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RESUMEN

DIAGNOSTICO DE VIRUS Y BACTERIAS
EN EL SISTEMA DE MICROPROPAGACION
DEL CULTIVO DEL PLATANO EN CUBA

Gloria Gonzalez, Zenaida Amat, Miriam Castro, Ana L. Echemendia y Yadira Alfonso

Instituto de investigaciones de Sanidad Vegetal. Calfe 110 no. 514 e/5a. By 3a. F,
Playa, Ciucad de La Habana, CP 11600

ABSTRACT

Las posibiidadss que brinda la técnica de micropropagacion in vitro
han permitido obtener vitroplantas de interés econémico, como el plé-
tano Musa sp.} en paises de América ¥ Europa. Esta forma de pro-
duccion presenta ventajas, pero también constituye un riesgo por la
posible diseminacion de enfermedades virales y bacteranas. En
Cuba existen numerosas biofabrices destinadas & este cultivo, por lo
que es necesario poseer sistemas de diagnéstico que permitan fa ell-
minacicn de materales infectados antes de la micropropagacion.

Para esto se realizaron purificaciones, aisfamientas. obtencidn de jue-

gos diagnostico y estandarizacién de las fécnfcas ELISA-DAS ¥y
ELISA-Indirecto para Erwinia crysanthemi, agente causal de {a necro-
sis def cormo v el virus del mosaico def pepino (CMV]. Los anafisis
realizados parmitieran la deteceidn de ambos patégenos en diferentes
provincias de Cuba. incluso en donantes asinfamaticos, fo que confle-
vd a la confeccidn de una norma de estricio cumplimiento para su con-
trof fiosanitario, lo que representa ung medida mas en el progrema de
manejo infegrado en el cultivo del pldtano.

Palabras claves: diagndstico de cuftivo de tajido, Erwinia crysanthemi,
virus del mosaico def pepino, ELISA-DAS, ELISA-Indirecto, inmu-
noensayo

The oppartunities which offer the micro-propagation techniques i vi-
tro” have faciitated to abtain vitropiants of economic crops, fike bana-
na (Musa sp.) in severai countrias of America and Europe. This fype of
repraduction has many advantages, but also is a risk as a mean of
spread both virus and bacterial diseasss. In Cuba, there are many tig-
sus culture faboratorias propagating bananas, which represents the
need fo own an efficient diagnosis system fo eliminafe any infected
material before micropropagation. In order to this, we isolated Enwinia
chrysanthemi bacterfa causal agent of Rhizome necralic and perfor-
med purification of Cucumber Mosaic Virus particles, causal agent of
hanana commorn mosaic and develop and standardized diagnostic
kits for ELISA-DAS and ELISA- Indirect immunoassay. Results sho-
wed the presence of CMV and E. chysanthemi in severafl provinces
and in symptomiess donors. Forthis cause, we proposed guideline ru-
Jes vihich must be executed to conirol these pathogens.

Key words; fissue cuffure diagnostic, Envinia crysanthem, Cucumber
masais virus, ELISA-DAS, ELISA-indirect, inmunoassay

INTRODUCCION

T

L2 demanda cada vez mayor de semillas de diferentes
cultivos de importancia econdmica v las posibilidades
que ofrece la técnica de micropropagacion, han permi-
tido la obtencién de plantas como cafia de azticar, papa
y plétano, en condiciones in vitre o en laboratorio
{Smith v Hamill, 1991].

Debido a esto, es muy importante que los donantes
que aparentemente estén libres de virus y bacterias
sean sometidos a técnicas sensibles de diagnéstico an-
tes de la micropropagacién para evitar lag posteriores
afectaciones en las plantaciones. '

En Cuba. en los altimos anos, se ha incrementado el
ntmero de laboratorios dedicados a la produccién co-
mercial de vitroplantas (biofdbricas) destinadas princi-
palmente al cultivo del platano, ubicadas en diferentes

provincias, Jo que hace posible que se mcorporen al
proceso de micropropagacion materiales infectados
con el virus del mosaico del pepino {CMV} y con la
bacteria Erwinig chrysanthent, patogenos distribuidos
en el pais v que causan reducciones en fos rendimientos
en un 30 v 54,7% respectivamente,

Por esta causa, y considerando la importancia que po-
see asegurar €] estado fitosanitario de las vitroplantas
para su comercializacién y lograr un alto nivel de sa-
neamiento en las plantaciones, se realizaron investiga-
ciones encaminadas a la estandarizacién de técnicas de
diagndstico de alta sensibilidad, cumpliendo los si-
guientes objetivos:

. Preparacién del inmundgeno, obtencién de inmuno-
sueros v estandarizacién de la técnica ELISA-DAS

Sfitosanidad’s
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[Clark v Adams, 1977 pava et diagnostico de E. chrpsanthe-
mi, v Ia comparacién en cuanto a la sensibilidad con la
siembra en el medio de cultivo OVM [Rivera ef al,
19871,

2. Método de purificacién, obtencion de inmunosue-
ros v estandarizacién de la técnica ELISA-Indirecto
para el diagndstico del CMV.

3. Sensibilidad de las técnicas de diagnéstico utilizadas
ante diferentes grados de infeccion enlos donantes de
platano.

4. Comprobacién de la aplicacién de las técnicas de
diagnéstico en diferentes provincias mediante mues-
treos a determinadas plantaciones.

MATERIALES Y METODOS

Preparacién del inmunégenc, obtencién de inmuno-
sueros y estandarizacién de la técnica ELISA-DAS
[Clark v Adams, 1977] para e] diagndstico de E. chrysante-
mi v la comparacién en cuanto a la sensibilidad con la
siembra en medio de cultivo OVM [Rivera ef al,
19871,

Para los estudios realizados se utilizé la cepa Ech-84 de
E. erpsanthemi procedente de la coleccidn del Instituto
de Investigaciones de Sanidad Vegetal de Cuba.

El inmunégeno se obtuve a partir de la recoleccion de
cultivos de esta cepa con 48 horas de crecimiento en
agar nutriente, los que se resuspendieron en solucion
fisiolagica al 0.85%. Se centrifugaron a 7 000 rpm por
10 minutos, tomando el pellet por resuspensién y eli-
minando el sobrenadante, operacién que se repitid tres
veces. Finalmente se resuspendié en solucién salina v
s¢ ajustd la concentracién en un espectrolotometro a
valores de 0.46 DO.

Para la inmunizacién a conejos se emulsificaron 2,5 mL
de la suspensién bacteriana con 2.5 mL de adyuvante
incompleto de Freud, comenzando con una primera
inveccién de forma intramuscular, A los 20 dias mas
tarde se iniclaron las invecciones intravenosas con in-
tervalos de dos dfas hasta llegar a seis en total, con sus-
pensiones bacterianas de 2,5: 0.5 1; 2, 3 v 4 mL
respectivamente, Después de siete dias de la tltima in-
yeccién, se hizo la titulacién del inmunosuero obteni-
do. Los animales fueron sacrificados v la sangre fue
mantenida a 37°C durante dos horas, y mds tarde a
4°C por 16 horas. Al separarse el plasma del codgulo se
centrifugd a 2 000 rpm por 10 minutos, conservindola
en recipientes con azida sédica al 0.03%.

La calidad del suero obtenido se verificd por aglutina-
cién en tubo v por inmunoflucrescencia indirecta.

Las muestras de los rizomas se prepararon tomando
asépticamente tejido de las yemas laterales y del cuello,
hasta completar 2 g por cada uno. Segutdamente se ho-
mogencizé con 2 mL de PBS mas 0.05% de tween, 1%

&/ fitesanidad

de polivinil pirrolidona v 0,2% de ovoalbimina a
pH 7.4.

Estos extractos fueron también utilizados para la siem-
bra en el medio de cultivo OVM, v las placas fueron in-
cubadas a 30°C durante 48 horas, después de las cuales
se realizd el conteo en un microscopio estereoscdpico.

La téenica ELISA-DAS se realizd segn Clark y Adams
(1977}, v como controles positivos se utilizaron sus-
pensiones bacterianas de E. chrpsanthemi a concentra-
ciones de 10%ufc/mlL, ajustadas en espectrofotdémetro y
evaluadas por conteo de colonias. A partir de estas sus-
pensiones se hicieron ocho diluciones decimales, que
se valoraron por la técnica ELISA y en el medio de cul-
tivo OVM con el fin de establecer la sensibilidad del
métode empleado.

La confiabilidad del método se determiné por el anali-
sis de 94 muestras, 48 con sintomas y 46 asintomati-
cas, v se establecieron los limites de los valores en cada
caso,

Meétodo de purificacion, obtencidn de inmunosieres
 estandarizacidn de la téenica ELISA-Indirecto
para el diagndstico del CMV

El aislado del CMV utilizade procedié de plantas de
platano infectadas, v fue mantenido en plantas de Ni-
cotiana tabacum L. variedad Xanthy-nc en condiciones
de casa de cristal, las que constituyeron el indeulo para
realizar las purificaciones virales. Para la purificacién
se utilizé el método de Caswro v Bzavin {1992},

La obtencién del inmunosuero se realizé mediante un
esquema de inmunizacién de cuatro inyecciones sub-
cuténeas y de una intravenosa a intervalos semanales,
con una concentracién de Img'mL. La calidad del sue-
ro obtenido se verificé por la técnica de doble inmuno-
difusién en agar.

Las muestras se prepararon por maceracion de g de
tejido de hojas de platano, con | mlL de tampon
PES-tween, mas 2-mercaptoetanol al 0.05%.

La técnica ELISA-Indirecto se realizd segdin Clark y
Adams (1977), v como controles positivos y negativos
se utilizdé la purificacién viral, asi como piantas de
platano sanas e infectadas con el virus. Las muestras
se prepararon por maceracion de 1g de tejido de hojas
de platano, con 1 mL de tampdn PBS-tween, mas
2-mercaptoetanol al 0,05%.

La sensibilidad se determiné mediante una curva de
dosificacién de la purificacion viral, mientras que la es-
pecificidad v confiabilidad por la comparacién del ané-
lisis de 47 nuestras por la técnica de dot-blot.

Sensibilidad de las técnicas de diagndstico utilizadas
ante diferentes grados de afectacion de los donantes

Con el objetivo de conocer la sensibilidad de las téc-
nicas de diagnéstico para la deteccién det CMV y de
E. chrysanthemi se tomaron muestras de rizomas y de hi-
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jos de 30 plantas de pldtano asintomadticas y con dife-
rentes grados de afectacion, en reas de este cultivo
ubicadas en las provincias de Ciego de Avila v La Haba-
na, las que fueron sometidas al proceso de obtencién
de vitroplantas.

Para el diagnéstico de estos patdgenos se utilizaron las
téenicas ELISA-DAS, siembra en medio de cultivo
OVM y ELISA-Indirecto.

