LBT-19, LBT-20 y LBT-25 Los medios
complejos MO y M10 fusron considerados los mejores para fa repro-
duccidn de estas cepas. La biomasa y ef cultivo fermentado total fue-
ron logs que mostraron mejor efecto toxicoldgice y patogénico sobre
esta plaga.

Palabras claves: Bacilius thuringiensis, Cylas formicarius efegantu-
{us. controf biofdgico, virulencia

Cylas formicarius elegantulus /s the plague that bigger affectation cau-
ses fo the cultivation of the sweet potato in Cuba. With the purpossg of
locking for new biclogicel control atternatives fo the altacks of this pla-
gue we carry out this work. in which was carried out the evaluation
from the virulence at faboratory fevel of five Baciilus thuringiensis pro-
ducts obtained by submerged fermentation starting from the sirains
LET-9, LBT-12, LBT-19, LBT-20 and LBT-25. Also in the study of fer-
mentation four variants of complexes cuftivation media were used fo
obtain the best for the reproduction of the strains more virufent against
this insedt. In another hand the fractions of the biologica! cultures were
detarminad with better insecticide effsct. The biciogical cultures that
showed higher virulence against this insect was: LBT-18, LBT-20 end
LBT-25. The complex MO and M10 media were considered the best
for the reproduction of these strains. The biomass and the all fermen-
tation broth were those that showead betler toxic and pathological effect
o this plagus.

Key words: Baciffus thuringiensis, Cvias formicarius elegantulus, bio-
{ogical control, virulence

INTRODUCCION

L

i cultivo del boniato constituye uno de los princi-
pales alimentos para el hombre y los animales, tanto
en Cuba comc en el resto del mundo, por su gran con-
tenido de sustancias nutritivas, especialmente aziica-
res. El costo de produccién de este cultivo se ve
encarecido por la gran cantidad de productos quimi-
cos que se utilizan para el control de su principal pla-
ga, Cylas formicarins elegantulus Summ, conocida como
tetudn del boniato, sin que se vean reducidos los da-
flos, que pueden estar entre 30-40% de la produccién.
En nuestro pais esta especie de coledptero se convirtié
en un problema serio para la produccidn en 1994, de-
bido al notable incremento de los daftos, con la con-
siguiente disminucién de los rendimientos globales v
de los tubérculos con calidad comercial [INIFAT,
1995].

Los resultados del trabajo Manejo integrado del tetudn del
beniato mostraron que es posible reducir el dafio téenico y
econdmico cuando se utiliza Beauveria bassiana, Paeci-
lomyces fumosoroseus, P. lilacinus y Pheidole megacephala, en
un 17,3; 13,6, 22.2 y 14,8% respectivamente, en rela-
cién con ¢l 32% que se logra con el tamaron (60%) [Pie-
dra ef al., 1995).

Con el objetivo de buscar nuevas estrategias de biocon-
trol para esta plaga, nos propusimos evaluar Ja virulen-
cta de Bacillus thuringiensis sobre adultos de Cylas
Jormicarius a nivel de laboratorio, Para lograr esto se
observé la reaccidn de los insectos al ingerir el alimento
asperjado con cinco biopreparados obtenidos por fer-
mentactén sumergida a partir de cinco cepas de esta
bacteria. También se emplearon cuatre variantes para
encontrar €} mejor medic de cultivo donde se re-
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produjeron los aislados que causaron mayor mortali-
dad. Se determinaron las fracciones de los medios de
cultivo con mayor efecto insecticida,

MATERIALES Y METODOS

Atslados bacterianos

El experimento se llevé a cabo en los laboratorios del
INISAV, utilizando las cepas LBT-9, LBT-12, LBT-19,
LBT-20 v LBT-25, pertenecientes al ceparic de este
centro, las que fueron seleccionadas atendiendo a su ori-
geny serotipo. Las pertenecientes al serotipo H1 fueron
empleadas como contrel,

Medios de cultive

Los medios empleados para el mantenimiento y crec-
miento de los cultivos fueron; agar nutriente; caldo Lu-
ria-Bertani (g/L) extracto de levadura, 5,0; triptona, 10,0;
NaCl, 10,0, v los medios complejos: MO (g/L) levadura
panadera, 2 5: levadura torula, 5,0; almidén, 2,5; M3
(gl) almidén, 5,0; harina de soya, 8,0; CaCO,, 1,0; M4
(g'L) almidén, 5,0; levadura torula, 35,0; K350, 1.0;
(NH,},HPO,, 2,0; M10 (g/L) almidén, 5,0; levadura to-
rula, 10,0; harina de sova, 5,0; CaCO,, 0,3 (Tabia I).

Tabla 1. Caracteristicas de los aislados

Alslados Origen Serotipos
LBT-9 . mellonella Hi
LBT-12 ? H1
LBT-19 CIGB *
LBT-20 CIGB H8a8b
LBT-25 P. litus *

*No se observé reaccién positiva frente a los antisueros flagelares
(HI - H28.)

Procedimientos

a) Seleccidn de los aislados (Bloensayo 1

Ry

Se hicieron crecer en caldo LB hasta esporulacién total
en una zaranda termostatada BIOZART 2013 durante
48 horas, con un régimen de agitacion de 140 rpm ¥
una temperatura de 30 + 1°C. Posteriormente se adi-
ciond acido sdérbico {0,5%), v los ensayos biclogicos se
realizaron con diez insectos en la fase adulta para cada
réplica, v se emplearon tres para cada tratamiento. Los
insectos fueron colocados en frascos de vidrio estériles
de 9,5 X 12,5 cm. Después fueron dispuestos sobre
hojas de boniato sanas, previamente asperjadas en el
laboratorio con los cultivos fermentados y completa-
mente esporulados de cada cepa, a razén de 108 espo-
ras/mL, de forma tal que las aspersiones dieron una
cobertura uniforme al material de alimentacién. Se co-
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locaron tres réplicas como testigo, Los insectos se obtu-
vieron a partir de un pie de cria de laboratorio.

Se realizaron observaciones diarias para registrar la
mortalidad durante 10-15 dias. Los insectos muertos
se colocaron en cAmara himeda para realizar los reais-
Jamientos. La seleccién de los aislados se realizd te-
niendo en cuenta la mortalidad acumulada de cada
uno v la presencia de esporas y cristales tipicos de B.t.
observadcs en cada uno de los reaislamientos v en el
LESTgo.

b} Seleccién de los medios de cultivo

Los aistados seleccionados se hicieron crecer hasta es-
porulacién total en los medios MO, M3, M4 y MI0.
Estos cultivos se agitaron durante 29-36 horas a
31x1°C v 140 rpm. Posteriormente se realizé el con-
teo de esporas en cdmara de Neubauer para cada va-
riante en cada medio de cultivo. Se tomd en cyenta la
presencia de cristales tfpicos para cada aislado, segn
las observaciones de las tinciones simples realizadas, lo
que nos permitié asumir este conteo como equivalente
de la cantidad de cristales {Bernhard y Utz, 1993

Los medios de cultive se seleccionaron teniendo en
cuenta la mayor produccién de esporas, sus componen-
tes v el tiempo de fermentacién.

¢} Separacién de fracciones {Bioensayo Z)

Los cultivos fermentados totales en los medios seleccio-
nados fueron centrifugados a 5 000 rpm durante quince
minutos, se lavaron dos veces con solucion salina fisiolé-
gica. Posteriormente la biomasa fue resuspendida en so-
lucién NaCl (0,85%) pH = 7.2, manteniéndose el
mismo volumen del cultivo intcial. La concentracién y el
rendimiento de esporas se cuantificd por conteo en cé-
mara de Neubauer. El sobrenadante se dividi6 en partes
tguales. Una de ellas fue watada en autodlave a 121°C

A Te Ta mtwa o w e
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cual para cada aislado se ensayaron wes fracciones y el
cultivo fermentado total (CFT).

Los ensayos de patogenicidad se realizaron para las frac-
ciones v el CFT, que se realizaron siguiendo la metodo-
logfa descrita anteriormente para la seleccién de los
aislados con mayor efectividad biolégica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de aisladaes

De los cinco aislados ensayados al nivel de laboratorio,
solo tres resultaron efectivos contra C. formicarius
(LBT-19, LBT-20 vy LBT-25), con una virulencia entre
70-85% en un periodo entre 10-15 dfas (Fig. 1). -
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Viruiencia de alslados de B.t. sobre C. formicarius.

Estos resultados concuerdan con lo planteado por
Krieg (1981}, quien obtuvo en sus experimentos una
alta susceptibilidad con esta bacteria cuando la enfren-
13 a diferenies ordenes de coledpieros.

Las cepas LBT-9 y LBT-12 no mostraron una alta viru-
lencia sobre C. formicarius. Esto pudo deberse a que per-
tenecen al serotipo H1. Sin embargo, la LBT-20,
perteneciente al serotipo H8a8b, mostrd una mortali-
dad del 70% sobre estos insectos. Keller v Langen-
bruch (1993) plantearon que parece existir una
relacién entre el serotipo y el patotipo de los aislados
que ejercen clerto control sobre coledpteros, siendo la
conocida variedad san diego o morrisoni patogénica
contra este orden de insectos. A esta variedad pertene-
ce la cepa LBT-20.

Aunque no se ha podido determinar el serotipo de los
atslados LBT-19 y LBT-23 debido a que no respondie-
ron a los antisueros flagelares probados, sf mostraron
actividad sobre este insecto, por lo gue estos resulta-
dos no concuerdan con lo planteado por Keller y Lan-
genbruch (1993). Estos aislados pueden diferir en
serotipo con la LBT-20, pero estd probado que la ac-
cién insecticida la realizan las deltaendotoxinas
[Knowles y Dow, 1994; Wasano v Ohba, 1997; Bra-
v0,1997], Ademds, aunque no se observd una mortali-
dad a las 48-72 horas, el comportamiento de los
insectos se fue menos activo, cesando su actividad ali-
mentaria, por lo que defaron de producir daos,

Seleccidn de medios

La seleccién y el mejoramiento de medios de cultivo
constituyen ¢l primer paso para cbtener un bioprepara-
do con alta efectividad bioldgica, de forma tal que el mi-
croorganismo pueda reproducirse y excretar al medio la
mayor cantidad de productos con accién insecticida,

EI MO resuité ser el mejor medio para la produccién de
esporas del aislado LBT-19, mientras que el M10 lo fue
para el LBT-23; sin embargo, el LBT-20 no mostrd dife-
rencias significativas en la produccién de esporas con las
distintas variantes de medios ensayados {Tabla 2), por
lo que podemos concluir que los mejores resultados se
obtuvieron en los medios MO y M10, medios que se

acercan a la relacién tedrica C:N 1:2, necesaria para el
desarrollo v esporulacién de B.t, seglin lo planteado
por Rowe (1990) y Bernhard y Utz (1993}.