Comprobacidn de la aplicacidn de las téenicas
de diagndstivo en diferentes provincias mediante muestreos
a determinadas plantaciones de plitano

Se evalud la aplicacién de estos mérodos en Jas biofa-
bricas y laboratorios provinciales de Sanidad Vegeral
a posibles donantes en determinadas plantaciones de
plitanc en las provincias de Villa Clara, Ciego de
Avila, Camagtiey, La Habana, Pinar del Rio, Sanct
Spfritus, Holguin, Las Tunas, Santiago de Cuba,
Guantanamo v Granma,

El nimero de donantes seleccionado estaba en depen-
dencia de la cantidad de materiales que cada biofabrica
podria asumnir en su proceso de micropropagacidn.

El diagnéstico de CMV se realizé por la técnica
ELISA-Indirecto a las hojas de los hijos de las plantas
donantes, mientras que la determinacién de Erwinia
chrpsanthemi se realizé por la téenica ELISA-DAS o me-
dic OVM al material obtenido del rebajado del cormo.
Ambos andlisis se realizaron anteriormente a la entra-
da de los donantes al drea estéril de las biofibricas.

Se verificé, durante ei desarrollo de este wrabajo, la po-
sibilidad de realizar los muestreos de forma coordina-
da entre el personal de las biofabricas v los especialistas
de los laboratorios de Sanidad Vegetal, la rapidez en el

procesamiento de las muestras v la eliminacion de
aquellas que presentaban infeccién por virus y/o bac-
teria.

RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion del inmundgeno, obtencién de inmunosueros
v estandarizacidn de la téenica ELISA-DAS

{Clark y Adams, 1977] para el diagndstico

de E. chrysanthemi y laz comparacidn con la siembra
en medio de cultiveo OVM [Rivera et al,, 1987}

El titulo del inmunosuero obtenido de E. chrysantheni
fue de 1/2 560 por aglutinacién, y de 1/6 400 por in-
munofluorescencia.

Enla determinacion de los pardmetros de trabajo de la
téenica ELISA, los mejores resultados se obtuvieron
con el recubrimiento de la IgG G purificada a concen-
traciones de 4 ug/mlL, y el conjugado con fosfatasa alca-
lina en una dilucién de 1/200.

El suero utilizado no reconocis los cultivos de los sa-
préfitos que ofrecieron valores desde 0,01 hasta 0,03
de DO {densidad éptica).

Las cuarenta y ocho que mostraron sintomas fueron to-
das positivas por ELISA y por siembra en el medio de
cultivo OVM. Los valores de absorbancia en la primera
estuvieron en un rango desde 0,49 a 1,65 de densidad
éptica, y ol conteo poblacional en OVM fue desde 4,1 x10%
hasta 9 x 10% ufe/mL.

De las 46 muestras sin sintomas, 17 resultaron positi-
vos en OVM, v tres en ELISA, v sus poblaciones iban
desde 2,1 x 10 hasta 1.6 x 107 ufe/mL. Las 14 muestras
negativas en ELISA tenfan niveles poblacionales por
debajo de 16 (Tabla I).

Tabla 1. Resultados obtenidos al analizar los materiales infectados con E. chrysanthemi

ELISA-DOS Medio OVM
Sint Cantidad
intomas de muestras Por ciento Por clento Por ciento Por ciento
de muestras de muestras {—} de muestras de muestras {-)
Sintomaricas 48 160 0 100 0
Asintomaticas 46 6,3 ! 37 63

Meétodo de purificacion, obtencidn de inmunosueros
¥ estandarizacidn de la técnica ELISA-Indirecto
para el diagndstico del CMV

En las purificaciones realizadas del CMV se obtuvo
una concentracién de 3mgml. El tirulo del inmuno-
suerc obtenido fue de 1/16, v las mejores diluciones de
la IgG vy del conjugado con fosfatasa alcaling fueron de
1/17000 y 1/2 000 respectivamente.

La sensibilidad de la técnica ELISA-Indirecto fue de
3pgmL, v la sensibilidad, especiticidad y confiabilidad

con la técnica del dot-blot fue de 96%, 88,8% y 96,9%
en cada case. ' ’

Sensibilidad de las técnicas de diagndstico utilizadas
ante diferentes grados de afectacion de los donanies

Los resultados obtenidos al analizar donantes de plata-
no provenientes directamente de la procduccién se re-
flejant en la Tabia 2.

Sfitosanidad!7
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Tabla 2. Resultados obtenidos al procesar donantes de platano procedentes de axeas

de produccion

Muestras Donantes Con CMV |Con E. chrypsanthemi P%In\?i,mo de vi Lrolga;};jiigiije
Asintométicas 20 5 15 40 66
Rizomas afectades 10 - 10 - -

Hojaz afectadas 10 10 - 5 -
Total 40

Las muestras asintomaticas manifestaron infecciones
por el CMY v por la bacteria E. chiysantheni, la que
fue puesta en evidencia mediante las téenicas de diag-
nastico utilizadas.

En ambos casos se obtuvieron vicroplantas en cultivo
in vitro, libres de virus v bacterias (Tabla 2} con dife-
rentes valores en la efectividad del tratamiento, Los
rizomas infectados presentaron grados 2 y 3, corres-
pondientes a afectaciones del 25 al 50%, v mayor del
50% causados por E. chrysanthemi, que no pudieron
ser obtenidas en el proceso de micropropagacion de-
bide a la misma infeccitén que provocd su muerte.

Las diez muestras con sintomas de mosaico en forma
de ravas clordticas perpendiculares al nervio central v

a veces discontinuas, correspondieron al virus del
mosaico del pepino. El total de ellas fue obtenido en
cultivo i vitre, pero solo el 50% resultd estar libera-
das del virus.

Comprobacion de Iz aplicacion de las téenicas
de diagndstico en diferentes provincias mediante
muestreos a determinadas plantaciones de plétane

Como resultado de la aplicacion de las técnicas de
diagnéstico se detectd la presencia de donantes infec-
tados por virus v bacterias (Tabla 3), los cuales no pre-
sentaban sintomas visuales y fueron retirados del
proceso de micropropagacion,

Tabla 3. Determinacién de donantes infectados antes del proceso

de muitiplicacién del platano

Provincias Ng. de donantes CMVI{+} E. chrysanthemi {+)

Villa Clara 975 - -
La Habana 538 10 11,3
Clego de Avila a3 - 9.3
Camagtiey 173 17,3 -
Pinar del Rfo 20 - -
Sancti Spiritus 24 - -
Holguin 63 - -
Las Tunas 100 - -
Santiago de Cuba 2375 - -
Guantinamo 150 - -
Granma 1 381 - -
Toral 5314
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En el caso de las bacterias, Hayward {1974) planted
que el desconocimiento de infecciones latentes o sin
presencia de sintomas se debia a la baja sensibilidad de
los métodos aplicados para su deteccion,

Autores como Cooke ef al. (1992) indicaron que dife-
rentes especies de plantas, inoculadas con Agrobac-
terium tumefaciens v Xanthomonas campesiris, se desarro-
llaron satisfactoriamente durante el proceso de micro-
propagacién, para después, al ser transferidas al
campo, mostrar sintomas de agallas en el cuello, man-
chas v necrosis en las hojas, caracteristicas de estos pa-
togenos.

Chueca ¢f al. {1997} apuntaron gue el riesgo de obte-
ner vitroplantas infectadas por bacterias, al utiiizar do-
nantes libres de estas es adn mavor, si se considera que
en ocasiones no hay signos visibles ni en los tejidos ni
en el medio de cultivo, va que estos patdgenos no cre-
cen en los medios usuales de cultivo de tejidos.

Otros investigadores informan la importancia de la
deteccién de enfermedades bacterianas latentes en la
introduccién de materiales en un pafs, va que viwo-
plantas con Pseudomonas solanacearum, sin sintomas vi-
sibles, fueron enviadas a pafses como Hawali v
Australia {Robinson, 1994].

En el estudio realizado, las téenicas ELISA-DAS y me-
dio selectivo OVM, son capaces de detectar concen-
traciones de 105 v 10% ufe/mL respectivamente [Rivera
¢t al, 19877 que aseguran un alto nivel de deteccion, lo
que fue comprobado por Rivera y Larrinaga en 1990 al
detectar 17 muestras de platano infectadas, de un total
de 46 que no mostraban sintomas.

El CMV puede presentarse indistintamente en diferen-
tes partes de las plantas de platano, v slo aparece ge-
neralmente cuando estas tienen bien desarrollados
varios hijos, por lo que a veces los jovenes retofios no
presentan sintomas [Yot-Dauthy y Bové,1966].

Al procesar materiales infectados con virus y bacterias
se obtuvieron vitroplantas en cultivo i vitye, libres de
estos patgenos, con valores en la efectividad del wrata-
miento, que coinciden con lo sefalado por Surga
(1988) v Cocke et al. (1992), cuando s6lo detectaron
un 67,6% de plantas liberadas del virus del mosaico del
pepino y el mantenimiento de infecciones latentes por

las bacterias respectivamente, lo que nos indic6 que- -

por st solo el cultivo de meristemo no es un método de
saneamniento total de matetiales infectados.

Por otra parte, Ja no obtencién de vitroplantas prove-
nientes de rizomas infectados coincidié con lo observa-
do por Cooke et al. (1992), al inocular cuatro especies
de bacterias en plantas de delphinium y aster.

En lo relativo a tas plantas infectadas por virus, los re-
sultados reafirman las ideas planteadas por Berg y Bus-
ramante (1974), Gupta (1986} y Surga (1988), sobre

la no posibilidad de obtener un saneamiento total de
plantas infectadas por virus.

Durante el estudio realizado en condiciones de produc-
cién no se detectd una alta incidencia de virus v bac-
terias, pero st consideramos que de cada donante se
obtienen 10 000 vitroplantas como produccién final
de cada biofibrica, la garantia de comercializar
materiales sanos v la seguridad de producir plantas de
platano con alte nivel fitosanitario sustenta la incor-
poracién de las téenicas de diagnostico antes de iniciar
¢l proceso de micropropagacion. Ademds, se pudo veri-
ficar en la practica la posibilidad de realizar este traba-
jo coordinado con las partes interesadas, asi como
eliminar del proceso aquellos materiales infectados.

CONCLUSIONES

s Los anilisis realizados permitieron la deteccion de
Erwinia crysanthemi y del virus del mosaico del pepino
{CMV) en difrentes provincias de Cuba, incluso en do-
nantes asintométicos de vitroplantas de platano.
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDOS
GRASOS DE TUBERCULOS DE PAPA AFECTADOS
POR RALSTONIA SOLANACEARUM

Y ERWINIA CHRYSANTHEMI

B. Suarez y Marusia Stefanova

instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 nc. 514e/5a. By B¢ F,
Plava, Ciudad de La Habana. CP 11600

RESUMEN

Por cromatogrefia gasecsa se realizd el analisis de fos dcidos gra-
68 en tubérowlos de papa con diferentes grados de afactacian por
Ralstoriz soianacearum y E-winia chrysanthemi. £n log tubgroulos
afectados por &l primer patdgeno se dstectaron los acidos 14:(0.
16:0, 18:G, 16:1, 18:1, 17:0 ¢ic y 14:0 30K, con una mayor participa-
cidr (59.5%) del deido 181 en el perfil del grado 1 (coloracion parda
de los haces vascilares). Los tubérouios dafiados por £. chrysanthe-
mi, del grado 1, presentaron un perfil compuesta por 16:0, 16:1, 18:7
y 14:0 30H. &l correspondiente a las grades 2 y 3 de afectacion ftefi-
dos blandos) ademas incluyd una pequefia cantidad del acido 4.0,
! g diferencia cualitativa entre l0s tubdroulos afectados por ambos
paldgenos esta dadia por g presencia de 17.0 cic para R, solanacea-
rum v el 14.0 30H para E. chrysanthemi. &/ perfil de fos doidos gra-
208 de los fubérewlns sanos resuftd compuesto por 18:0 y 18:1.