Todos los medios probados contenian carbchidratos y
fuentes nitrogenadas; las diferencias fundamentales en
estas ltimas estuvieron dadas por sus caracteristicas y
proporciones presentes en los medios complejos.
Como conocemos, cada cepa posee una capacidad fi-
siolégica diferente para asimilar los nutrientes, v en
cada medio ensayado existe una disposicién que puede
estar balanceada o no, por lo que Jos resultados obteni-
dos dependen de estas causas v su interaccion. En este
caso la formacidn de esporas v la concentracién de es-
tas en cada uno de los medios de cultivo probados para
la cepa LBT-20 no mostraron diferencias significativas,
o que hace probable que la capacidad fisiolégica de
esta cepa sea mayor,

Tabla 2, Concentracion de esporas (10° esp/mlL) de los
aislados reproducidos en medios de produceion

Medips LBT-19 LBT.20 IBTZ5(espiml)

MO 6,94a 2,332 3,30b

M3 3.08b 2,952 4,44h

M4 3.96b 3,l1a 3,80b

M10 4,48b 3,60a 6,633
5=10,04 §=0,74 S=010
CV.=88%] CV.=15% | CV.=79%

* Las letras que difieren presentan diferencias significativas {p=0,03.)

Es conocido que las fuentes de nitrdgeno aminico, como ¢l
extracto de levadura, favorecen la esporulacion, mientras
que las fuentes de nitrégeno aménico, como el hidroge-
nofosfato de amonio, alargan la fase de crecimiento loga-
ritmico de la bacteria [Rowe, 1990; Devisety, 1994]. Los
resultados obtenidos en nuestros experimentos corrobo-
ran este planteamiento, porque el tiempo de fermenta-
cién de todos los aislados en el medio M4 fue mds largo
que en resto de los medios. Estos resultados son similares
a los obtenidos por Galan et 4l (1996} v Vallejo et al.
{1996), para cepas de B.£. que crecen en presencia de sa-
les de amonio,

El hecho de que los resultados para la mejor reproduc-
cién de los aislados sea en diferentes medios, concuer-
da con lo planteado en los estudios de Bernhard y UTz
(1993) v Vallejoet al. (1996), cuando recomiendan op-
timizar un medio de cultivo para cada cepa.

Separacidn de fracciones

Cuando se produce un insecticida microbiano existen dife-
rentes formas para establecer el método de recobrado del
ingrediente activo. En estos experimentos se obtuvo que
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para estos insectos las fracciones con mayor actividad
biolégica lo constituyeron el CFT'y la biomasa, por lo
que los metabolitos excretados por la bacteria al so-
brenadante tratado y al que no recibié tratamiento, no
ejercieron un contro} apreciable a nivel de laboratorio.
Se puede deducir que resulta conveniente la concentra-
cién de la biomasa por centrifugacién, precipitacion o
filiracién para obtener concentraciones de esporas y
cristales insecticidas que permitan ejercer un mejor
control del tetuin del boniato, como o recomienda
Payne (1993) en su patente sobre el uso de B.£, contra
¢l escarabajo colorado de la papa [Devisety, 1994; Ga-
lan, 1996] (Tabla 3).

Tabla 3. Virulencia de fracciones en MO v M10
sobre C. formicarius (en porcentaje)

Fracciones LBT-19 LBT-20 LBT-25

CrT 60b 79.3a 82.7b

%obrenadante 33h 31b 4c

sin tratar

Biomasa 100a 79.3a 100a

Sobrenadante

tratado 46b 31k e

Testigo - - -

S 0,32 0,33 0,17

CV. 14.2% 13,8% 6,9%

Debido a que la mortalidad acumulada fue mayor en
1a biomasa que en el CFT para los biopreparados obte-
nidos a partir de las cepas LBT-19 y LBT-25 y similar
para la LBT-20, se hace necesario aclarar que la bio-
masa contenia fundamentalmente esporas y cristales
insecticidas, con un porcentaje de pureza superior a
los que se encontraban en el CFT, Este resultado con-
cuerda con lo planteado por Keller y Langenbruch
(1993}, v Payne (1993, quienes refieren que la prin-
cipal actividad insecticida de B.t. se encuentra en las
deltaendotoxinas.

En los reaislamientos realizados a partir de insectos
muertos se observé el crecimiento de colonias tipicas
de B.t., lo que hizo evidente la patogenicidad a causa
de la ingestidn bacteriana.

Estos experimentos nos permiten concluir la primera
etapa de la elaboracién de un producto insecticida po-
tencial contra C. formicarius elegantulus, basado en las
propiedades insecticidas de la biomasa de estos tres
aislados.

CONCLUSIONES

» Los mejores aislados para el control de C. formicarius
fueron LBT-19, LBT-20 y LBT-25.

Sg,j‘iwsamdad

+ Los medios MO y M10 fueron considerados los me-

jores medios para la reproduccién de estos aislados,

s Las fracciones contenidas en Ja biomasa v el CFT fue-
ron las que mostraron mayor virulencia.
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RESUMEN

DErFINICI(')N DE PARAMETROS DE APLICACION
MAS EFECTIVOS PARA LA LUCHA CONTRA BEMISIA
TABACI Y EMPOASCA SPP. EN EL CULTIVO DEL FRIJOL

C. Hernandez, M. Delgado, Marlene Veitiay J. A. Diaz

Instituto de investigacicnes de Sanidad Vegetal. Calle 110 no. 514 e/5a.By ba. F,
Playa, Ciudad de La Habana, CFP 11600

ABSTRACT

En fa Estacion Experimental de Sanidad Vegetal en Alquizar, La Habana,
se realizaron fos experimentos con el propdsito de conocer /a efsclividad
de difsrsntes pardmetros de aplicacian para el combate de Empeoasca
spr. en of culfivo del frjjo/ (Phaseolus vulgars, L.). Se ullizd un disefic
de blogues al azar con cualro repeticiones y parcelas de 84 m. Et
producto ulilizado fue ef metamidophos, de conocida efectividad sobre
esle tips de inseciv, & dosis e 0.6 kgha ia. Para realizar ias aplicationss
se utiizo una aspegadore terrastre provista corn bomba tipo PO-11 de baja
presidn. Se evalud fa cafidad de aspersitn sobre fas hojas, fa efectividad
tenica en el combate d Ja plaga y los rendimientos de Ja cosecha. Encon-
diciones similares se realizt la generalizacién en la CPA Gilberfo Ledn, de
San Antorio de los Bafios, sobre un drea de 0,5 ha por varianite, y evaluan-
do tarnbién la mosca blance {Bemisia tabach. Ef método de aplicacidn de
mayor sfecividad rasuftd ef de boguillas tivo B-20 cdnica, con diametro gel
orificic te safida de 1,6 mm. esquema de aspersidn en forna de corting, vo-
lurnen de sofucion fnal enfre 140-215 Lha vy velocidad de irabajo oe 7.5
kimvh. oblarigndose los mejores depdsifos de ingredientes aclivo de plaguici-
da sobre las plantas y con mayor aistibucion de la coberfura de afta densi-
tiad de gotas, con efectividad significativa en fa lucha confra B. tabad y
Empoasca spp., mayores rendimientos de ja cosecha ¢ incramento def
rendimients del equipo de aplicacién de 73% y asumento de fa
ganancia en 77%.

Palabras claves: coberfura, esquemas de aspersidn, volumen de solucin final

On Experimental Station of Plant Health in Alquizar, La Hebana, expe-
riments were realized with the purpose fo know the effectuality of se-
veral applications parameters for the controf of Empoasca spp. in bean
{Phaseotus vulgaris L). A design of block at random, with four repeti-
tions and parcels of 84 m2 was used. Metamidophos was the product
used; it has recognized effectualify agamst this insect at doses of 0,6
kgrha a. I To make the appfications was used g terrestrial sprinkfer,
provided with @ low-pressure bomb PQO-11. The quality of aspersion
over legves, technical effectuality in pest controf and harvest yields
were evaluated. In similar conditions, generalization was reaiized in
CPA "Gilberto Ledn" of San Antonio de los Baflos, over an area of 0,6
ha per varianf and also evaluafing white fly (Bemisia fabaci). Method of
appiication more effective was conical stems type B-28, with exit orifi-
ce diameter of 1.6 mm, scheme of aspersion in curtain form, finaf solu-
tion volume between 140-215 ¥ha and worlk velocity of 7.5 kmvh,
geiting the better deposits of pesticide active ingredient on plants and
with greater distribution of the cover of drop high density, with signifi-
cant effectuality in fight against B. tabaci and Empoasca spp., greater
harvest yields and increasing of yield to the application equipment of
73% and increase of the gaining in 77 %.

Key words: covering, aspersion schemes, final solution volume

INTRODUCCION

Los salta hojas (Empeasca spp.) que atacan al cultivo
del frijol (Phaseolus vulgariz L.} se encuentran dentro de
las plagas de mayor importancia econémica que lo
afectan, las cuales constituyen una encrme poblacién
de insectos durante casi todo el perfodo vegetativo vy
desde que la pldntula emerge. De manera similar se
comporta la mosca blanca, la que ha provocado severos
dafios al cultivo en los Gltimos afios, presentindose
fuertes afectaciones con grandes dafios al drea foliar, al
normal desarrollo v rendimientos del cultivo [Murgui-
do et al.,,1982].

Se cuenta con productos tanto quimicos como bioldgi-
cos para la lucha contra B. fabaci v Empoasca spp.; sin
embargo, la efectividad de la aplicacidn en el combate
de esta plaga no sélo depende del producto utilizado v
su dositicacién, sino de un método de aplicacién que
permita la obtencién de depésitos suficientes de in-
grediente activo de los plaguicidas sobre e cultivo, en
correspondencia con las dosis utilizadas, lo que de-
pende de los pardmetros de aspersién mds efectivos
para la colocacion y distribucién del plaguicida en rela-
cidén con su modo de accidn y el comportamiento de la
plaga, asi como las caracteristicas particulares de cada
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cultivo, lo que, ademds, es importante para la obten-
cién de resultados, tanto técnices como ecologicos
tLerch, 1980; Folber, 1980; CIBA-Geigy, 1994].

Para los tratamientos con plaguicidas sobre el cultivo
del frijol no se dispone de un procedimiento de as-
persion, donde se precisen los volimenes de aplica-
cién que permitan alta calidad en las aplicaciones y
buena efectividad biclégica en la lucha contralas pla-
gas, con alto rendimiento del equipo de aplicacién.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se desarrclld en la Estacién
Experimental de Sanidad Vegetal en Alquizar, La Ha-
bana, sobre suelo ferralitico rojo tipice, bajo un disefio
de bloque al azar con cuatro repeticiones y parcelas de
ocho surcos con 84 m? Se utilizé la variedad de frijol
[CA-Pijao, sembrindose a 0,70 m entre surcos, v las la-
bores de cultivo se realizaron en correspondencia con lo
orientado en el instructivo técnico para diche cultivo.

En condiciones semejantes de suelo se desarrolls la ge-
neralizacién en Ia CPA Gilberto Leén de San Antonio
de los Bafios, tomando una superficie de 0,5 ha para
cada variante (Tabla I).

Tabla 1. Variantes del experimento

Variantes Esquema de | Presion | Veloddad| Volumen
aspersion | (kg/em?) { (kmvh) | (Lha)
1 10 4 250-400
2 1 10 7-5 }140-115
3 {estindar) 2 10 3 343-1030
4 Testigo sin
tratar

Esquema 1. Etapa 1 (hasta los quince dfas de la germi-
nacién) una boquilla/surco. Etapa 2 (a
partir de los quince dfas de la germina-
cién} en forma de cortina a 0,43 m entre
boguillas.