Paiabras claves: Erwinia chrysarthemi, Ralstonia solanacearun,
acidog grasos, papa, cromatografia gasensa

ABSTRACT

A pas chromatography analysis was made of the faity acids confined
in potato tubers affected at various degrees by Ralstonia solanacea-
rum and Erwinia chrysanihemi. In the fubers bearing the first of the-
se bacteria the following acids were defected | 14:0. 16:0. 17.0 cyo
and 18:1, the latier with larger participation 59.5% in the degree pro-
file {prown colouring of vascular boodles ). The tubers damaged
by E. chrysanthemi &t degree 1 presanied a profile made up of 14.0
30H, 181 and 181, corresponding to degrees of affectation 2 and 3
(soft tissues) including moreover a smafl amount of 14:0. The guali-
tative differance batween the tubers affected by both pathogens resi-
de in the 14.0 S0H present in those beanng E. chrysanthemi ang in
the 7.0 cyc for R. solanacearum, The fatly acids profile of the
haaithy tubers was compound by 16.0 and 18:1.

Key wards: Erwvinia chrysanthemi, Ralstonia solanscearum, fatty
acids, pofato, gas chiromatograpfty

INTRODUCCION

Emre Jas bacterias fitopatdgenas que afectan a la papa
{Solanum tuberosum L.) v se transmizen por los tubércull;s
se encuentran las especies Eysinia chrpsanthemi Burk et al.,
y Ralstonia solanacearum {Smith} Yabuchi et al,, esta -
tima objeto de cuarentena en el pais,

La importancia de la calidad fitosanitaria de las semi-
lias ha motivado el desarrollo de técnicas de proce-
dimientos rapidos de deteccién ¢ identificacidn combt-
nadas con la especificidad vy Ia capacidad de analizar
un mayor namero de muestras.

Las técnicas cromatograficas en la Gltima década han
demostrado que es posible distinguir a los microorga-
nismos sobre la base de los acidos grasos presentes en
la pared celular [De Boer and Sasser, 1986; Roy, 1988;
Wells et al, 1993]. La composicién de sus perfiles ha
permitido también diferenciar cepas virulentas, pro-
furidizar en la clasificaclon infra e intraespecifica de las
bacterias, definir el origen de la infeccién detectada v
tipificar poblaciones bacterianas en las plantas o la

flora del suelo [Fatwy er al, 1989; Samson and Sau-
nier, 1987 Janse, 1991; Kori et al, 1992; Zherebilo e
al., 1992; Zherebvlo and Vyshtalyuk, 1992].

En un estudio anteriormente realizado se determiné
la composicién de los dcidos grasos de cepas de R. so-
lanacearum v E. chrysanthemi, y se demostrd su homo-
geneidad dentro de una misma especie y la marcada
diferencia de su contenido entre las especies estudia-
das [Suérez v Stefanova, 1992].

Analizar la posibilidad de la cromatografia gaseosa
para determinar la presencia de las bacterias fitopat6-
genas anterformente mencionadas en tubérculos de
papa, fue el objetivo del presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

‘La primera parte se desarrollo con tubérculos de papa

de la variedad Desiree, inoculados artificialmente con
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las bacterias R. Solanacearwm {(cepa P-420) v E Chrysanthe-
mi {cepa L-31), segin el método de De Boer and Kel-
man {1978); en la segunda se emplearon tubgrculos
naturalmente infectados con diferentes grados de
afectacién. Para el andlisis se tomaron de manera
aséptica pequenas porciones de tejido en la zona del
anillo vascular préxima al estolén. Se analizé un total
de 50 muestras de tubérculos con afectacién produ-
cida por R. selanacearum, de ellas 30 inoculadas y 20
afectadas naturalmente por e] patégeno. Igual name-
ro de muestras fue procesado para la bacteria L.
chrysanthemi. Se cmpled el método de Miller and Ber-
ger (1983 consistente en una saponificacion seguida
por una metilacién donde los 4cidos grasos liberados
se convierten en ésteres metilicos para ser procesados
por cromatografia gaseosa.

El andlisis se realizé en un cromatdgrafo gaseoso
CARLO ERBA Modelo FRACTOVAP 2450, con do-
ble columna de 3 m x 2 mm ID rellenas con SP-2100
al 3% sobre Chromosorb W HP DMCS 1007120
mesh, detector de jonizacién por llama y programa-
dor de temperatura.

Se calculd el porcentaje de participacion de cada
uno de los dcidos grasos sobre la base del drea ocu-
pada por ellos en los perfiles hallados. Se compard
la composicién de dcidos grasos de ias muestras en-
fermas y sanas,

De cada una de las muestras procesadas se efectud el
aislamiento en medio de cultivo, con vistas a compro-
bar la presencia de ambos patégenos por el método
tradicicnal. Para E. chrpsanthemi se utilizd el medio
KB [Kingetal, 1954] v para R. solanacearum el medio
TZC [Kelman, 1954].

RESULTADOS Y DISCUSION

No se observé diferencia cualitativa en la composi-
cién de dcidos grasos correspondiente a tos grados 1,
2 v 3 de afectacion por R. solanacearum, y fue consti-
tuida por los dcidos 14:0, 16:0, 16:1, 18:1, 170 cicy
j4:0 30H con una mayor participacion del 18:1 enel
perfil del grado 1 {59,5%; v de 50,0% en los grados 2
v 3. Se noté un pequefio cambio cuantitativo en los
4cidas 17:0 cicy 16:1, cuva cantidad se incrementd li-
geramente en estos grados de afectacion (Tabla 1},

Tabia 1. Perfiles de acidos grasos de tubérculos de papa con diferentes grados de afectacion

nor Ralstenia solanacearum

Acidos grasos Tubérculos sancs Té]::él?ul()S 'Tubércuios A.islami:?mos
rado | Grados 2-3 R, solanacearum
L0 2.6 4,0 2,84
80 31,0 283 9.2 32,22
18:0 - - - 0.3
161 - 3.5 6,4 26,54
18:1 63,0 593 30,0 21,50
17:0cle - 6.3 10.2 G,47
14:0 30H - - - 3.31

Los tubérculos con los grados 2 v 3 de afectacton por
E. chrysanthemi presentaron una composicién confor-
mada por cinco 4cidos 14:0, 16:0, 16:1, 18:1 v 14:0
3OH. entre los cuales se destacan el I8:1 con un
55,4% vy el 16:0 conun 25,1%. El acido 14:0 noseen-
contrd en el perfil correspondiente al grade 1 de afec-
tacién, ademas hubo un incremento del 18:] y 16:0
en comparacion con los grados Z v 3 {Tabia 2.

Si se compara la composicién de dcidos grasas de las
muestras de tubérculos de papa afectados por R. sola-
nacearwm v por E. chyysanthemi se puede observar que,
a pesar de que existe una similitud respecte a los dos
4cidos de mayor incidencia {16:0 y 18:1), también
hay una diferencia cualitativa dada por la presencia

1 Zffitesanidad

del 17:0 cic en el perfil de los afectados por R. solana-
cearwm, 10s que no estdn presentes en el perfil de los
afectados por E. chrysanthemi (Tablas 1y 2). La dife-
rencia cuantitativa radica en el dcide 16:1 con una
participacién de 11,2% en los tubérculos afectados
por E. chrysanthemi y de 6,4% para los de R. splanaced-
rum. Este dcido graso estd ausente en los tubérculos
sanos que presentaron un perfil compuesto por dos
ictdos sclamente,16:0 v 18:1.

Los perfiles de los acidos grasos extrafdos directamen-
te del tejido vegetal resultaron algo diferentes de sus
semejantes obtenides a partir de cultivos puros {Ta-
Blas I v 2), lo cual concuerda con lo sefialado por Roy
(1988} para casos semejantes,
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Tabla 2. Perfiles de acidos grasos de tubérculos de papa con diferentes grados de afectacién

por Ralstonia solanacearum

s pass | Tubbiossanes | TWEI | Ty | At
14:0 - 2,3 3,02
16:0 3L0 25,1 29,12
18:0 - - -

16:1 - 1i.72 35.91
181 63,0 G 534 20,32
14:0 3011 - 3.4 7,14

En el cultivo de la papa, tanto R. solanacearum
como E. crysanthemi afectan los haces vasculares
de los tubéreulos, v pueden estar en forma latente
causando una decoloracién de los tejidos en el sitio
del estolén. La diferencia entre los acidos grasos en
tubéraulos con grado 1 de afectacidn por las bacterias
sefiala que mediante esta técnica puede ser reconoci-
da la infeceién por uno o por el otro microorganismo
cuando sintomatolégicamente no pueden ser distin-
guidos. El andlisis de acidos grasos celulares ha sido
seflalado por Janse (1991} para la determinacidon de
razas, blovares y en la discriminacidn de aislamien-
tos avirulentos de R, selanacearuwm. Aungue los resul-
tados de este estudio son preliminares resulta
importante continuar la investigacion para conocer &
alcance real de la técnica como método de diagnéstice
para ambos patdgenos, e incluir a Emvinia carotovora
subsp. carotovora y Erwinia carotovora subsp. atroseptica,
especies que también afectan la papa,

CONCLUSIONES

« Los perfiles de los 4cidos grasos de tubéreujos afec-
tados por R. selanacearum v E. chrysanthemi mostraron
diferencia cuantitativa v cualitativa, por Io que se
hace necesario continuar v ampliar los ensayos para
confirmar la repetibilidad y estabilidad de los resuita-
dos que la técnica ofrece para el diagnéstico de estas
bacterias en papa.
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RESUMEN

ABSTRACTY

En esle trsbajo se informan los principales hongos palogénicos y
epifificos gue se presentan en las diferentes partes de las plantas ds
frijol (Praseclus vulgaris L.} registrados para Guba. Se ofrece una
brave descripcion de algune« =species y seé comenta la naturaleza
parasitica, € Vifitica o antagdnica de las especies fratadas. Se consi-
dera que siex de las espacies enconiradas de naturaleza epifiicay
patogénica gon nuevos registros poa el cuilive, v cinco  de elias
constituyen nuevos registros para fa micofiora cubana .

Palsbras claves: friiof. micobinia patcgénica, micohiota epifitica, mi-
cobiota aniagonica, Cuba

In this paper several pathogenic and epiphytic speciss presented on
different parts of bean plants ( Phaseolus vulgaris L.) are regisfered
in Cuba. Some species are briefly described and their parasilic,
epiphytic or antagonistic nature is discussed. Seven species are new
recerdto this crop. and five of them are new records to Cuban bean
mycobiota,

Key waords: bean, pathogenic mycobiota, epiphytic mycobiote, anta-
gonistic mycobiofa, Cuba

INTRODUCCION

El cuitivo del frijol tierie una gran distribucién en las
dreas tropicales v suburopicaies del mundo, y princi-
palmente en América constituye un importante aii-
mento, fuente de proteinas v calorfas. La produccion
de este cultivo se ve afectada por una gran cantidad
de enfermedades, y entre las de origen fingico se
destacan como principales la rova, la antracnosis, el
mildew polvoriento, la mancha anular y el tizén sure-
Ao fFarretal, 1985].

Para Cuba han sido descritas numerosas enfermeda-
des que han provocadc dafios de importancia en este
cultivo [Fernandez, 1973; Armeld, 19867

Tomando en cuenta esios elementos, este trabajo tie-
ne como objetivo relacionar v actualizar fas enferme-
dades fingicas que se han registrado para Cuba,
comentar las de mayor frecuencia y aparicion, y regis-
trar la presencia de nuevas especies de interés para el
cultivo, tanto epifiticas, patogénicas y otras que han
mostrado actividad antagonista hacla Macrophomina
phaseoling (Tassi) Goid. agente causal del 1izon ceni-
ciento del frijol.

MATERIALES Y METODOS

Para la deteccion de los hongos se realizd la siembra
enagar-agua y transferencias de las colonias para agar
de papa-dextrosa, incubados a 25 % 2°C. Las mues-
tras de suelo de la rizosfera de las plantas se analiza-
ron segan Domsch et al. {1980) para el registro de
especies de Trichoderma, asi como por el método de
Mihail v Alcorn (1982) para registrar la presencia de
M. phaseolina. Se utilizé ademas la cdmara himeda de
hojas, tallos v raices parala obsarvacion del crecimien-
to de los hongos a partir de los sintomas presentes.

Las ESpE’CiES de hifomicetos demacidceos se identifica-
ron segan los criterios de Ellis {1971, 1977) Carmi-
chael ef al (1980). Para los celomicetes se siguieron
los criterios de Sutton (1980}, En {a identificacién de
especies de Fusariwm se uulizaron los trabajos de
Booth (1971, 1997); Gerlach v Nirenberg (1982);
Nelson et al. {1983). Para las especies de Trichoderma
se utilizé a Bissett (1983, 1991) v para las de Aspergi-

" flus se consulté a Raper v Fennell (1965).
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Se revisaron los registros de las intercepciones de la red
de Laboratorios de Sanidad Vegetal de todas las pro-
vincias, donde se reflejan dichos datos. Se precisa ade-
més la fecha de su registro o en su lugar el nimero de la
cepa, la cual fue depositada en ¢} Cepario Central del
INISAV.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 51 especies de hongos registradas en Cuba segiin
la Tabla | en el cultivo del frijol en nuestro pafs, 29 de
ellas fueron encontradas en nuestro trabajo en las va-
riedades Velasco Largo e ICA-PIJAD.

Aspergillus flavus; A. niger; A, ochraceous v A. sclerotiorum
se registraron asociados a dafios en la semillas y la ma-
vyoria con actividad antagénica. En las pruebas de anta-
gonismo realizadas en cultivo dual agar papa dextrosa
se registré actividad antagénica fuerte de A. niger sobre
M. phaseolina, ya que una de las causas de la inhibicion
del crecimiento de M. phaseolina es debido a la acidifi-
caci6n que se produce en el sustrato, con valores de pH
ro tolerables para el crecimiento de este patdgeno, se-
giin los criterios de Hsi {1968). A. niger produce dife-
rentes compuestos, entre los que predominan el cido
citrico, oxalico v glteonico, que acidifican fuertemente
el medio de cultivo. A. sclerotiorum y A. ochraceous fuercn
también antagdnicos a M. phaseeling.

Corpnespara cassiicola, patogeno de amplic rango de hos-
pedantes, es un organismo que cauisa dafios foliares v
tizones [Miller, 1993; 19957, Puede transmitirse por
semillas seguin los registros de Neergaard (1977) para
el caso de la sova { Glyeine max (L.} Merr), ajonjoli (Se-
samum indicum L), Vigna sinensis [Torner) Saviy en es-
pecies de Phaseolus [Nath et al, 19701,

Arnold (1986) registré en Cuba la presencia de Cory-
nespora sp. con danos en las vainas. En nuestro caso se
identifica C. cassiicola sobre las vainas y con dafios en
las semillas. En las camaras himedas las semillas pre-
sentan un micelio compacto algodonoso gris oscuro
con tonalidades olivdceas que las cubren completa-
mente, y consecuentemente inhiben su germinacion.

Choanephora cucurbitarum se ha registrado en plantas de
Phaseolus causando manchas en las hojas y flores, sin
embargo no se habia informado como causante de ti-
zén en plantuwlas. En nuestro caso observamos su pre-
sencia en plantas de 20 dias de crecidas de la variedad
Velasco Largo, que baje condiciones experimentales en
casa de cristal fue capaz de provocar destruccion com-
pleta de las plantas como consecuencia del atizona-
miento. '

Aunque no registramos la presencia de la enfermedad
carbon de la hoja, merece hacer mencién de este pato-
geno en nuestro pafs, ya que desde 1981-1986 se ha re-
gistrado esporadicamente en la zona oriental en la
provincia de Holguin (1987). El diagndstico se consi-
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deré como Entploma sp. con sospecha de E, peuniae,
pero no pudo confirmarse la especie por no contar con
las descripciones al respecto, aunque Latorre et al
{1985) mencionan que E. petunige causala enfermedad
carbon de la hoja del frijol. Los sintomas se caracteri-
zan pox la presencia de soros con gran cantidad de te-
liosporas marrén a negras, con presencia de un halo
clorético alrededor del sintoma.

Piepenbring (1996} registra en Costa Rica sobre P. vl
garis a E. vignae Batista, Bezerra, Ponte & Vasconcelos.
El carbon del frijcl es una nueva enfermedad para Cuba
que no habfa sido informada con anterioridad, y seria
convenierte continuar su bisqueda en diferentes
variedades v regiones del pais para definir si se trata
de E. petuntiaz o E. vignae.

Lasiodiplodia theobromae no habia sido informada en el
frijol en Cuba, v se registré en muestras de semillas de
la variedad Velasco Largo después de su incubacidn en
camaras htimedas. Los pientdios son negros e irrum-
pentes en el tegumento. Pocas fueron las semillas afec-
tadas del total del lote v no presentaban germinacion.

Macrophomina phaseclina es un patégeno del suelo que
afecta a las raices v 1a base de los tallos del frijol. Produ-
ce lesiones pardo oscuras que finalmente adquieren un
color cenizo con presencia de los esclerocios negros del
hongo. Ataca ademds las semillas y reduce su germina-
cién, Las semillas obtenidas de vainas infectadas por el
hongo muestran sintomas tipicos de esta patogeno que
incluyen decoloracion del tejido y presencia de picni-
dios v esclerocios. Las semillas seriamente afectadas
fallan en germinar, v aquelias procedentes de vainas
asintomaticas pueden registrar hasta un 28% de infec-
cién [Abawi v Pastor-Corrales, 1992].

Esté registrado en'Cuba desde 1960 por Urtiaga, segin
Gonzilez {1986} v se encuentra ampliamente distri-
buido en el pais; sin embargo ha constituido un proble-
ma importante en el cultivo, fundamentalmente en las
provincias orientales, especificamente Holguin, en las
variedades Velasco Largo principalmente, asi como en
ICA-PIJAC. Ha causado dafios de importancia con
pérdidas en las cosechas.

Pericontia macrospinosa se registré como epifitico sobre
las vainas de Phaseolus. Esta especie crecio en agar papa
dextrosa formando sobre el sustrato un césped de
conidiéforos negros, semejante al crecimiento de A.ni-
ger. P. macrospinosa se encuentra por primera vez en
Cuba v constituye un registro mundial para P. pulgaris.

Trichurus spiralis se encontrd como epifitico en las raf-
ces. Las colonias en agar papa dextrosa presentan un
micelio afteltrado v blanca. Alos 10 dias de incubacién
a 25 + 2 °C se observé la presencia de los sinemas ne-
gros, caracteristicos de la especie. Estos crecieron dis-
persos, pero con tendencia a la agrupacién en forma
concéntrica. Esta especie constituye un nuevo Xegistro
para el cultivo del frijol en Cuba.
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Tabla 1. Relacién de especies de hongos detectados en Cuba en el cultivo det frijo}

Hongos

Sintomas

Afternaria afternata {Fr.) Keissler*

Manchas foliares

Aliernaria tenuissima (Nees ex Fr.) Wiltshire

Er vainas Urtiaga, 19588]

Aftgrnaria sp.

Yarchas foliares [Armod. 1986, Gonzdlez. 1984]

Aspergifius flavus Lk ™

Asociado a dafos en sersillas [Gonzélez, " 954]

A riger v Tiegh {.NR)

Asociade a dafios an semiilas, antagonista

Aachraceus Wilheaim *

Asatiado 2 dafics en semillas, antagonisia

A sclerotiorurm Huber (* NR NMC)

Asociado a dafios en semilias, antagonista

Cercospora canesgens Ell. & Martin *

Mancha en |a hoja v vaina (Arnoid, 1986, Gonzalez, 1984, Urtiaga 1586]

T ocotumnaris EllL & Ev,

NManchas en ias hejas [Armold, 1886)

Cercospora sop.

Wancha de 1a hojs [Gonzdlez, 1584]

Cofietotrichum lindemuthisnum
Cav. *

(Sacec. & Magn.) Briosi &

Antracnosis [Fernandez. 1973; Arnold, 1986, Gonzélez, 1984, Urtiaga, 1986]

CornVnespora sp.

Envainas [Amold, 198€]

C. cassicola { Berk. & Curt. ) Wei ~

Dafios en semilas y vainas

Cladosporium oxysporum Berk, & Cunt.”

loho de la vaira [Fernandez,
1284)

1973 Arncld, 1386 Gonzadlez, 1684, Urtiaga,

Chaetormium sp.*

Epifit.co en semiilzs

Choanephora sucurbitarum {Berk. & Rav.} Thatt.”

Marchas en |ss hojas y flores [Gonzélez, 1884]
Tizon en planitlas (casa ce cristaly

Eisinne phaseoli Jenkins

Verruga de las habas de Uma [Ferndndez, 1973, Arnold, 1986, Gonzdlez, 1984)

Eniyloma sp.

. Carhen [Pupo,887]

Ervsinhe polvgoni D.C.

TMildew polooriento [Fernéndez. 1973; Arnold, 1386, Gonzalez, 1984]

! Fusarum culmorum (Smith) Sacc.