Esquema 2. Etapa 1: una boquilla/surco,
Etapa 2: tres boquillas/surco; dos laterales
formando angulo de 135° en relacién con
bajante.

El producto que se utilizé en las aplicaciones fue meta-
midophos 60% CE en dosis de 0,6 kgha i.a.

El método de evaluacién para la determinacién de la
efectividad biolégica sobre plagas (Empoasca spp.), asi
como ¢l indice de infestacién para la realizacién de las
aplicaciones, se realizé por la metodologia establecida
[Murguido, 1982].

Enlos tratamientos s¢ utilizé una méquina asperjiadora
integral con bomba de pistén de baja presion, de revol-
vedor mecanico, tangue metdlico con sistema de filtros

84.ﬁrosrznidad

enla boca del tanque v a fa salida de la bomba, utilizdn-
dose una boquilla cénica tipo B-20, de caudal prome-
dio de 1,2 1/min v dngulo de los conos de aspersién con
rango de 80-86°,

Las aplicaciones se realizaron en horas de la mafana de
ocho a once, con velocidades de viento de 0-3 my/s, Las
aplicaciones fueron repetidas, siempre que la liuvia se
presentara en el intervalo de tiempo de 24 horas poste-
rior a la realizacién de la aplicacion.

Para combatir la mosca blanca (Bemisia tabaci) se éplicé
Verticillium lecanii 1,1 x 10%a dosis de 4 kg/ha.

La calidad de aspersion se determiné mediante la aplica-
cién de colorante {anilina} al 1% en agua, uséndose tar-
jetas colectoras de color blanco (kromecotte). Para ello
se colocaron seis tarjetas con tres niveles diferentes {su-
perior, medio e inferior) de la planta, por el haz v envés
de las hojas, en seis plantas de los seis surcos centrales
de cada parcela, en linea recta, de forma transversal al
paso de la asperfadora. Posteriormente las tarjetas se re-
calecraron para la realizacién de conteo de gotas al mi-
croscopio 32x en el laboratorio, considerandose como
asperjado de baja densidad (menos de 100 gotas'em?).

Los depdsitos de sustancia activa del producto Car-
baryl 85% pH a dosis de 2 kg/ha de i.a. fueron obteni-
dos de forma similax que la cobertura, con la diferencia
de que se usé papel de filtro como muestra colectora
de los depésitos sobre las plantas, las que finalmente
fueron trasladadas al laboratorio fisico-quimico parala
determinacién de los valores de los depdsitos, los que
se expresan en microgramos por centimetro cuadrado
de La. sobre la supeificie de las hojas.

Los rendimientos se evaluaron mediante el pesaje de Jos
granos de toda la parcela, excepto los surcos de borde.

Se realizé analisis de varianza a los resultados sobre de-
positos, eficacia biolégica v rendimientos, y cuando
existio significacion, las medias fueron comparadas por
la ddcima de Duncan (5% ).

El rendimiento del equipo de aplicacién se determind
por el tiempe de trabajo efectivo en el turno, a través
de la férmula siguiente:

W=01BV.T.

donde:

W: rendimiento del equipo (ha/h)

B: ancho de trabajo del equipo (m)

V: velocidad de desplazamiento (kn/h}

T: coeficiente de aprovechamiento del tiempo de tra-
bajo dentro del turno

T'esigual ala relacion entre el tiempo de trabajo efecti-
voy €l tiempo de trabajo total en el turno de seis horas,
para o cual se determina el tiempo consumido en cada
labor, como Henado, traslado al campo, virajes, roturas,
aplicacidn, etc.
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Definicidn de pardmetros de aplicacion...

RESULTADOS Y DISCUSION

El tipo de aspersién {cobertura) que se obtuve en las
aplicaciones sobre las plantas de fiijol en todas las eta-
pas del experimento (Tabia 2) muestra que el de asperja-
do con formacion de ldmina de escurrimiento (33,3%)
fue comparativamente muy superior en la variante es-
tindar ntimero 3, de alto volumen de solucién final
{343-1 030 L/'ha) en comparacion con el resto de las va-
riantes, lo que se manifestd en el transcurso del wrabajo
en forma similar, con pérdidas superjores de ingrediente
activo del objetivo biolégico o blanco de aplicacién.

En consecuencia, el asperjado inadecuado o deficiente
puede provocar considerables pérdidas de i.a., superic-
res incluse al 50%, como se ha demostrado en el culti-
vo de la papa [Hernandez, 1985]. La Tabla 3 reflejs
cémo la variante nueva tiene una distribucién de
63,6% de cobertura de alta densidad, muy superiorala
variante base, de sélo 46,2% v distribucién de escurri-
miento sélo de 4,29,

En la Tabla 4 se explica que, en correspondencia con el
tipo de asperjado de alta formacién de limina de escurri-
miento, la variante estAndar tuvo los depdsitos mas bajos
de i.a. sobre el follaje, con 5,60 y 6,67 microgramo/em?.,
La variante 2, de reducidos volamenes de solucion final,
arroj6 los mayores depdsitos v un alto rendimiento de la
cosecha, todo Io cual corrobora Jo planteado por otros au-
tores en calidad de aplicacién [Anénimo, 1978; Felber,
1980; Mattews, 1979].

Apesar de que no se presentaron altas infestaciones de
Empoasca tabaci en este experimento, la variante estén-
dar tuvo efectividad biologica significativamente infe-
rior al resto de las variantes.

Enlas Tablas 5 v 6 se presentan los resultados de Ia efi-
ciencia y rendimientos obtenidos en las etapas de gene-
ralizacion contra Empedsca spp. v B. tabaci. En ellas se
corrobora de manera clara las ventajas del nuevo proce-
dimiento de aplicacion, se aprecia que los rendimien-
tos en la cosecha siempre fueron superiores en la
variante nueva de 140-215 L/ha v, sin embargo, se uti-
lizaron las mismas dosis de producto que en la variante
base, lo que pone claramente de manifiesto las ventajas
de la udilizacién de los tratamientos por el método de
aplicacién con los pardmetros de trabajo utilizados en
la variante nueva.

Sin embargo, debemos ademas destacar en esta varian.
te de mayor velocidad de trabajo (7,5 kev'h) y reducido
volumen de aplicacién (140-215 L/ha), que en este
caso se obtiene mayor productividad y més alto rendi-
miento del equipo de aplicacidn, lo que se apreciaen la
Tabla 7, donde, ademas de la diferencia en el rendi-
miento promedic de cosecha de las dos generalizacio-
nes, se aprecia mayor rendimiente del equipo de
aplicacién de 2,6 contra 1,5 ha/h, para un incremento
de 73%, asi como una ganancia por concepto de gastos
complementarios de 676.00 pesos/ha, superior en un

77% a la variante base, lo que corrobora lo planteado
por Mattews (1979},

El alto rendimiento del equipo en la labor de aplicacién
tiene doble significacién en la proteccién fitosanitaria,
va que en primer lugar se puede cumplir en un plazo
maés breve de tiempo el programa de aplicacion basado
en Ja senal de aparicién de la plaga, lo que posibilita fa
realizacién de los tratammientos en el momento oportu-
10, que juega un importante papel en el combare a tiem-
po de las plagas que, como la Empoasca spp. y B. tabaci,
puede, en corto periodo de tiempo, causar fuertes dafios
al cultivo, v, en segundo lugar, a mayor productividad se
incrementa el indice de aprovechamiento de trabajo
efective dentro del turmo, reduciéndose Jos costes per
uso de la maquinaria por concepto de combustible, fuer-
za de trabajo, reparacién y tratamiento del equipo. que
corrobora le planteado por Herndndez (1983).

CONCLUSIONES

* El nuevo procedimiento de aplicacién basado en vo-
lumen de solucidn final de 140-2135 L/ha, velocidad de
trabajo de 7,5 kivh, esquema de aspersién de cortina
con boquilla tipo B-20 de didmetro de 1,6 mm, situa-
dos a 0,45 m entre ellas sobre el aguilén, arrojd los me-
jores resultados en cuanto a calidad de aspersion
(cobertura) y eficiencia biolégica sobre las plagas, as
como también se obtuvieron los mejores depésitos de
ingrediente activo, significativamente superior a la va-
riante base, sobre la superficie foliar del cultivo.

*+ La mayor velocidad de trabajo v reducido volumen
hace més productiva la labor de aplicacién (de 2,6 ha/h),
incrementdndose el rendimiento del equipo en 73% con
ur incremento de 77% de ganancia.
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BLATISAV-1: UN CEBO MICROBIOLOGICO
CONTRA CUCARACHAS PLAGAS
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Gainza 2 Elina Massé,’ Nidia Acosta’ y Miriam Sanchez'.
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Flaya, Ciudad de La Habana, CP 11600

2 Departamento de Higiene v Epidemiologia, MINSAP, Hospital Hermanos
Ameijeiras, Ciudad de La Habana

ABESTRACT

Se evalud un cebo e base del hongo enfomopatogeno M-1N4, unido a
un polisacando que gelifica, af cuaf se fe adiciona glicerina para refensr ia
humedad y un alrayente vejqeta! que lo hace deseable, en forma de per-
fas individuales de 1.5 o, Ef cebo fue comparado con os productos
quimicos lambdacyhalotina y propoxur 8 I dosis recornendada por fos
productores. Se deferming fa efectividad técnica sobre ef estado ninfal y
adiufto de Biattella germanica, Peripfaneta americana y Periplaneta aus-
traiasize, en condiciones de faboratorio y campo. Los resuftados obleni-
dos en laboratorio demostraron gue fue efactive para Ia fase rinfal, con
una mortalidad superior al 80% para B. germanica en un pericdo de diez
dias, un 60% para P. australasiae a partir de los quince dias, mieniras
que P. americana fus fa mds resislfente con morialidad def 50% después
de los quince, dias. En fa fase aduta B. germanica fue fa més suscepti-
ble, con mortalidad superior & 80% a pertir de fos quince dias, mientras
gue P. australasiae resultd dz un 60% enire 20-40 dfas, y P, americana
del 50% a los sesenta dias. £ biopeslicids es econdmico, pueds usarse
en lugares frecuentadas por cucarachas sin flesgos para fa salud huma-
nay animates de sangre cafiente; no comaminag el ambienie y protega ef
ecosislema.

Palabras claves: Bfattella garmanica, Periplaneta americana,
P. ausiralasias, Metarhizium anisoplfas, Bacillus thuringien-
sis, Beauveria bassiana

Bait in bass at the enfomopathogenous fungi M-1N4, linked at a polysac-
charide what gefifics, which it is added glycerin ta refain the moisture,
and vegetable effractive in form of individual pearis of 1.3 cm3 which
are stored in nylon packing af 8(1{C during two months, was evalug-
tsd. Baif was compared with chemical products lambdacyhaiotrina
and propoxur at recommended dose. Technical effectivity on nymph
and aduft of Blattellz germanica, Periplaneta americana y Periplane-
ta austratasiae, in conditions of laboratory and fleld, wes determina-
ted. Resuits oblained in laboratory demonstrate was effective in
nymph phase, with mortaiily superior at 80% for B. germanica in 10
days; 60% for P, australasiae from onward 15 days. P. americana
was the most resistart with 50% of morfality after 15 days. In aduft
phase, B. germanica was the most suscepiible with mortality superior
at 80% from onward 15 days, whife P. australasias has 80% betwesan
20-40 days and P. americana has 50% at 60 days. This bicpesticide
is economic, can be used in places frequented by cockroaches, wit-
hout risks to human and hot biood animal heafth, it doesn't cortani-
nate the environment.

Key words: Blaffefla garmanica, Perplanela emaricana, P, australasiae,
Metarhizium anisopfias, Bacilius thunngiensis. Beativeria bassiana

INTRODUCCION

Debido a la rdpida adaptacién de los blitidos a
diferentes medios con distintas temperatuxas y humeda-
des, v por ser las cucarachas vectores mecénicos de gér-
menes patdgenos, especialmente de aquelios que son
agentes etioldgicos de enfermedades de transmision di-
gestiva, es necesario un programa intensivo de combate
como una de las medidas higiénicas para proteger la sa-
lud humana. Con frecuencia las excretas de estos insec-
tos indican su presencia, aun cuando no se han visto; sus
deyecciones y secreciones corporales inutilizan los ali-
mentos. Pueden ademds transportar virus que originan
hepatitis, meningitis {Corree Fitosanitario, 1983; 1987].
También se han informado diferentes enfermedades
causadas por bacterias como disenteria, fiebre tifoidea,

peste, gangrena, lepra, difteria, brucelosis, tétanos y
tuberculosis [Roth y Willis, 1957].

La mayvoria de esas plagas se convirtieron en resistentes
desde la introduccién de pesticidas guimicos sintéticos.
Tal es ¢l caso de Blattella germanica, que ha desarrollado
insectorresistencia a clorpirifos; propoxur, bendiocarb;
piretrinas v piretroides, allethain, fenwalerato, cyfluthrin
y cypermetrina, y casi es indestructible [De Zayas .
1974].

Muchos consumidores quieren abandonar el uso de los
productos quimicos [Cochran, 1970}, y se han inclinado
por otros métodos alternativos como son los agentes bio-
16gicos. De ahf la importancia de utilizar todo método de
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contro), entre los que se incluven formulaciones con
agentes biolégicos, [Hennicke, 1992; Tillemans y
col., 1992},

Dentro de los métodos de control biolégico para com-
batir las cucarachas se han empleado microorganismos,
entre los que se encuentran la bacteria Bacillus thurin-
giensis v los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium ani-
sopliae, que se han utilizado solos o combinados con
otros productos [Cochran, 1982, Gunnarson, 1983).
Estos microorgantsmos actian sobre la cuticula del in-
secto, facilitando su entrada v accién dentro del cuerpo
[Joshi y Bateman, 1992; Garcfa y col., 1994].

El método de control que utiliza microorganismos para
reducir poblaciones de insectos plagas es una idea pro-
puesta desde finales del siglo pasado. En la naturaleza
son los responsables de la regulacién del ecosistema en
mas de doscientas especies de insectos, en las que se in-
cluyen las formulaciones comerciales por via fermenta-
tiva [Lujdn, 1987; 1989].

Para el combate de las cucarachas se han confecciona-
do cebos en forma de gelatina, polvo, pasta o en formu-
laciones granuladas. Muchos investigadores en la
actualidad protegen los propégulos infecciosos con po-
lisacaridos v cloruro de calcio, logrando supervivencia
para los microorganismos por tiempo prolongado, se-
gin refieren Knudsen et al. (1990); Stenzel et al
(1992) v Edmilson {1993).

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en el Instituto de Inves-
tigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV) en el peviodo
comprendido entre 1993-95.

Se inicié la cria a partir de ninfas emergidas de ootecas
colectadas, de tres especies de blitidos: Blattella ger-
manica, Periplaneta americana y Periplaneta australasiae,
las cuales fueron alimentadas con desechos de dieta
semisintética seca molida, vy se mantuvieron en fras-
cos de vidrio de 3,4 L con tapa metdlica perforada,
para permitir el intercambio con el medio. En el fondo
de los frascos se colocé papel para su refugio, y un
frasco (4 x 1,5 ¢m) con agua tapado con aigodén por
donde estas la absorben.

Una vez obtenidos los adultos, se clasificaron por espe-
cies {Gutiérrez, }995] v se aparearon para obtener co-
tecas, las cuales se colocaron en viales de vidric
rotulados (10 x Icm) y tapados.

La cepa del hongo entomopatégeno utilizada para es-
tos experimentos, M-1N4, provino de la micoteca del
INISAV, vy con ella se confeccioné un cebo cuyo com-
ponente principal es un polisacdrido de produccién na-
cional, que se mezcld con agua destilada, agitindolo
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continuamente hasta su total dilucién, a la cual se le
anadis un atrayente vegetal, A esta mezcla se le agregd
una sal de calcio que permitié fraccionar la masa en for-
ma de perlas de 1,5 cm® de didmetro,

Se montaron tres variantes: el microorganismo en su
medio sélido v liquido se compard con el testigo lamb-
dacyhalotrina, y se comprobé la patogenicidad del
hongo sobre el estado de ninfa y adulto para cada una
de las especies en estudio. En el caso de las ninfas se
evaluaron a diferentes edades de desarrollo. Para com-
probar la efectividad del cebo en las variantes utiliza-
das, se tomaron tres perlas, y se colocaron con 10
insectos de cada una de las especies en frascos de vidrio
que diariamente se revisaron para llevar el control de
los insectos muertos.

Con los datos obtenidos se determiné el porcentaje de
eficacia, para lo cual se aplicé la férmula de Abbott
{1925} transformada.

La temperatura v humedad relativa se registraron en
unt hidrotermégrafo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Fig. ! se observa que las ninfas de 1.2 meses de B, ger-
manica alcanzaron mayores porcentajes de mortalidad en-
tre los 5-10 dias para el medio sélido, no asi para la especie
P. australasige y P. americana, que mueren més lentamente.
En el medio liquido la especie B. germanica fue la més sus-
ceptible, va que alcanzé la mayor mortalidad entre los
10-15 dias, pero las otras dos especies lo alcanzaron entre
Jos 15-30 difas, En ¢l caso del estandar la mayor mortalidad
se observd en P. australasiac v P. americana a dosis de
100 mg/L, mientras que B, germanica fue mas resistente,
donde el mayor porcentaje de mortalidad se alcanzé
después de los 10 dfas. Sin embargo, P. australasiae fue
la més susceptible a las 24 horas con el ciento por ciento
de mortalidad, y P. americana Jo alcanz a lo cinco dias.

En la Fig. 2 se muestran los resultados de las ninfas de 2.3
meses de las especies B. ggmanica v P. australasiae, las que
tuvicron resultados similares de mortalidad entre los
3-10 dias, donde se aplicé ¢! cebo con el microorganismo
en su fase sélida, mientras que con P. americana la morta-
lidad fue lenta, y aumenté hasta obtener el ciento por
ciento a los 60 dias, y para la variante del medio liquido
B. germanica también fue la més susceptible al producto.
Las especies P. australasiae v P. americana fueron suscepti-
bles al piretroide utilizado.

Como se observa en la Fig. 3, para las ninfas de 3-9 me-
ses de las variantes con el microorganismo, tanto en
su medio sélido come liquide, se logrd el ciento por
ciento de mortalidad en la especie B. germanica entre
los 15-20 dias; para la cucaracha americana el efecto
fue maés lento, v se apreci6 a los 60 dias un 100% de
mortalidad. En el caso de los plaguicidas quimicos
todas las especies murieron a partir de los cinco dias.
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En la Fig. 4 se aprecia que los adultos de la cucarachita
alemana (B. germanica) fueron més susceptibles al pro-
ducto biolégico, mientras que las otras especies comanza-
ron a morir a pardr de los 20 dias. Los adultos de todas
las especies mostraron mis resistencia al producto quimi-
co que las ninfas, con un 100% de mortalidad a partir del
quinto dia para P. australasiae y P. americana,
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CONCLUSIONES

» Se comprobé la efectividad de un microorganismo
contra las cucarachas plagas, y por primera vez en
Cuba se obtuvo un cebo cuyo ingrediente activo es un
hongo entomopatégeno elaborado con ingredientes de
produccién nacional y de bajo costo.
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+ Bl cebo confeccionado con el biopreparado biolégico,
tanto en su medio liquido como sélido, resultd ser tan
efective como los productos quimicos propoxur y
lambdacyhalotrina a 100 mg/L.

» El producto biolégico en su medio sélido actiia con
mayor rapidez que en el medio liquido.

+ B. germanica fue la especie mas susceptible al produc-
to microbiol6gico en los primeros dias de aplicado el
cebo en el laboratorio.
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RESUMEN

ABSTRACT

El empleo de fuentes genéticas de resistencia en o8 programas de
majorsntento ha permitido una mayor seguridad en ta produccidn.
Con ef presente frabajo se brinda informacion de cémo, a partir de va-
riedades resistentes &f inseclo Tagosodes orizicolus, ha sido poesible
estabiecer el manejo infegrado de plagas en ef culfive del arroz, redu-
ciendo sustanciaimenie fa contaminacién ambiental. Ef mismo estd
compuesto por un resumen analitico de la resistencia genglica & parlir
del programa de mejoranviento, estrictura varetal y su composicion
respecta a /a resistencia al inseclo, asi como las respectivas apiicacio-
nes de productos quimicos para el confrol. Para garantizar ia base ge-
nética necesarfa se cres en 1974 ef Banco Nacional de Germoplasma,
y en 1975 se inicia un sosienido programa de mejoramiento para re-
sistencia genélica, a pariir de ta identificacién de variedades resisten-
tes evaluadas desde 1973, lo que ha posibilitado que en la acivalidad
fas ocho variedades que componen ef esquema productivo del pafs
sean resistenias al inseclo e iguaimente las 16 restantes obtenidas
por &l programa, permitiendo de esta forma implantar el manejo inte-
grado de plagas en ef cultivo, al favorecer ef desarrolfo de enemigos
naturales, por lo que de 10 a 12 apficaciones de insecticidas por ano
s8 han podido disrminuir a 2,5 como promedio, vy que en los tifimos ca-
toroe afios no se aplique ningtin producto contra este insecto en fa
proguccion arrocera nacional, dejandose de aplicar séfo para Tagoso-
des 200 foneladas de insecticida por afio.

Falabras claves: arroz, fuenfes de resistencia, Tagosodes orizicolus,
manefo integrads de plagas

The uge of genetic source of rasistance in breeding program kas alfo-
wed a major production security. With this paper we mean fo give
mare information about the use of Tagosodes orizicolus insact resis-
fance varielies, in the integrated pest management {IFM) and the re-
duction of the environment confamination. This work is conformed by
a genetic resistance analyfical summary, taking inio account the
breeding program, varielies composition in the field production ba-
sed on their resistance fo the insect as wel! as the chemical product
applied to control . In 1974 the Germplasm National Bank was crea-
ted to guarantee the necessary genelic bases. In 1975 a genetic
rasistance breeding program was iniliated taking into consideration
those resistant varielies that had been studied since 1973 which have
had possible that the current 8 varioties that form the productive dia-
gram in aur couniry were resistant to the inssct as well as the other 16
variefies obtained trough this program, it allowed the integrated pest
management favoring the development of natural enemies. That's
why from 10 o 12 time of insecticide applying per year it coutd be redu-
ced to 2.5 time as average since the 14 year ago to 1998 in the Cuba
national rice production none product against this insect has been ap-
pied, having saved about 200 fons of insecticide products per vear.