Asociado 2 dafios £n semilias [Martinez, 1888]

. F.oxysporum Schlecht *sp. phaseoii Kendrick v Snyder”

Farchitarmienio, dafios en raices [Gaonzalez, 1984]

~. pailidaroseum (Ceoke) Sace, ”

Epifitice en raices

Hans.*

F. solani { Mart) Appal y Wr. f.sp. phaseoli (Burk) Snyd. &

Pudrizien de [a raiz [Gonzélez, 1984]

F. ventricosum Appel & Wallenw, *

Epifitica er. raices

Graphium sp.*

Epifitice en raices

Lasiodiplodia fheobromae (Pat.) Griffin & Maubl”

Dafios en samillas, antagonista.

Macrophamina phaseoling (Tassi) Goid.”

Tizén cenicisnto el talio v raices [Fernandez, 1973, Amold, 1886 Gon’aiez,
1884, Uriaga, 1286)

Malanospora sp.°

Epifitico en semiltas

Myrothecium verrucaria Ditmar ex Fr.(". NR)

Epifitica en rajces

Qicium sp.*

Mildew polvoriecic [Urtiaga, 1888]

Peliicularia filamentosa [ Pat.) Rogers

Pudricidn de! talla y raices [Ferndndez, 1973; Aneld, 1886]

Sericonia macrospinosa Lefevie & Jahnson(™ NR,NMC)

Epifitico en vainas

Phaeoisariopsis griseofa {Sace.) Ferraris

Mencha anguier de {a hojs [Ferandez, 1873 Arnold, 1986 Gonzalez, 1384,
Urtiaga, 1585]

Phasoisarla clematidis (Fucksl.)Hughes{” NR}

Epifitico en raises

Phoma exigya Desm. var. exigua *

Mancha da 1a hoja

Phomopsis phaseolf | Dezmaz ) Sacc.

Tizon de la vaina [Fernandez, 1973; Arnold, 1986]

Phyliosticta phaseolina_Sace.

Mzncha de |a hoja iFernandez, 1673 Arneld, 1986 1

Rarnularis sp.

Manchas gn hoigs primarias [Sonzdlez, 1084)

Rhizostonia salan! Kihn ™

Pugricion de la raiz [Fernangsz, 1972, Arnoid, 1986; Gonzalez, 1384]

R.microsclerotia Macz.

Rrizactonia del follaje (Puno, 19871

RRZOpUS Sp-

Pudrizidn de la raiz {Gonzédlaz, 1984]

Rhizopus stofonifer (Ehrex Fr) Lind & R.”

Epifitice en rajces, agociado a dafios en |a semilla

Sclerotium rolfsii Sace.®

Tizon surefio (Ferndndez, 1873, Amoid, 1986, Gonzdlez, 1884)

Sclertinia sclerotiorum (Lib.;DBy.

Pudricion del talio [Gonzélez, 1984]

Stemphyllium sp. (cf. bolryesum

Marichas en las hojas [Gonzélez, 1984]

. Thanathephorus cucumerig (Frank} Donk

tlanchas en la hoja, talc y vainas [Pupo, 1987; Urtiaga, 1986]

Thielaviopsis basicola (Berk &Br.} Ferr.

Raiz negra [Gonzalez, 1684]

Trichurus spirafis Hasselbring (*,NR NMC)

Epifitico en raices

Trichoderma harzianum Rifai(", NR,NMC)

Rizosfera , anlagonista

T longibrackiatum Rifal(*, NR.NMC}

Rizosfara, antagonista

Uromyces appendiculatus (Pers. Pers.) Unger™

Roya [Ferndndez, 1673; Arnold, 1988; Gonzalez, 1884, Urtiaga, 19863

* . Encontrados en este trabajo,
NR ;. Nuevos registros para el cultive.
WHIC: Nuevos registros para la micoflora cubana.
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Sandoval y Lépez

T longibrachiatum v T. harzianum aisladas de la rizosfera
de plantas de frijol de 1a variedad ICA-PITAO han mos-
trado actividad antagonica in vitro e in vive hacia diver-
sos patégenos del suelo, como Phytophthora parasitica;
P.capsici; Pythium aphanidermatum; Rhizocionia solani ¥
Selerotium rolfsii entre los principales agentes producto-
res del damping-off de semilleros ¥ marchitez de plantas
en los cultivos horticolas [Sandoval et al,, 1993; 1997:
Rodriguez v Sandoval, 1998}

Relacién de las especies mas importantes
colectadas en el frijol en Cuba

Alternaria alternata (Fr.) Keisler: A partir de man-
chas foliares de P. rulgaris, La Coloma, CPA Antonio
Guiteras, Pinar del Rio, col. M. L, Martinez, no.12.79
INISAV; Granja Cuajani, Pinar del Rio, col. M. L.
Martinez, no. 12.81 INISAV; Empresa de Cultivos Va-
rios Pinar del Rio, col. M. L. Martinez, no. 7.56
INISAV; Empresa. Juan Casanueva, Pinar del Rio, col.
M. L. Martinez. no. 5.88 INISAY; Empresa Pecuaria
G. Fraga, Las Tunas, col. G. Bermidez. no. 35.86, INISAY,

Aspergillus niger v. Thieg: A partir de semillas variedad
Velasco Largo, Las Delicias, Alquizar, La Habana col.
[. Sandoval, no. 66.88, INTSAV. :

Aspergillus ochraceus Wilhelm: A partir de semillas va-
riedad ICA-PIJAQ. Las Delicias, Alquizar, La Habana,
col. 1. Sandoval v M. O, Lépez, no. 59.88, INISAV.

Aspergillus sclerotiorn Huber: A partir de semillas
variedad Velasco Largo. Las Delicias, Alquizar, Lz Ha-
bana, col. 1. Sandoval v M. O. Lopez, na. 58.88,
INISAV,

Colletotvichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.}
Briosi & Cav: A partir de vainas con antracnosis. Finca
Las Mercedes, Mantua, Pinar del Rio, col. M, L, Marti-
nez, no. 39.84; Campo Paula Fernandez, Vifiales, Pi-
nar del Rio, col. M. L. Martinez, no. 1.86; Las Delicias,
La Habana, col. A. Estrada, no.. 36.51,; La Cuba, Ciego
de Avila, col. M. Milanés, no. 41 83:.CPA Orlande
Expésito, Ciego de Avila, col. M. Milanés, no. 210. 86;
Banes, Holguin, col E. Pupo, no. 131.75, no.. 83.78;
Gibara, Holguin, col. E. Pupo, no. 78.88, INISAV.

Corynespora cassiicola (Berk, & Curt. ) Wei: A partir
de semillas de la variedad ICA-PIJAO. Las Delicias,
Alguizar, col. 1. Sandoval y R. Chédvez, no. 80.84,
INISAV.

Entyloma sp. (cf. petuniag): Sobre hojas de la varie-
dad Velasco Largo. Gibara, Holguin, col. k. Pupo, no.
2/10/81, Gibara, Holguin, col. E. Pupo, no. 3/2/85,
Holguin, col. E. Pupo, no. 4/4/86, INISAV.

Fusarivm culmorum (Smith) Sacc: A partir de sernillas.
Empresa de Semillas de Pinar del Rio, col. M. L. Marti-
nez, no. 6.88, INISAV.

Fusarium chlamydosporum Wollenw. & Reinking: A
partir de suelo Ferralitico Rojo y raices de la variedad
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ICA-PIJAO. Las Delicias, Alquizar, La Habana , col. L
Sandoval v M. O. Lépez, no. 16.87, INISAYV,

Fusarium pallidoresecum (Cooke) Sacc.: Sobre raices
variedad Velasco Largo. Las Delicias. Alquizar, La Ha-
bana, col. M. O. Lépez, no. 64.88, INISAV.

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffin & Maubl: A

partir de semillas variedad Velasco Largo. Las Delicias,

Alquizar, La Habana, col. 1. Sandoval, no. 28.87,
INISAV.

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid: A partir de
tallos v semillas. CPA Félix Rojas, Velasco, Holguin,
col. E. Pupo, no. 3.83; CPA José Avila, Velasco, Hol-
guin, col. E. Pupo, no. 19.84; CPA Olo Pantoja, Hol-
guin, col. E. Pupo, no. 25.84, El Caribe, Disuito 3,
C-46, Los Palacios, Pinar del Rio, col. M. L. Martinez,
no. 27.81: Lote Campo Hermoso, San Juan v Mard-
nez, Pinar del Rio, col. M. L. Martinez, no. 8.87;
Chambas, Ciego de Avila, col. M. Milanés, no. 82.86;
CPA Pedro Valdivia, Clego de Avila, col. M. Milanés,
na. 143.86: CCS Sierra Alta, Ciego de Avila, col. M.
Milanés, no. 110.88; ECV Dumanuecos, Las Tunas,
col. G. Bermadez, no. 171.83: Las Delicias, Alquizar,
La Habana, coi. I Sandoval, no. 11.83, no. 15.90,
22.90: ECV 19 de Abril, Quivican, La Habana, col. A.
Estrada, no. 18.85, no. 41.82, INISAV

Myrothecium verrucaria Ditmar ex Fr: A partir de rai-
ces Las Delicias, Alquizar, La Habana, col. M. O, Lé-
pez e 1. Sandoval, no. 26.87, INISAV.

Periconia macrospinosa Lefevre & Jonson: A partir de
vainas de la variedad Velasco Largo. Las Delicias,
Alquizar, La Habana, col. 1. Sandoval v M. O. Lopez,
no. 73.87, INISAV.

Phaceoisaria clematidis {Fuckel) Hughes: A partir de
raices de la variedad ICA-PIJAC. Las Delicias , Alquizar,
La Habana, col. M. O. Lépez e I. Sandoval. no. 89.87,
INISAY.

Pythium sp.: A partir de rafces. ETTP. San Cristobal,
Pinar del Rio, cal. M. L. Martinez, no. 19.81, INISAV,
Empresa Hermanos Safz, Pinar del Rio, col. M, L. Mar-
tinez, no. 6.87, INISAV, Estacién Experimental de
Tabaco Negro, San Juan, Pinar del Rio, col. M.L. Mar-
tnez, no. 5. 87, INISAV. CPA Desembarco del Gran-
ma, Ciego de Avila, col. M. Milanés, no. 18.87,
INISAV.

Rhizoctenia solani Kithn: A partir de tallos, raices'y
semillas, Empresa Flermanos Saiz, Pinar del Rio, col.
M. L. Martinez, no. 27.80; Hermanos Saiz, L-3, Distii-
to 2, Pinar del Rio, col. M.L. Martinez, no. 19.80;
Sector Campesine, Minas, Pinar del Rio, col. M. L. Mar-
tinez, no. 27.82; El Cuajani, Pinar del Rio, col. M. L.

- Martinez, no. 73.83, INISAV.