Key words: genstic source resistant, integrated pest management,
rige, Tagasodes crizicofus

INTRODUCCION

El arroz cultivado en los pafses tropicales estd expues-
to permanentemente al ataque de diferentes plagas, las
que se incrementaron a partir del empleo de las varie-
dades indicas semienanas altamente exigentes en nitré-
geno, que propician el medio ideal para Jaincidencia de
estas, a lo que se agregan las altas densidades de siem-
bra v alto porcentaje de una misma variedad, que traen
consigo un mayor riesgo para la produccién.

En el pais se produjeron fuertes afectaciones por Tage-
sodes v hoja blanca en los afios 1972-73, a causa del em-
pleo en la produccién de variedades susceptibles al

dafio mecénico y al virus transmitido por el insecto
[Grupo Nacional de Arroz, 1972].

Antes de 1962, segtin lo reportado por Jennings et al.
(1981} los clentificos consideraban poco probable la
resistencia genética a insectos en el arroz; sin embargo,
pronte fue demostrada su efectividad, ademds de que
constituye el centro ¢ base del manejo integrado de
plagas [Heinrichs, 1978]. Los propios autores destacan
que el insecto Tagesodes grizicolus, conocido como Sega-
todes orizicola, se encuentra sélo en las Américas, donde
el dafio mecénico causa grandes pérdidas.
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Segtin Gavida (1970), el Gnico método eficaz para el
control de Tagesodes v hoja blanca es el empleo de varie-
dades resistentes; a ello agregan Galviset al. (1985) que
es el mds eficiente vy econémico, considerando que la
resistencia genética es responsable de hasta un 40% del
incremento en los rendimientos de las variedades mo-
dernas [IRRI, 1976).

En otros estudios, Reyes (1985} reporta que el manejo
integrado de plagas es lo més efectivo v econémico; sin
embargo, no stempre el agricultor estd preparado, v re-
curre a los insecticidas, que afecta los enemigos natura-
les, lo que incrementa la contaminacién ambiental v la
insectorresistencia.

La introduccidn de resistencia genética al insecto en las
nuevas variedades no constituye limitante alguna, pues
esta es altamente heredable y puede recombinarse con
todos los caracteres deseabfes, stendo genéticamente
independiente la resistencia al insecto v al virus; no
obstante, la resistencia al insecto protege las variedades
susceptibles al VHB {Jennings et al, 1985], lo que ha-
bia sido informado por Gavida y Galvez (1971), quie-
nes ademés expresan que estd dada por dos pares de

enes mavores de accidn complementaria, con efecto
gominante, confirmado por Orellana (1981) en Cuba,
al encontrar que el 76,2% de las lineas F3 provenientes
de cruces simples entre variedades resistentes y suscep-
tibles mostraron resistencia.

Elincremento de variedades con genes de resistencia al
insecto ha reducido en los titimos aiios la presencia de
este en América Central y del Sur [Orellana et al.,
1982}, debiendo tener en cuenta que la siambra a gran
escala de una sola variedad puede incrementar la po-
blacion del insecto e incluso derivar en un nuevo bioti-
po [Pathak y Khush, 1979], siendo preferible la
resistencia por no preferencia que por antibiosis [Alva-
rez ¢f al,, 1998].

No obstante lo alcanzado en la resistencia genética, di-
cho insecto sigue considerdndose como una de las prin-
cipales plagas del arroz [Borrero ez al., 1998], causante
de importantes pérdidas en el rendimiento en América
Latina y el Caribe [Reyeset al,, 1998], y es el emplec de
variedades resistentes el principal método de control a
ambos dafios [Triana et 4., 1998).

El objetivo del presente trabajo es mostrar c6mo, a par-
tir de la resistencia varietal al insecto Tagosodes orizico-
lus, se pudo implementar el manejo integrado de plagas
en el arroz.

MATERIALES Y METODOS

A partir de lo sucedido en la produccién de arroz en los
anos 1972-73 se traza la estrategia de forma acelerada

ara la obtencién de variedades resistentes al insecto

agosodes orizicolus y al virus de la hoja blanca en el cul-
tivo del arroz, por lo que el presente trabajo constituye
un resumen de lo acontecido en la produccién de arroz
a partir del programa de mejoramiento y la contribu-
cion de Ia resistencia genética.

Como primera medida se introduce la variedad CICA 4
en 1973 —procedente de Colombia- por su resistencia
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al insecto, y el IR1529 del IRRI que, después de Jas
pruebas, resultaron resistentes al insecto; paralelo a
ello se intensifica la organizacién del Banco Nacional
de Germopiasma en 1974 y las pruebas al insecto y al
virus de todo el material existente; de igual forma se
evalia un alto numero de lfneas cada afio proveniente
de los ensayos internacionales y como fuente genética
de resistencia, las cuales se confirman en el pais,

La otra linea seguida es el programa dec mejora genética
por hibridacion a paritr de 1971, buscando la incorpo-
racion de genes de resistencia al insecto v, en todo lo
posible, al virus, definiéndose desde 1976 gue no se li-
beraria una variedad susceptible, 1o que se ha cumplido
desde 1981 con la liberacién de 1a J104.

De 1973 a 1993 se trabajé intensamente en la empresa
arrocera Fernando Echenique, en Granma, con el fin de
comprobar la posibilidad de reducir Jas aplicaciones de
insecticidas a partir del empleo de variedades resistentes
v, simultineamente, se evalud Ia presencia de enemigos
naturales y los niveles de Tagosodes semanalmente, para
definir si era posible suprimirlas totalmente e iniciar de
forma gradual Ia introduccién del manejo integrado de
plagas sin riesgos para la produccién.,

Las pruebas de resistencia al insecto se realizaron en el
insectario del Institutoc de Investigaciones del Arroz,
empleando la metodologia recomendada por Jennings
y Pineda (1970) y las modificadas por Orellana y Gi-
narte {1977).

RESULTADOS Y DISCUSION

Como s¢ puede apreciar en la Tabla 1, las variedades
empleadas en la produccién hasta 1967 se caracteriza-
ban por un bajo potencial de rendimiento y suscepti-
bilidad al insecto y al virus de la hoja blanca, de las
cuales alin existen pequefias 4reas de campesinos con
las variedades Cana Verde, Gloria y Century Patna
fundamentalmente, lo que traia consigo continuas
aplicaciones de insecticidas,

Tabla 1. Variedades tradicionales

Resistencia
Variedades

Tagosodes | Hoja blanca Fecha
Honduras S S 1967
Pati Pricto R R 1967
Zayas Bazin ) S 1966
Cafia Verde* S S 1965
Blue Bonet S 5 1967
Gloria® 5 S 1967
Century Patna 231* S S 1967

* Actualmente son sembradas por campesinos v son de bajo po-
tencial de rendimiento de 1,5-3 t/ha



La resistencia genética de las variedades...

La Tabla 2 recoge las variedades que a partir de 1967
constituyeron lo que podemos llamar el inicio del pro-
grama arrocero, conformado fundamentalmente por el
IR 8 de alto potencial de rendimiento, pero suscepti-
ble al insecto v al virus; seguidamente son introduci-
das la IR 160 e IR 480-3-9-3-2 con igual
comportamiento frente al insecto, a Iz que stgue el IR
880 C9, seleccionada en el pais a partir de material
introducide del IRRI y que tampoco cumplia dichos
requerimientos. En 1971 y 1972, cuando hubo una
altaincidencia del insecto y del virus de 1a hoja blanca
en Sanctl Spiritus, 1a produccién arrocera se encon-

traba sustentada en estas cuatro variedades v con vo- |

lamenes superiores al 50% de una misma variedad
(Tablg 3), sobresaliendo el IR 160 con 58% del drea
sembrada en frio y 78% de pérdida en los rendimien-
tos, y el IR 480 en primavera con 63% del drea v
36,8% de pérdida en el rendimiento, destacando que,
a fin de proteger el cultivo, fueron efectuadas seis apli-
caciones de insecticidas, utilizando tres productos a
razén de 2,98 L/ha (Tabla 4), y a pesar de ello no hubo
control del Tagosodes, lo que demostré que estanoesla
via adecuada para el control del insecto.

Tabla 2. Variedades introducidas

. Resistencia
Variedades
Tagosodes | Hoja blanca Fecha
IR8 S 5 1966
IR160 3 S 1967
IR480 S S 1968
CICA 4 R* R* 1973
Naylamp R* R* 1573
IR380-Co 5 S 1973
IR1529 R* t* 1975

* Variedades semienanas con alto potencial de rendimiento
de 5.5-% t'ha.

Tabla 3. Variedades en explotacién 1971.72. Niveles
de afectacidn

Vasiedades | Arcasembrada (%) | Areasembrada (%) | Afectacidn (%)
Frio Primavera
IR8 2 4 26,7
IR160 58 20 77,9
TR480 1 63 86,8
seoo 39 13 29,0

Tabla 4. Productos empleados

Aplicacién | Dias después Producto Dosis en L/ha
de germinado
la, 0-3 Malathion 57% 2,0)
2a. 1015 Dimecron 0,97
3a. 25.30 Toxafeno 2,23
4a. 35-40 Dimecron y [.56
malathion
Sa. 50-35 Dimecron 1,11
éa. 6570 | Malathiony 2,2
toxafeno
Total - - 1 1976 vafio

Aplicacionss de insecticida para sogata: 6.
Fuente. Grupo Nacional de Arroz {1972),

Seguin Reyes {1985}, los insecticldas deben ser usados
como complemento y aplicados en el momento opor-
tuno, pues el uso indiscriminado de productos quimi-
cos reduce los enemigos naturales y predadores,
aumentando la insectorresistencia.

En 1972 se inicia la introduccién emergente de las va-
riedades Cica 4 y Naylamp, procedentes de Colombia,
resistentes al insecto y al virus, y en 1975 el IR 1529
procedente del IRRI, después de un pequerio trabajo
de seleccién, sinllegar a ocupar dreas importantes en la
produccién, manteniéndose el IR 880-C9 como la va-
riedad principal, con niveies superiores al 30%.

Como parte del inicio de 1a consolidacién del programa
de mejoramiento, se libera en 1981 la variedad 104,
proveniente de lineas F4 introducidas de Peri v selec-
cionadas en el pafs, resaltando que afin supera ¢l 60%
de la produccién nacional, con muy buenos resultados
en sentido general (Tabla 5). A ella le sigui6 la Amistad
§2 de ciclo corto en 1983, chtenida por hibridacién en
Cuba; Perla de Cuba en 1985, que adn estd en la pro-
duccién de los CAI, y ambas en la slembra popular, en
ambos caeos de cicle corto; TACuba 14 v 13 en 1986
para ciclo medio, JACuba 17 y 19 de medio; [ACuba
18 y 20 de corto; IACuba 23 para bajos insumos de
agua y fertilizantes, e JACuba 25 tolerante a la salini-
dad, estas seis Gltimas liberadas en 1995, todas ellas de
resistentes a intermedias al insecto Tagosodes orizicolus y
algunas con resistencia combinada. Ello da respuesta a
lo aprobado en 1976 de no liberar una variedad a la
produccién nacional susceptible al insecto Tagosedes
orizicolus.

Como se aprecia en la Tabla 6, cuando se empleaba la
variedad IR880-C9, susceptible al insecto y al virus,
era necesario aplicar insecticidas de tres a cuatro veces
contra el insecto Tagosedes orizicolus como promedio,
con un costo de 3,27 USD/ha por campaiia, y no habia
presencia de enemigos naturales, como se aprecia en
ella. Sin embargo, a partir de la reduccion de estos,
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fueron apareciendo insectos capaces de parasitar los
huevos de Tagosedes, lo que constituye el soporte para
el manejo integrado de la plagas, permitiendo reducir

las aplicaciones de insecticidas desde 12 hasta 2,5 apli-
caciones como promedio, sustituyéndolas siempre que
sea posible por productos biolégicos.

Tabla 5. Variedades liberadas del programa nacional de mejoramiento

No. Variedades Resistenciz - Fecha de obtencidn
Tagosodes Hoja blanca
1 Caribe 1 R R 197§
2 J104 MR 5 1981
3 Amistad 82 R S 1986
4 Perla de Cuba R MR 1990
5 IACubal4 R S 1990
6 1ACuba 13 MR MS 1990
7 1ACuba 16 MR MR 1993
8 IACuba 17 MR MS [993
9 [ACuba 18 R R 1595
10 [ACuba 19 MR MS 1995
11 [ACuba 20 R MR 1993
12 TIACuba 21 MR MR 1995
13 1ACuba 22 MR MR 1995
14 IACuba 23 MR 5 1595
15 1ACuba 24 MR g 1995
16 IACuba 25 R MS 1995
17 [ACuba 26 MR S 1993

Tabla 6. Resultados del trabajo realizado en Granma para la aplicacién del manejo integrado

Variedades Reaccién Aplicaciones Costo USDVha Costo unitario | Enemigos naturales
IR880-C9 S 3 3,27 15,8 —
JR1529 1 3 5,27 15,8 -
Navlamp R 3 5,27 15,8 -
CICA 4 R 3 5,27 15,8 -
Jio4 MR 3 3.27 13,8 -

Ello muestra cémo a partir de liberar laJ104, la estruc-
tura varietal empleada en la produccién de arroz, tanto
en el sector especializado como en la siembra popular y
4reas de autoconsumo de las empresas, estd sustentada
sobre variedades con reaccién de intermedia (MR) a re-
sistentes {R} al insecto, lo que permitié ir reduciendo
las aplicaciones de insecticidas en una primera etapa, y
a la eliminacién total de estas en una segunda, propi-
ciando el incremento de enermigos naturales para Tage-
sedes y otras plagas, enue los que sobresalen
Paranagrus, Tetracnata, Tithus parvice y Gonatopus como
los mas importantes controles biolégicos, ademds de
otros controles naturales para insectos de menor peli-
grosidad, y que antes de dejar de aplicar no estaban
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presentes en las arroceras, permitiendo que a partir de
1993 se pudiera emplear el manejo integrado de plagas
en el cultivo.

Desde el punto de vista ambiental posee un importante
efecto positivo, reflejado en los siguientes elementos.
Se dejan de verter a la atmdsfera cada aflo, solo por este
insecto, 200 t de productos téxicos, y si consideramos
que el manejo integrado de plagas ha permitido reducir
el volumen de aplicaciones de productos quimicos en
un 75% aproximadamente, se han dejado de verter 7
650 t en catorce afos.

Desde 1996 se inicia un programa de siembra popular
de arroz, estableciéndose como principio no propiciar



La resistencia genética de las variedades...

el empleo de variedades susceptibles y, aunque adn se
emplean algunas susceptibles, no rebasan el 3%, sobre

Tabla 7. Después de establecido el manejo integrado

lo cual se trabaja intensamente para sustituirlas por re-
sistentes.

Variedades Reaccién Aplicaciones Cost0s Costo unitario | Enemigos nawrates
J104 MR 0 - - Paranagrus
Perla de Cuba R 0 - - Tetramata
Amistad 82 R 0 - - Tythus parvice
IACubg 14 R 0 - - Gonatopus

En resumen, se puede expresar que la utilizacion de va-
riedades resistentes al insecto Tagesodes orizicolus, prin-
cipal plaga en el cultivo del arroz en Cuba, ha
constituido 1a base para el manejo integrado de plagas
en el cultivo, tanto en la UCAI como en la siembra po-
pular.

CONCLUSIONES

» El trabajo paciente v sistematico de la genética ha
propiciado incorporar los genes de resistencia al insec-
to a todas las variedades cultivadas en la actualidad, v
al virus de la hoja blanca a parte de ellas.

« Con los resultados alcanzados en los Gltimos catorce
afios queda ratificado que la resistencia genética al in-
secto permite la aplicacién del manejo integrado de
plagas, pues se alcanzan los niveles de enemigos natu-
rales necesario para ello.

+ La utilizacién de variedades resistentes ha permitido
dejar de aplicar sélo contra este insecto 200 t de insec-
ticidas cada afio, lo que contribuye positivamente a re-
ducir la contaminacién ambiental y el efecto toxico
scbre los hombres que los manipulan.
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Més de 730 especies de hongos son reconocidos
como patégenos de insectos. Entre ellos unos pocos
han sido considerados seriamente como agentes de
control bioldgico [Smits, 1997].

En Cuba los hongos entomopatégenos Beauveria bassia-
na (Bals.) Vuill, v Metarhizium anisopliae (Metsch.) son
alternativas importantes para combatir un grupo de in-
sectos dafiinos entre los que se destacan el picudo negro
del platano (Cosmopolites sordidus Germar), el tetudn del
boniato (Cylas formicarius var. elegantulus Sum.), el picu-
dito acudtico del arroz (Lissorhopirus brevivostris Suff.) y
el picudo verde azul de los citricos (Pachnaeus litus
Germ.). Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas v Paceilontpees
fumosoroseus {(Wize) Brown y Smith son utilizados para
el control de Bemisia tabaci Genn. en diferentes cultivos
{Estrada, 1997].

Sin embargo la conservacién, reproduccién y estudios
biclégicos de estos patbgenos requieren de medios de
cultivo de alta demanda y valor en el mercado.

El objetivo de este estudio fue evaluar las posibilidades de

un sustrato elaborado con sagt (Maranta arundinacea, L.}
para el cultivo de cuatro hongos entomopatdgenos.

Se utilizaron cepas de Metarhizium anisopliae, Vertici-
Hium lecanii, Paccilomyces fumosoroseus v Beauveria bassia-
na procedentes del INISAV, El sustrato se elabord con
la siguiente composicion; sagd, 100g; sacarosa, 10g;
agar, 10g; y agua destilada, 1 000 mL. Rebanadas de
sag se secaron a 60°C y se sometieron a decoccién por
veinte minutos. Al filtrado, con la sacarosa afiadida, se
Je ajustd el pH y se esterilizé durante veinte minutos a
0,1 MPcal. Los cultivos se incubaron en oscuridad
continua a temperatura de 23 y 28°C seglin la especie

CULTIVO DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS
EN UN SUSTRATO ELABORADO CON SAGU
(MARANTA ARUNDINACEA, L)

Maria de los A. Fonseca, Carmen Guerro y Elsa Suarez

Instituto de Investigaciones Agropscuarias Jorge Dimitrov, Bayamo, Granma

de hongo. Se determind la esporulacién y {a viabilidad
a los doce dias después de la inoculacion.

Se utilizd el medio de cultivo sabouraud dextrosa agar
(SDA) como testigo. Los datos experimentales se pro-
cesaron mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Los hongos alcanzaron, a los doce dias, valores de esporu-
lacién v viabilidad dentro del rango establecido por la
NC 72-03 (1993} en el sustrato sagi-sacarosa (5S) (Figs.
1y 2). Los valores de esporulacién en el sustato 55
fueron superiores a los obtenidos en el medio SDA. para
V. lecanii v P. furosoroseus, en este iltimo con diferencias
significativas; sin embargo la esporulacién obtenida con
M. anisopliae v B. bassiana fue significativamente inferior
con respecto al testigo. Los valores de viabilidad de los co-
nidios en ¢l sustrato S5 fue inferior para los cuatro
medios evaluados, con diferencias significativas para
V. lecanii, M. anisopliae y B. bassiana (Fig. 2); sin embargo,
tados los valores se encuentran dentro del rango de acep-

tacién establecido por la NC 72-03 (1993).

Resultados positivos en el cultivo de hongos entomo-
patégenos en sustratos naturales han obtenido varios
autores [Lujan ef al., 1990; Auld, 1992; Calderén et ai.,
1995 v Fernidndez-Latrea, 1997].

La utilizacién del sagi como componente principal del
sustrato evaluado se fundamenta en la posibilidad de
reducir la cantidad de agar empleado en su elabora-
cidn, debido a su poder gelificante v a su composicién
por elementos nutritivos necesarios para el desarrollo
de Ios hongos en general, como son almidén (27,07%).
albimina (1,56%) v azdcares (4,10%), entre otros
[Montaldo, 1991 }.
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Figura 1. Comportamiento de la esporulacién {Cél /mL}en los medias de cultivo sagli sacaroca
(S. 8.} v sabouraud dextrosa agar (S.D. A} alos doce dias de incubacidn,
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Figura 2. Comportamiento de! porcentaje de germinacion en los medios de cultivo
sagi-sacarosa (SS)} v sabouraud dextrosa agar {SDIA) a los doce dias de incubacidn,
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ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DEL TIZON CAUSADO
POR ALTERNARIA HELIANTHI (HANSF) TAUB AND NISH

EN GIRASOL

Maria { Pueyoy Ana D. Pupe

Laboratorio Provincial de Sanidad Ve

getal. Maceo 22 o/ Angel de a Guardia

y Joaquin Agiiero, Las Tunas, CP 75100

En la provincia de Las Tunas las principales enfermeda-
des fungosas en el cultivo del girasol (Helianthus annuus
L.) son causadas por Erpsiphe cichoracearum DC, Alternaria
helianthi (Hansf) Tub & Nish y Macrophomina phaseoling
(Moub) Ashby [Fernindez, 1973]. Gunter v Amocld
(1986} reportan estos patdgenos en el catdlogo de hon-
gos en Cuba. El tizén constituye una enfermedad de im-
portancia econdmica. Agrawat ef al,, {1979} calcularon
pérdidas del 80% de los rendimientos del cultivo, mien-
tras Carson (1985) sefialé que esta enfermedad redujo
significativamente el contenido de aceite de la semilla.

Enla etapa comprendida desde septiembre de 1997 a
mayo de 1999 se realiz6 un estudio del comporta-
miento epidemioldgico de esta enfermedad en dife-
rentes zonas de la provincia, teniendo en cuenta Ias
épocas de siembra y jas fases fenolégicas del cultivo
en diferentes variedades e hibridos,

En todos los muestreos se registré un incremento del
ataque de A. helianthi, lo que demuestra la alta virulen-
cia del patogeno ante la alta disposicién que tienen di-
ferentes hibridos y variedades. La enfermedad hace su
aparicion desde la etapa de germinacién. Las mayores
incidencias del tizén fueron registradas a partir de la
€poca de floracién, con un incrementa de la infeccién
de la enfermedad hasta la época de maduracién v seca-
do delos granos, que alcanza desde 26-52% de intensi-
dad de ataque y de 51-89% de distribucién (Tablz I).