Sclerotium volfsii Sacc: A partir de dafios en tallos y
rafces. Empresa Cultivos Varios Bahia Honda, Pinar
del Rio, col. M. L. Martinez, no, 21.81, INTSAV, Par-
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cela de Provocacion no. 1 San Cristébal, Pinar del Rio,
col. M. L. Martinez, no. 16.84, INISAV, A partir de
semillas. Empresa de Semillas Candelaria , Pinar del
Rio, col. M. L. Martinez, no. 26.84, INISAV, Las De-
licias, Alquizar, col. 1. Sandoval, no. 17.87, no. 67.89,
INISAY.

Trichurus spiralis Hasselbring: A partir de rafces de

frijol. Las Delicias, Alquizar, La Habana. Sandoval v
M. O. Lépez, no. 35.87, INISAV.

Trichoderma harzianum Rifai: A partir de raices de la

variedad [CA-PIJAO. Las Delicias, Alquizar, La Ha-
bana I Sandoval y col, no. [02.87, INISAV.

Trichoderma longibrachiatum Rifair A partir de ia ni-
zosfera de plantas de la variedad Velasco Largo. Las De-

licias, Alquizar, La Habana, col I, Sandoval v M, O,
Lépez, no.105.87, INISAV.

CONCLUSIONES

+ Siete de las especics encontradas de naturaleza epi-
fitica y patogénica son nuevos registros para el cultivo
de} frijol, v cinco de ellas constituyen nuevos registros
para la micoflora cubana.
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RESUMEN

COMPORTAMIENTO DE LA MOSCA BLANCA (BEMISIA SPP.),
SUS PARASITOIDES Y EL VIRUS QUE TRANSMITE EN TRES
AGROECOSISTEMAS DE LA REGION DEL VALLE DEL CAUTO

J. Machado, Maria Fonseca, Diana Brugueta, J., Pérez Fajardo, C. Tornés, Ana Puer-
tas, H. Candide Gonzalez y L. Rodriguez

instituto de Investigaciones Agropecuarias Jorge Dimitrov, Bayamo, Granma

ABSTRACT

Se estudic &f comportamiento de la mosce blanca {Bemisia spp.),
sus parasitoides y el virus que transmite en tres localidades de la re-
gicn dsi Valle del Cauto (E.C.V. Veguitas, EC.V. CautiioylaZ.C V.
Cauto Cristo) durante fas camparias 1995-1996, 1966-7587 y
1997-1998. Se tomaron como ¢ ferio de evaluacicn fa incidencia de
ia mosca blanca (Bemisia spp.) ¥ sus parasitoides, y fa inciderncia de
ia enfarmedad causada por geminivirus. La plaga s presentd en fo-
das fas zonas estudiadas con poblaciones aftas, los adufos y fas
ninfas prefieren ef nivel inferior de la planta y las hembras prefieren
el nivel superior para depositar jos huevos. Sus parasitoides se pre-
sentaron con poblaciones bajas. En relacion con la enfermedad, as-
tuvo presente en los tras agroecosisternas estudiadas.
manifestandose los sintomas a fos 74 dias después del frasplante,
con niveles de infaccicn que oscifan entre T y 106G %.

Palabras claves: Bemisia spp., geminivirus, fomate

The behavior of Whitefiy (Bamisia spp.), its parasitoids and the virus
transmitting were studigd in three Iocalities of the Valle del Cauto re-
gion (E.C.V. Veguitas, £.C.V. Cautilio y la £C.V. Cauto Cristo) du-
ring 1965- 1998, 1996-7897 and 1597-1988 seasons. The incidence
of Whitefly (Bemisia 5pp.). its parasitoids and the incidence of the di-
seese were svaluated. The populations of the pest were high in alf of
the stutiied regions. The adults and nymphaes prefer the fow level of
the plant and the female prefer the high level of the plant for deposit
the eggs. The whitefly parasitoids were present with Jow populations.
The disease transmittad by whiteffy was present in aif of ive stutied
agro ecosystams and the symptoms started to sppear 14 days after
the trenspiant with infection levels among 1 and 100 %.

Key words: Bemisia spp, geminiviruses, fomato

INTRODUCCION

En los dltimos afios las moscas blancas (Homoptera:
Aleyrodidae} se han convertido en enemigos impot-
tantes de los cultivos agricolas, no sélo por sus dafios
como fitéfagos, sino también por su eficiencia en la
transmisién de enfermedades causadas por geminivi-
rus [Vézquez, 1995].

El tomate es susceptible a mas de doscientas enferme-
dades provocadas por bacterias, hongos o virus. Para
combatir estos patogenos se han desarrcllado méto-
dos de control quimico o bioldgico, medidas cultura-
les v estrategias basadas en el empleo de resistencia
genética. La eficiencia de estas medijdas es variable en
cada caso. En lo que respecta a los virus, el panorama
es més complejo, puesto que no existen métodos cura-
tivos, siendo las medidas de control esencialmente pre-
ventivas [ Nuez ¢t al, 19987

Bemisia spp. desarrollé importantes niveles poblacio-
nales en dreas tornateras del municipic de Cauto Cris-

1o en J989, v aunque estaba presente e los demds
municipios, sus poblaciones en esos MOmMeNtos no
eran elevadas, increment4ndose en los afios 1990.-93
y 1996-98.

Para lograr un control eficaz es necesario conocer el
comportamiento del vector v la enfermedad que
transmite en las condiciones concretas de cada re-
gién, como aspecto esencial para establecer su mane-
jo integrado.

La finalidad de este trabajo es conocer el comporta-
miento de Bemisia spp., sus parasitoides v la inciden-
cia de geminivirus en el cultivo del tomate en tres
Empresas de Cultive Varios de Granma.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrollé en tres zonas: Empresa de Cul-
tivos Varios Veguitas, Empresa de Cultivos Varios
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Cautillo, durante las campanas 1995-96, 1996-97 ¥y
1997-98, en la variedad Campbell 28 v en Ja Empresa
de Cultivos Varios Cauto Cristo (campafia 1997-98)
en la variedad Lignon.

Los muestreos se realizaron semanalmente a partir del

.momento del trasplante a 33 plantas por campo toma-
das al azar, donde se observan 99 hojas distribuidas en
los tres niveles de la planta v se adiciona una del nivel
superior para completar las 100 hojas [Murguido v
otros, 1996]. Se tomaron tres foliolos por planta v se
trasladaron al laboratorio del Departamento de Sani-
dad Vegetal del LL.A. Jorge Dimitrov, v con el auxilio
de un microscopio-estereoscopio se cuantifics por -
veles de la planta el ndmero de huevos, ninfas sanas v
parasitadas. Los parasitoides colectados se conservaron
en alcohol para su posterior identificacién.

Se tomaron como criterios de evaluacion tres aspectos:
incidencia de mosca blanca y sus parasitoides, v la inci-
dencia de geminivirus.

Para la evaluacién se tomaron etapas bien definidas:
desde la primera ramificacién del tallo principal hasta

el iricio de Ja floracion del tercer racime [CATIE,
1996].

Los datos relacionados con el comportamiento de los
estadios de la plaga en los niveles de Ia planta se proce-
saron mediante pruebas no paramétricas de Krus-
kall-Wallis. Se establecieron curvas relacionales@on los
datos de la incidencia de la plaga, sus parasitoides y la
enfermedad causada por geminivirus. R

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Fig. I se muestra el comportamiento de Benisia spp.
en las tres zonas de mayor produccidn de tomate
en la provincia de Granma, donde se observa que la
plaga estd presente en estas regiones, con poblacio-
nes que oscilan entre 0,5-4,5 adultos por plantas.
Estos niveles poblacionales son considerados altos para
un vector como  Bemisia spp., que transmite de forma
muy eficiente el virus del encrespamiento amarillo de
las hojas del tomate [Hilje ef al., 1993].

C N D E

oo
g.l_

8

——Veguitas ~M— Cautiic —k— C. Cristo

Figura 1. Comportamiento de Bemisia spp. en el cultivo del tomate en tres zonas de la provincia Granma

de 19935 2 1998,

En Veguitas y Cautillo existe una tendencia al incre-
mento de la plaga en los meses de enero, febrero y mar-
z0. Este comportamiento puede estar atibuide a una
mayor sequia en los meses de diciembre v enero, lo
cual crea condiciones favorables para un incremento
de la plaga en este perfodo (Tabla I). Esas condiciones
motivan una disminucién del tiempo generacional y un au-
mento de la fecundidad del insecto, 1o que conduce a que se
eleven sus poblaciones [Hilje ef al, 1993).

Los gradientes de temperaturas en el periodo son ba-
jos, v la humedad relativa oscilé entre 75 v 83 %, con-
siderada éptima para el desarrollo de la plaga [Gerling
et al., 1986]. En Cauto Cristo las poblaciones se man-
tuvieron altas durante tedo el periodo, disminuyendo
en marzo con el cierre del ciclo del cultivo.

Los adultos y las ninfas prefieren el nivel inferior de la
planta, y arrojan diferencias significativas con el medio

22ifitosanidad

y el superior en los adultos, v con el superior en las nin-
fas (Fig. 2;.

La hembra prefiere depositar sus huevos en el nivel su-
perior de la planta a pesar de que sus valores no mani-
festaron diferencias significativas con el nivel medio y
el inferior.

Este comportamiento esta unido al propio desarrollo
del cultivo, va que los huevos san depositados prefe-
rentemente en el nivel superior, donde las hojas son
mds tiernas y contienen bastantes aziicares v nitrégeno
[Van Lenteren v Noldus, 1990]. Al eclosionar estos v
desarrollarse los estadios ninfales, la planta continia
creciendo, y lo que cra nivel superior para los huevos
es nivel medio e inferior para los diferentes estadios
ninfales [Dubénet 4, 1993]. En el caso de los adultos
prefieren el nivel inferjor para protegerse de las radia-
clones solares v del viento,



Comportamiento de la mosea blanca. ..

Tabla 1. Variables climéticas durante el periodo de evaluacién en las tres localidades

Veguitas Cautitlo Cauto Cristo
Meses Temperatura | Precipitacién | Temperatura | Precipitacidn | Temperatura | Precipitacion
*Cl (mm) ] {mrm) O (mm}
Octubre 1995 26,1 136 - - - -
Noviembre 1993 25,2 52,1 257 35,3 - -
Diciemiye 1995 24,3 20,2 248 27,2 - -
Eners 1996 22,1 30,3 245 334 - -
Febrero 1996 24.0 58,4 243 34,1 - -
Marzo 1996 25,6 90,7 20,0 33,4 - -
Dictembre 1996 248 19,5 25,2 26,7 - ~
Enero 1997 245 15,0 24,7 245 - -
Febrero [997 25,1 39,6 25,3 31,2 - -
warzo 1997 236 65,4 239 43,4 - -
Abril 1997 23,9 123,2 26,6 52.3 - -
Qctubre 1997 263 1310 26.5 20,4 27.5 93,3
Naviembre 1997 254 50.2 23.5 41,3 27,1 46,3
Diciembre 1997 24.7 16.4 249 22,4 26.8 6.8
Enerc 1998 24.4 24,2 246 16,5 274 244
Febrerc 1998 24.1 33,1 24.4 27.6 26,7 37.3
Marzo 1998 25,2 393 25.3 51,9 27,5 83,9
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Figura 2. Distribucién de huevos. ninfas v adultos de Bemisia spp. en los niveles de la planta,
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Plana ¢f al. {1993) detectaron una mayor incidencia de
Jos adultos de este insecto en las hojas de la parte me-
dia de la planta, con diferencias significativas del resto;
sin embargo, Rodriguez et al, {1998) observaron mayor
densidad de adultos y huevos en el nivel superior, sin
diferencias estadisticas con ¢l medio e inferior, mien-

tras que las ninfas las encontraron desplazadas en los
estratos inferiores.

Las poblaciones de parasitoides fueron bajas en todas
1as localidades, oscilando enwre 2 v 14 % (Fig. 3). Se ob-
serva que los mayores por cientos se alcanzan en los
meses de febrero v marzo, coincidiendo con los incremen-
tos de la plaga, qlie es parte de su fuente de alimento.
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Figura 5. Porcentaje de parasitismo de Bemisia spp. en el cultivo del tomate en tres zonas de la provincia

Granmma en los afos del 83 al 98,

En las diferentes dreas evaluadas se observé que los pa-
rasitoides incrementan sus poblaciones en la etapa fi-
nal del cultivo. Esto nos indica que por sf selo ellos no
son capaces de conuolar esta plaga, pero pueden ser
utilizados como parte del manejo integrado.

Cave {1994) sefiala que los enemigos naturales no pue-
den reducir suficientemente ias poblaciones de la plaga
para evitar la transmision del virus en el cultivo.

En relacidn con la enfermedad (Fig. 4), estd presente
en los tres agroecosistemas estudiades, manifestan-

110
100
20
&G
70
1]
50
40
30
20
10

dose los sintomas a los 14 dias después del trasplan-
te, con niveles de infeccién que oscilan entre 1 ¥
100 %. La enfermedad se incrementa con el ciclo del
cultivo.

En las tres zonas Iz mavor incidencia se manifiesta en
los meses de febrero y marzo. Este comportamiento es
stmilar a Iz que presenté el vector, aunque se puede dar
el caso que exista alta poblacién del vector y baja inci-
dencia de la enfermedad, va que esto depende de la
existencia de un inoculo cercano [Hilje ¢f al., 1993},

——Veguitas

—— Cautlio

—de~C. Cristo

Figura 4. Comportamiento de la incidencia del gemnivirus en el cultivo del tomate en tres zonas

de la provincia de Granma de 1995 2 1998.
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En las campafias 1995-96 v 1996-97 la zona de Cauti-
lo alcanzé mayor valor de incidencia del virus que
Veguitas, En la campafia 1997-98 Cauto Cristo v
Cautillo alcanzaron la mavor incidencia del virus.

CONCLUSIONES

* La plaga estd presente en todas las zonas estudiadas
durante todo el ciclo del cultive, con poblaciones al-
tas. Los adultos v las ninfas prefieren el nivel inferior
de la planta, y las hembras prefieren €] nivel superior
para depositar los huevos.

* Las poblaciones de los parasitoides son bajas en todas
las localidades, v alcanzan un ligero incremento en Ja
etapa final del cultivo.

* La enfermedad estd presente enlos tres agroecosis-
temas estudiados, manifestaindose los sintomas a los
14 dfas después del trasplante, con niveles de infec-
cién que oscilan entre 1 v 100 %. La enfermedad se
incrementa con el ciclo del cultivo.
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PRINCIPALES MALAS HIERBAS EN ZONAS URBANAS

DE GUANTANAMO

Noris Lopez

Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal. Carretera Santiago de Cuba Km 21, Guan-

tanamo

RESUMEN

ABSTRACT

Desde 15596 a 1599 se muestrearon dreas horticolag representati-
vas de los organopdnicas y huerfos como modalidsdes de produc-
citn intensiva de lg agricuttura urbanea en la ciudad de Guantdnamo,
coh el ahjelivo de dar a conocer las principales malezas que afectan
a fos cultivos. Se informa una flora constituida por 16 fannitas, 35 gé-
neros v 40 especies. donde 8! 5% ds las malezas fueron dicotiladd-
neas. Las principales especies con la frecuericia de incidencia méas
alta fueron Porlulaca oleracea L. {verdolags), Eleusine indica L.
(Gaenn (pata de gafting), Cyperus rotundus L. {cebolfets) y Boerhavia
erecta L. (toston).

Palabras ciaves: malezas, huertos, muesireos

From 1336 to 1988, representafive areas were sampiled in organopo-
nics and orchards as a nature of Agriculture intensive production for
determing the major weeds affecting bean crops, where {he focal fio-
ra reported include 18 families, 35 genera, and 40 species; where
the 85% werg the dicotvledonous weeds. The prevailing weed spe-
cles were: Portulaca oleragea L. (verdolagaj: Eleusine indica L
(Gaerin. (pata de gallina} ; Cyperus rotundus L. {cebalfeta) and Boar-
havia erecta L. {fostdn).

Key words: weeds. orchards. sampling

INTRODUCCION

En los Gitimos anos en Cuba ha tenido lugar un fuerte
movimiente de distintas modalidades de produccion
apricola en pequefias dreas. basado fundamentalmente
en ¢l uso de los recursos disponibles en cada temitorio
(Campanioni et al., 1997].

Hay que decir que en la mayoria de las provincias se
LlC\d a Cabo unl intenso UELDE{JU S11 este senti::lo, 3]
cual en estos momentos adquiere una importancia
estratégica en el autoabastecimiento de hortalizas
comro fuente de vitaminas y como extensor de nues-
tra alimentacién. Este sistema de produunon en la
agricultura urbana es una manera actual de obtener
de forma intensiva vegetales v condimentos para el
consumo fresco de la poblacién, en el cual la inciden-
cia de malezas COI’\StItU\’@ un enem1go pOT.EI'IClEl}
pues reducen el rendimiento de los cultivos cuant:ta-
tiva y cualitativamente al competir con ellos por la
luz, la humedad, el espacio y los nutrientes {Rob-
bins, W et al, 1967; v Pérez, 1983], o por efectos
alelopéaticos [Pérez. 1983]. Ademds, son hospederas
de plagas [Manual, 1993], pueden ocasionar afecta-
cienes en cualquier fase de su desarrollo [Cuba, 1983

v constituyen riesgos naturales dentro de los intereses
v actividades del hombre [Mortimer, 1990; citado
por Labrada, 1996].

Labrada et al. {1979) resaltan la importancia del estu-
dic de esta competencia de las malas hierbas con los
cultivos vegetales, dada la precacidad de su ciclo vege-
tativo, asi como por el porte bajo de tales plantas cul-
tivables.

El presente trabajo tiene como objetivo €l estudic de
la flora adventicia en zonas urbanas para conocer las
principales malezas y el comportamiento de los tipos
de enverbamiento que invaden las dreas horticolas.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de todas ias malezas en dreas
destinadas a huertos intensivos de la Empresa
Cultivos Varios La Confianza y organopdnicos de
la localidad, todos en la llanura del municipio de
Guantinamo con predominio de suelos pardos
con carbonato.
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Se muestres el 5% de las dreas que representan 3,76 ha
de los huertos intensivos y 3,98 de organopdnicos.

Se tuvo en cuenta ¢! sustrato utilizado para valorar la
incidencia de malezas, observando como predominio
el estiéreol vacuno v humus.

Los registros v evaluaciones de las malezas se realiza-
ron utilizando el método de estimacién visual del por
ciento de cobertura de Maltsev referido por Pérez ef al
(1986) con la siguiente escala de grados:

Grade 1. Malezas aisladas, débil enmalezamiento, has-
12 un 3% de cobertura.

Grade 2. Mediano enmalezamiento, entre 6-25%.
Grade 3. Fuerte enmalezamiento. entre 26-50%.

Grade 4. Muy fuerte enmalezamiento, mas del 509 del
hred.

Las malezas se agruparon segin clasificacién botdnica
en familias, géneros y especies, determinadas por el
LPSV, anotando el grado de cobertura.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el analisis sistematico de las malezas que incidieron
en las dreas muestreadas se encontraron 40 especies,
las que se agruparon en 16 familias botinicas y 35 gé-
neros, donde la familia Poaceae es 1a que redne el mavor
namero de malezas (Tabla 1). Analizando el grado de
cobertura observamos que no son muchas las especies que
ocasionan grandes pérdidas econdmicas a esos cultivos.

Tabla 1. Organizacion sistematica de las malezas en las diferentes modalidades de produccién intensivas

(huertos y organopo6nicos)

Clage Familia Especies Narabre vulgar Grado de Ciclo de vida
cobestura

Monocotiledéneas | Cyperaceae Cyperus rotundus Cebolleta 3 Perenne
Poaceae Eleusing indica Faza de gallina 3 Anual
Echinochloa colans Mete brave 2 Anuat
Leptochloa panicea Plumilla 1 Anual
Brachiaria extensa Gambutera | Anual
Chioris barbata Barba ce indis i Amual
Digitaria senguinalie Pata de gallina i Anual
Cenchrus ciliaris Guizeso 1 Anual
i Cenghrus echinstus Gaizaso 1 Anual
Sporobolus indicus Espariillo 1 Anual

Cynoden daciylon Higra fina 2 Perenne

Sorghum halepense Dion Carles ! Perenne

Paspaium coniugatum Cafiamazo armargo 1 Pererne

Andropogen periusus Camaglevana 1 Perenne
Dicotileddneas Porrulacaceae Portuleca olevacea Verdolaga 2 Anual
Nigraginaceze Boerlavia erecza Tostén 3 Anual
Amaranthaceae Armaranthus dubius Bledo z Anual
Amaranthus spinosus Bledo espinaso 1 Arpral
Achryranthes dspera Rabo de gato 1 Anuat
Euphorhiaceae Chamaesvee hirta Lechera i Arnal
Chamaesyee hyssopitalia Hierbz lechasa 2 Anual
Euphorbia heterophylla Corazon de Maxia 1 Anual
Asteraceac Bidens pilosa Romerilio 1 Anual
Parthenium hvsierophomus Escoba amarga 1 Anual
Melanthera deitoidea Botdn de piata 1 Anual
Caparidaceae Vernonia cinerea Machadita 1 Anual
Solapacess Cleome viscosa Velantin i Anual
Acanthaceae Ruellia tubeross Saliz Perica i Anual
Verbenaceae Bouchea prismatica Verbena cimarrona 1 Anual
Malvaceae Urena lobata Malva blanca 1 Anaal
Wissadula amplissima - [ Anual

Sida acuta Malva de caballo i Perenne

Sida spinosa Malva de caballo I Perenne

M. coromandelianum Malva negra I Perenne
Cruciferae Lepidium virginicum Mastuerzo i Anual
Fabaceae Macroptillum lathyroides Pico de avra I Anual

Desmodium canum Empanadilia 1 Pererne

Sterculiaceae Walteria indica Malva blanca H  Perenne

- Convohvulaceae Merremiz unsbellata Aguinaldo amarille : Perenne

i ~ Perenne
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Se obtiene ademds que del total de malezas registradas
el 65% son dicotileddneas y el 35% monocotileddneas,
las cuales estan relacionadas con el sustrate utilizado.
Esto se corresponde con lo planteado en el Manual

{1993) en relacion con la incidencia de malezas en los
organoponicos v huertos intensivos.