- Todas las variedades e hibridos del cultivo resultaron
vulnerables al ataque de A. kelianthi, siendo la variedad
Caburé 15 v el hibrido Ketil, de procedencia italiana,
los mas afectados. Los hibridos Alfatic v Flora resulta-
ron los de mejor comportamiento (Tablz 2).

Tabla 1. Por ciento de distribucién e intensidad
de A. helianthi en diferentes fases fenolégicas
del cultivo del girasol

Fases fenolégicas X {por ciento | X (por ciento
de distribucién) { de intensidad)
Germinacién 0,4385 d 0,1873 ¢
Induccion floral 1,3382 ¢ 0,6865 d
Floracién 2,5235 b 1,592 ¢
Formacién del grano 3,0539% a 2,0526b
Maduracién-Cosecha 3,1219 o 2,5349 a

Tabla 2. Por ciento de distribucién e intensidad del ti-
z0n por A. helianthi en variedades e hibridos evaluados

Variedad ¢ hibrido { X de distribucién{ X de intensidad
Alfatic 1,928 ¢ 1,2388d
Alanis 2,052 ¢ 1,3437 be
Caburé 2,28a 1,4463 a
Flora 1,993 ¢ 1,3137 cd
Ketil 2,167 ab 1,3858 ab
Nikil 2,182 ab 1,3142 «d

Los por cientos de infestacion registrados en diferen-
tes niveles de las plantas ratifican que el nivel inferior
y medio son los que alcanzan los mayores valores, ¥y
que en la medida en que se incrementan estos, aumen-
ta el por ciento de intensidad en los niveles superiores,
reinfestando al resto de los 6rganos susceptibles al
ataque (Tabla 3).
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Tabla 3. Por ciento de infeccidn de A, helianth! en diferentes niveles de las plantas a partir

del uso de variedades susceptibles y resistentes

Variedades

intensidad (%)

Nivel inferior Nivel medio Nivel superior
Susceptibles 3,1416a 2,1472 b 1,8993 ¢
Resisterntes 1,6715¢ 1,6216 ¢ 1,11754d

El dismetro promedio de las lesiones fue de 2,3-2,6 mm
sobre hojas. Las lesiones no se limitan sélo a las hojas,
sino que el resto de los érganos aéreos de las plantas
muestran sensibilidad al ataque del patégeno, siendo
mds afectadas las hojas inferiores donde las lesiones
conducen a la necrosis o muerte del tejido afectado, a di-
ferencia de aquellos érganos que se encuentran en el ni-
vel superior.

Humedades relativas por encima de 76% favorecieron
el desarrollo de la epidemia, asi como la presencia de
rocio cuando estos alcanzaron valores de hasta ocho,
no asi cuando los valores oscilan entre tres y cinco, La
enfermedad es favorecida por un amplio rango de tem-
peraturas. En la zona evaluada se registraron tempera-
turas minimas y medias promedio entre 22,7 y 27,5°C
respectivamente, y niveles bajos v algo frecuentes de
precipitaciones. Cuando la fase de mayor susceptibili-
dad de la enfermedad coincide con las condiciones fa-
vorables de humedad y temperatura, se incrementan
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los valores de infeccién; asf en la época de mayor se-
quia las condiciones fueron menos favorables para el
desarrollo de la epidemia, lo que coincide con Kufner
(1987) v Acimovic y Lacok (1991).
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ACTIVIDAD FUNGICIDA DE TRIAZOLES

Y BENZIMIDAZOLES SOBRE COLLETOTRICHUM SPP.,
AGENTE CAUSAL DE LA ANTRACNOSIS

EN LA FASE DE POSTCOSECHA DE FRUTABOMBA

(CARICA PAPAYA L)

Alicia Batlle y Giselle Estrada

instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 No. 514 e/8ta By Sta F.
Playa, Ciudad de La Habana, CF 11600

La frutabomba (Carica papaya) es un cultivo altamen-
te rentable. La comercializacién del fruto se valora en
200 USDY t, v se obtienen altos rendimientos de 56 a
120 t de fruta’ha/ano. Una de las enfermedades de ma-
yor importancia por los dafios que provoca durante la
poscosecha de este cultive y par su alta incidencia lo
constituye la antracnosis, provocada por Colletotrichuan spp.
Muchos han sido los reportes de dificultades en el control
de esta especie de patdgenos, debido a la pérdida de sensi-
bilidad a los productos empleados [Griffe, 1973; Quimio,
1976, Hostachy, 1990; Johanson, 1992; Astda, 1994 v
De Lapeyre, 19971,

Se estudiaron las especies C. eapsici, C. acutatum y C. Glocos-
porioides, aisladas de frutos de frutabornba que presentaban
sintomas de antracnosis. De cada una de las especies se ana-
lizaron cinco aislados. Se prepararon placas de Petri con
medio papa dextrosa agar, envenenado con los fungicidas
prochloraz, thiabendazol, propiconazol v difenoconazol a
las concentraciones 1x10-3, 1x1072,0,1 v 1 pgia/md., y para
¢l thiabendazol se prepard ademds medio con Sug 1.a/mL, v
placas con medios libres de productos que sirvieron como
testigos. Estas placas se sembraron con discos de cada
uno de los patégenos. Se colocaron cuatro placas para
cada concentracidn, incluyendo los testigos. Después
" de cinco dfas de incubadas a 25°C de temperatura y en
la oscuridad, se midié el didmetro de las colonias, v se de-
termind el por ciento de inhibicién del crecimiento res-
pecto al testigo. Los datos de concentracién fueron
transformados a logaritmo, y el por ciento de inhibicién a
unidades Probit [Bliss, 1934]. Con estos valores, y utili-
zando un programa Probit, elaborado en 1996, s2 calculd
la DL;, de cada producto para cada una de las especies en
estudio.

Se obtuve un buen control sobre el crecimiento de es-
tos patégenos bajo la accién de prochloraz. £ gloeospo-

rivides resultd la especie mdas sensible al producto,
requiriendo una dosis ligeramente menor que las otras
especies en estudio, con una DLsy de 0,01ug/mL (Ta-
bla}, aunque se debe sefialar que no existieron diferen-
cias significativas entre las tres especies para este pro-
ducto.

El propiconazol v el difenoconazol mostraron control
sobre el crecimiento de los tres patdgenos, aunque se ¢b-
tuvieron valores de DL, mayores que para el prochloraz
{Tabla), lo cual sefiala la mayor efectividad de este Glti-
mo. Resultados similares han sido reportados por Free-
man v Nizami (1997) para C. acutatum en fresa.

El thiabendazol resultd ser el compuesto que requiere
una mayor dosis para el control de estas especies, mos-
wrando valores de DLy, entre 1,15 v 2,13ug/mL (Ta-
bla). En andlisis realizados con este producto en 1998,
se obtuvieron valores de DLs; que oscilaban entre 0,5 v
0,8 ug/mL. Por tanto, este resultado sefiala una pérdida
de sensibilidad de estos patdgenos a este ingrediente acti-
vo y coincide con muchos casos reportados para el thia-
bendazol especificamente [Hostachy, 1990; Johanson,
1992 vy Astita, 1994]. Este tltimo refiere una marcada re-
duccidn en la sensibilidad al thiabendazol en aislamien-
tos de C. gloesporioides provenientes de plantaciones
comerciales de papava donde el usc de benomyl ha sido
intensivo. Es valido sefialar que el benomyl y el thiaben-
dazol son fungicidas pertenecientes al grupo de los ben-
zimidazoles, con un mecanismo de accién similar
[Davidse e Ishii, 1995]. En este mismo sentido De La-
peyre (1997} encontrd 23% de aislados resistentes al
thiabendazol de un total de 1 350 aislados obtenidos de
45 plantaciones, lo cual influye negativamente en los tra-
tamientos poscosecha con este producto. También han
sido informados casos de tolerancia a otros benzimida-
zoles como el benomy! [Griffe, 1973 y Quimio, 1976]
para Colletotrichum musae.
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Tabla 1. Valores de DLsg (ug/mL) de prochloraz, propiconazol, difenoconazol y thiabendazol

sobre diferentes especies de Colletotrichum

Especies Prochloraz Propiconazol Difenoconazol Thiabendazol
Colletotrichum acutatum DL, = 0.03 DLs, = 0,27 DL, =0.i6 DLs=1,15
Colletotrichum caysici DL, = 0,03 DL,, =0,17 DL, = 0,21 DLlg,=118
Colletoirichum glocosporioides DL; = 0,01 DL, = 0,19 Disy= 0,14 DL;,=2,13

Es muy importante la determinacién de las Ii-
neas bases de sensibilidad a estos productos,
algunos de ellos, como el thiabendazol, son
empleados en los tratamientos de poscosecha
para el control de muchos patdgenos que se de-
tectan en esta etapa del cultivo. Los valores re-
portados en este estudio deben ser tomados en
cuenta en los futuros trabajos que se realicen
sobre este tema.
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DESARROLLO DE UN METODO RAPIDO Y SENCILLO
PARA EL AISLAMIENTO DE ADN DE ESPECIES FUNGICAS
QUE AFECTAN AL ARROZ Y EL TABACO

E. Miranda e lleana Sandoval

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 no. 514 e/5a. By 5a. F,
Playa, Ciudad de La Habana, CP 11600

Los patdgenos fangicos son causantes de graves y se-
vercs dafios en la mayoria de los cultivos de nuestro
pais. Tal es el caso de la pata prieta del tabaco, causada
por el hongo de suelo Phytophthora nicotianae Breda de
Haan, que puede ocasionar graves pérdidas en fase de
semilleros en el pafs, asi como la pudricién de la vaina

del arroz por Sarocladium cryzae (Sawada) Gams &

Hawsks., patégeno recientemente registrado para las
condiciones de Cuba, capaz de necrosar intensamenie
las vainas de las paniculas y provocar manchado y va-
neado de los granos con pérdidas en los rendimientos
[Sandoval et al.,, 1999].

La caracterizacién de Jos hongos mediante marcadores
moleculares puede propiciar un mayor entendimiento
de 1a epidemiologia de las enfermedades, lo que se re-
vertirfa en un mejor control [Crowhurst et al.,, 1995].

Los marcadores RAPD se basan en el PCR, para lo cual
se utilizan cebadores de 10 nucledtidos con una se-
cuencia arbitraria, segn Willlams et al (1990). Los
patrones de bandas obtenidos con cada iniciador sir-
ven para estudiar la variabilidad genética intra e intex-
poblacional de los patdgenos, ast como sus relaciones

taxondmicas.

Estos estudios se hacen generalmente con un nimero
elevado de cepas, por lo que se necesita un método ra-
pido v simple de obtencidn de ADN que permita pro-
cesar una gran cantidad de muestras al mismo tiempo.

En este estudio se presenta un protocolo para la extrac-
cisn de ADN desarrollado en el laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Investigaciones de Sanidad
Vegetal, el cual muestra resultados adecuados para los
fines antes expuestos en relacidn con las especies fangi-
cas S. oryzae y P. nicotianae.

Para la obtencién del ADN se tomd de 0,5-0,75 g de
micelio de los cultivos de fos hongos crecidos en sustra-

10 lquido papa dextrosa, y se trituré en un microtubo
de 1,3 mL con 500 pL de buffer de extraccion (50 mM
Tris-HCl pH = 7,5; 50mnM EDTA, 2% de SDSy 1%
de Na, SO,).

La mezcla fue macerada en el microtubo, se agitd en el
vortex durante un minuto vy posteriormente se centri-
fugd a 6 000 rpm durante diez minutos. El sobrena-
dante fue calentado durante quince minutos a 80°C,
seguido de una extraccién con un volumen de fe-
nol-cloroformo (1.1} y centrifugacién a 10 000 rpm
por diez minutos. Se colectd la fase acuosa v se le
agregd igual volumen de isopropanol. La mezcla fue
colocada en frio durante veinte minutos y centrifuga-
da a 10 000 rpm por espacic de diez minutos. Se dese-
ché el sobrenadante, y el precipitado fue secado a 37°C
durante treinta minutos y resuspendido en 50 ul. de
buffer TEIX pH = 8.

Las concentraciones de ADN obtenidas fueron de
1 a 2 pug/uL, cantidad suficiente para realizar mis de 50
reacciones RAPD. El tiempo total de todo el proceso de
extraccion fue aproximadamente de tres horas. Si-
guiendo esta técnica, y segin las posibilidades précti-
cas de nuestro laboratorio, se pueden llegar a procesar
al mismo tiempo hasta 15 muestras diferentes por un
solo especialista, por lo que se reduce considerable-
mente el tiempo de procesamiento en relacién con
otros métodos. Por ejemplo, con el método de Della-
porta et al. (1983) puede tomar hasta un dia todo el
procesc de obtencion de ADN y, por los volémenes
que se emplean en los momentos iniciales, es muy difi-
cil el procesamiento de seis muestras paralelamente.

Una de las novedades del método es el empleo del ca-
lentamiento a 80°C durante quince minutos para inac-
tivar nucleasas. Muchos métodos de extraccion
emplean en este paso la incubacién con proteinasa K a
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37 °C durante al menos una hora [Boehm, 1999, 0 la
incubacién a 65°C por una hora [Du Teau y Leslie,
1999], per lo que es obvio el ahorro de tiempo que se
obtiene con esta tnnovacién.

La técnica propuesta resultd satisfactoria para la ex-
traccién de ADN de dos representantes de los hongos
de diferentes grupos taxonémicos, Oomycetes y Deu-
teromycetes, con resultados excelentes para su inclu-
sién en los estudios de la caracterizacién molecular de
diferentes aislamientos del patégeno de la pudricién de
la vaina del arroz . orpzae en diferentes variedades v
localidades arroceras del pais.

La técnica ha resultado adecuada ademas para la ob-
tencién de ADN de tabaco v frijol, por Io que es posible
su aplicacién para plantas,
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ESTUDIOS SOBRE EL EMPLEO DE ELICITORES
PARA LA INHIBICION DEL VIRUS DEL MOSAICO
DEL TABACO EN PLANTAS DE TOMATE

Anal. Echemendiay G. Gonzdlez

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal Calle 110 no. 514e/5a By 5a. F,
laya, Ciudad de La Habana, CP 11600

En los Gltimos anos muchos palses entre los cuales se
encuentra Cuba, se dedican al estudio de sustancias
que inhiben muchas de las enfermedades que afectan a
cultivos de importancia econdmica. Generalmente las
plantas responden ante las distintas enfermedades, a
través de la acumulacién de diferentes metabolitos se-
cundarios; entre estos se destacan las fitoalexinas, com-
puestos de bajo peso molecular, que pueden o no
resultar txicos parauna amplia gama de microorganis-
mos. Estos se acumulan en los sitios de infeccién en
cantidades suficientemente grandes como para inhibir
el crecimiento de microorganismos invasores, y el ori-
gen de esta acumulacién es la existencia de ciertas mo-
léculas de origen bidtico y abidtico (elicitores) que
estimulan, aun en la ausencia de microorganismos, la
produccidén v acumulacién de fitoalexinas [Dixon y
Harrison, 1990 v Heath, 1991].

Los elicitores son utilizados como una medida de lucha
contra enfermedades producidas fundamentalmente

por virus v hongos, disminuyende la propagacién de

estos en Jos cultivos. La accién de los inhibidores de la
virosis en las plantas puede ser de dos tipos: inhibidor
de la infeccidn o inhibidor de la multiplicacién; estos
también se pueden clasificar en exégenos y enddgenos,
erudependencia de su procedencia. Dentro de esta Giti-
ma clasificacién se encuentra el MSB, que se ha em-
pleado en la inhibicidn de Fusarium oxysporum vartedad
cubensis, en plantaciones de papava con un control de
miés del 95% [Borges v Ferndndez, 19931,

En rangos de concentraciones bajas, la preparacion del
glucano induce a la proteccién en un rango de
50-100% contra TMV en plantas de Nicotiana sp., no
obteniéndose los mismos resultados en otros cultivos
[Koop et al, 1989 y Rouhier et al., 1993]. Otro elicitor
muy utilizado es & Quitosana, que protege a las plan-

tas contra infecciones sistémicas y locales, causadas
por virosis trasmitidas mecdnicamente. La gran activi-
dad antiviral de la quitosana es observada en plantas de
frijol v, menos eficientemente, en tabaco.

Actualmente existe una gran expectacioén en los siste-
mas de manejo integrado de plagas por la aplicacién
practica del proceso de inmunizacién de plantas, ya
que se considera una de las aproximaciones biocontro-
ladoras que ofrece mejores perspectivas para proteger
las plantas contra las infecciones microbianas, redu-
ciendo al mismo tiempo la contaminacién ambiental,

El objetivo de este trabajo fue probar el efecto inhibito-
ric del MSB combinade con la quitosana ante el virus
de mosaico del tabaco (TMV) en dos variedades co-
merciales de tomate. En el experimento se utilizaron
cuatro variantes (MSB a 100 v 1 000 ppm, MSB a 30 ppm
+ quitosana a 250 ppm, MSB a 125 ppm + quitosana
a 100 ppm}, v para cada una de ¢llas se emplearon 20
réplicas, las que fueron plantas de tomate Lycopersicon
escilentum, Mill. variedades Campbell-28 y Floradel.
Las aplicaciones se realizaron asperjando con un asper-
sor manual 24 horas antes de inocular las plantas con
el virus, Posteriormente se hicieron observaciones dia-
rias para chequear la aparicién de los sintomas, y quin-
ce dias después se aplicsd la téenica ELISA indirecto
para detectar la presencia del TMV [Echemendia et al,
1995].

En el analisis de las plantas tratadas por la técnica
ELISA, los resultados demostraron que en todos los ca-
sos estaba presente el TMV. Esto sefiala que el empleo
de MSB sélo y combinado con quitosana no fue efecti-
vo para la inhibicién del virus en plantas de tomate, va
que no protegi6 a estas contra su infeccion. Los resulta-
dos obtenidos no coinciden con autores que reportan
desde un 40-50 % de inhibicién del TMV en varieda-
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des de tabaco (Nicotiana tabacum, 1.}, con el empleo de
quitosana al 0,1% asperjada 24 horas antes de inocular
el virus. Otros autores también seftalan la faita de inhi-
bicién de este virus cuando se incuba la solucién de
quitosana con el TMV durante diez minutos antes de
su inoculacién, encontrandose condicionado el resulta-
do inhibitorio de esta enfermedad a varios factores,
como son la frecuencia, modo y concentraciones de los
elicitores empleados [Pospieszny et al., 19917, Se sugie-
re ensayar el uso de otras variantes de diluciones, for-
mas vy frecuencias de aplicacién de estos elicitores en
plantas de tomate.
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En la cafa de azticar, nuestro principal cultive, se pre-
sentan numerosos hongos causantes de enfermedades
que pueden destruir Ias plantaciones o provocar gran-
des dafios.

La caiia de aziicar en el mundo se afecta por 137 pato-
logias de origen flingico, de las cuales oficialmente en
Cuba aparecen registradas 33 enfermedades, a pesar de
tenerse fuertes evidencias de la existencia de otras que
pasan inadvertidas.

El presente trabajo se realizé con el objetive de ampliar
el conocimiento sobre Ia presencia de las patologias de
origen flingico en las principales dreas caneras del pais
¥ su caracterizacion taxondmica; determinar Jos aspec-
tos taxonémicos que pudieran facilitar la identificacién
de las especies de los géneros Bipolaris, Fusarium, Phoma
v Colletotrichum, que son los que con mayor frecuencia
se presentaron v los que ofrecen mayores dificultades
para la determinacion; y, a partir del conocimiento de
las especies v de su taxonomia, proponer un sistema de
claves, descripciones e ilustraciones de los hongos pa-
t(')gCFIOS prSﬁI‘LtES en &l lqua para Slﬂ’lphu\.m 3u c‘uag

nostico.

Se detectaron 100 hongos, de los cuales 50 son nuevos
registros v 36 son patdgenos de la cafia de azticar.

Se registran e informan por primera vez para el cultivo
en Cuba los hongos patbgenos Cerebella andropogontis,
Curvidaria senegalensis, Fusarium equiseti, Leptoxyphium
axillatum, Lophodermium sp., Macrophomina phascoling,
Myrothecium roridum y Pythium aphanidermatum.

Se comprobé por primera vez en el mundo la patogeni-
cidad en el cultivo de la cafa de azdcar de! hongo Bipo-

CONTRIBUCION AL ESTUDIO Y DIAGNOSTICO
DE LA MICOBIOTA PATOGENA DE LA CANA DE AZUCAR
(SACCHARUM SP. HIBRIDA) EN CUBA

Tesis presentada en opcién al grado cientifico de Doctor en Ciencias Agropecuarias

laris bicolor v la de Curvularia senegalensis en hojas de
plantas de cafia.

Se demostré que las mejores condiciones para el culti-
vo de las especies del género Bipplaris con fines de iden-
tificacién son en agar agua con fragmentos de hojas de
cafta, hierba de Guinea o Don Carlos, expuestas alter-
nativamente a la luz v a la oscuridad.

Resulté novedoso haber demostrado que los aisla-
mientos del género Fusarium cultivados en condicio-
nes alternas de luz-oscuridad formaron conidios que
permitieron una correcta determinacién especifica, vel
mejor desarroilo de clamidosporas se cbtuvo cuando
los aislamientos se cultivaron en Ja oscuridad. El mejor
medio de cultivo para la conservacién de estos hongos
fue el de agar de papa con fragmentos de papel de filiro,

El medio de extracto de malta y la incubacién a 20°C vy
a 25°C, respectivamente, resultaron validos para [a de-
terminacién de las especies de Phoma v Colletotrichum
aisladas de cafa, v el medio de papa-zanahoria para la
formacién de los apresorios de los hongos de este dlti-
mo género.

Se elaboraron ocho claves para la determinacién de los
grupos, géneros y especies, v las descripciones e ilustra-
ciones de 43 especies de hongos.

Se propone una nueva combinacién para Leptosphaeria
sacchari Breda de Haan, agente causal de la mancha
anujar, que se reubica en el género Phacosphaeria Miva-
ke, por lo que la especie quedatia como Phaeosphaeria
sacchari (Breda de Haan) M. O. Lépez & 1. Sandoval, lo
cual constituye un nuevo aporte para la ciencia,
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