Las especies predominantes (Tabla 2) presentan los mayores
grados de cobertura con predominio en el drea de observacion.

Tabla 2. Especies predominantes por la escala de Maltsev en dichas modalidades

. . - Grado de . .
No. Especies Nombre vulgar ) Ciclo de vida
! cobertura

i Cyperus rotundus L. Cebolleta 3 Perenne
Eleusine indiva (L)

3 : Hina Anual
Caerin Pata de gallin 3 ua

3 Echingehloa colona (L.) Mete bravo 2 Anual
Cimodon don (L . o .

4 yreasi dactylon {L.) Hierba fina 2 Perenne
Pers.

3 Portulaca olevecea L. Verdolaga 3 Anual

& Beerhavia erecta Toston 3 Anual

e TRl F fris .

v Amarantiues dubius Bledo 9 Anual
Mart,

3 Chanaesyee kirta {L.) Lechera 2 Anuai
Chamagsyee hyssopifolia - ,

9 Chanacsyte hyssopif Hierba lechosa 2 Anual
(L.} Small

Las gramineas Eleusine indica (L.} Gaertn, Eclinochioa co-
lonag (L.}, Cynodon dactplon(L.) Pers. ocupan un lugar
preferencial junto a las dicotiledéneas Portulaca oleracea L.,
Amaranthus dubius Mart., Boerhavia erecta L. v Chamagsyee
hirta (L.}, as{ como la especie perenne Cyperus rotundus
L. [Roig, 1975], 1as que unidas determinan tres tipos
fundamentales de enyerbamiento: especies anuales
gramineas v dicotileddneas, especies anuales y mono-
cotiledéneas perennes, y gramineas perennes v dicoti-
leddneas anuales.

Dentro de las gramineas Cynodon dactylon (L.) Pers.
{hierba fina) v Eleusine indica (L.) Gaertn (pata de galli-
na) son consideradas por Labrada et al. (1979) como
malezas de dificil control. Ademds, la especie perenne
Cyperus rotundus L. (cebolleta) mantiene su dominancia
habitual, v puede ser causante de pérdidas en esos cul-
tivos, por lo que se debe trabajar en las medidas para su
control. Todas estas especies pueden llegar a impedir el
total desarrollo de los cultivos, si no hay de ellas unma-
nejo efectivo.

Enla Fig. I aparecen los principales tipos biologicos
determinados por la dominancia de las especies segin
su ciclo de vida, destacindose las dicotileddneas anua-
les con el 30%, seguido de las monocotitedoneas anua-

les con un 20% v, por Glitimo, las monocotiledéneas v
dicotileddneas perennes con el 15% de distribucion.

Esto se corrobora con lo planteado por Pérez ef al.
{1986) de que en las dicotiledéneas anuales se agrupa
el mayor namerc de las malezas que invaden las 4reas
horticolas.

La composicién de la flora estd representada en un
709% de cardcter anual y un 309 perennes.

CONCLUSIONES

+ La flora adventicia en estas modalidades de produc-
cién intensiva la determinaron 40 especies agrupadas
en 16 familias y 35 géneros, donde el 65% de las male-
zas fueron dicotileddneas.

» Las principales especies que afectan a los cultivos son
Portulaca oleracea L., Eleusine indica {L.) Gaertn, Cyperus
rotundus L. v Boerhavia evecta L., al presentar la frecuen-
cia de incidencia més alta.

* En las dreas se distinguen tres tipos de enyerba-
miento; especies anuales gramineas y dicotileddneas,
especies anuales y monocotiledéneas perennes, y gra-
mineas perennes v dicotileddneas anuales.

+ Ei tipo de enyerbamiento que predomina correspon-
de a especies anuales gramineas v dicotileddneas.
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Figura 1. Composicién de la flora en tipos biolégicos.
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REGIONALIZACION DEL COMPORTAMIENTO DE MYZUS
PERSICAE (SULZER) (HOMOPTERA: APHIDIDAE) EN PAPA
EN LA PROVINCIA DE LA HABANA

3. F. Jiménez, J. Cortifias, Lérida Almaguel v Guadalupe Gomez
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Piaya. Ciudad de La Habana, CP 11600

RESUMEN

ABSTRACT

Se fomaron ios dafos sobre comportamienio de M. persicae pProve-
nientes de campos de papa de Ia provinoia de Le Habana para ef pe-
riodo 1985-86, 1996-87, v se caracterizaron segdn jas variables:
momente d¢ aparfcion, nimera de individuos an la aparicidn, momen-
fc Bn que se alcanza la pobiacidn maxima. total de individuos en el
pica goblacional, poblacion promedio por parcela v tasa de incremen-
to poblacional. Una regionalfizacién de las dreas paperas de la provin-
cla se Jogrd a partir dg la caracterizacion del terriforic segan los
registros de temperatura media del aire para el perfodo noviem-
bre-marzo, pues de estudios realizados con la dindmica de fa especie
en condiclones sxpsrimentales s obtuvo, mediante anslisis de regre-
sidn, una ecuacion estadisticamente significativa finFo = (0, 1033
Tmed - 2,G651) que refaciona Jos incramentos poblacionales con las
variaciones de la temperatura media del aire. La zonificacion a Rartir
de la temperatura media del ferritario dio como resuftade cuatro zones
diferantes, v madiante andiisis discriminantes se asosiaron Ins datos
correspondientes a los campos estacionarios segin fas cualro zonas
de comportamiento de dicha variable, obleniéndoss un alfe por ciento
de Indjviduos bien clasificados, Jo que demostnd que en Ja provincia
existen cualro dreas diferentes de incremento de fas poblaciones de
M. persicae con mayores posibilidades hacia ef cenfro-ceste de su
ferritorio, v rmenores hacia ef sur, correspondiendo a las dos dreas uhi-
cadas al sur-ests las posibifidades intermedias.

Falabras claves: zonificacion, papa. M. persicae, femperatura media,
regresion, andlisis discriminante

Data of the behavior of M. persicas in potato survey plots from the pro-
vince of La Havana were analyzed. Periods between 1985-86 and
1938-97 were used for ihe analysis. A charactenzalion was dane ac-
cording to the following aspects! appearance fime, mumber of indivi-
duals in the appearance, time when highest population is found, total
amount of individuals In the popufation peaks, mean population per
plot and population increase rats. A distribution by region was mate
for potato producing areas of the province as of the characterfzation of
terntories according to afr’s mean temperature during the pericd com-
prised betwesen November-March. in refation to this a statisticaffy sig-
nificant equation {Popul. incr.= 0.7033 Mean Temp-2.0651) had been
obtained by means of a regrassion anelysis, which relates the populfa-
ton ingreases with the variations of the air's mean temperature. Zona-
tian as of the mean famperature of the terrifory showed four different
regions and by means of e discriminant analysis, data obtained fram
survey plots were assoclated according to the four behavioral regions
ohtained for the reffered variable. A high percent was obtained for the
viell-classified individuals which demonstrated that four diffarent re-
gions of popuiation increase exist for M. persicae. Highsr possibilities
were observed for the centralewestern part of the province while jower
possibilities were registered for its sauthem part. Intermediate possibi-
lities matched with the two regions focated fo the south-eastern part of
the province.

Key words: Zonation, potato, M. persicae, mean temperature, regres-
sion analysis, discriminant analysis

INTRODUCCION

En Cuba se han realizado diversos trabajos de regio-
nalizacién climitica que diferencian territorios del pafs
en dependencia de la manifestacion de variables clima-
ticas, asi como también trabajos de regionalizacién
para cultivos tales como los citricos [Lima et al,, 1988],
los pastos [Paretas, 19907 v forestales v frutales [Acos-
ta, Paretas y Herrero, 1998], a través de los cuales se
definieron las regiones con mejores posibilidades para
st ubicacién. Estudios semejantes se han llevado a
cabo recientemente en relacién con el ataque de insec-
tos plagas [Jiménez ¢f al, 1995], en los cuales se parte
de la asociacién del comportamiento observado en di-

ferentes territorios y la manifestacién en ellos de las va-
riables climiticas que lo condicionan, con vistas a
definir la seleccidn adecuada de los sitios de monitoreo
permanente para el trabajo de proteccién de plantas,

La dindmica poblacional de M. persicae ha sido estu-
diada en Cuba por diversos investigadores [Bécquer, 1981;
Gémezetal, 1975; Jiménez, 1980; Lebn ¢t al, 1985],
v en los resultados se sefiala a la temperatura /o la am-
phitud térmica como los principales responsables de las
variaciones poblacionales de este insecto. También ha
sido estudiada la influencia de la temperatura v la
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fenologfa en la primera aparicion del pulgdn verde del
melocotonero, 2si como ¢l ciclo bioldgico v la repro-
duccion en condiciones controladas [Jiménez, 1980] v
ambientales [Jiménez v Montero, 1993], donde se de-
mosti6 la relacién entre la temperatura v la velocidad
de desarrollo de esta especie. Existen en la literatura
universal diversos articulos cuyos resultados concuer-
dan en general con [os obtenidos por investigadores cu-
banas,

Las Estaciones Territoriales de Proteccién de Plantas
{ETPP} de la provincia de La Habana poseen una
abundante informacion acamulada acerca del compor-
tamiento de los afidos en el cultivo de la papa, obteni-
da periddicamente a través del trabajo de monitoreo de
1a plaga. en sitios fijos de muestreo 0 campos estaciona-
rios (CE), que establecen las merodologfas de sefializa-
cion elaboradas para el seguimiento v control de plagas
y enfermedades en las dreas de produccion.

Este trabajo se llevo a cabo con la finalidad de zonificar
las Areas de produccion de papa partiendo de los vesui-
tados investigativos existentes, ia informacién climati-
ca de la red de estaciones meteorolégicas (EM) del
Instituto de Meteorologia v la informacién acumulada
por las ETPP de la provincia de La Habana.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron los datos experimentales acerca de la diné-
mica poblacional de M. persicae obtenidos en ensayos
realizados en 37 parcelas sembradas en las tres épocas
del calendario para el cultivo de la papa en Cuba, ubi-
cadas en Alquizar, La Habana, durante un perfodo de
10 afios (1974-83), v se caleuld el incremento de po-
blacién entre evaluaciones, asi como la temperatura
media del aire v Ja amplitud térmica del intervalo de
siete dias previos a cada evaluacién, con los cuales se
efectuaron andlisis de regresion lineal para determinar
cual de fas variables climaticas caracterizan mejor el
crecimiento de la plaga.

Se procesaron los registros ‘de temperatura media,
dado que esta variable describe el comportamiento de
M. persicaz, obtenidos por las EM de Melena del Sur.
Giiines, Giiira, Santiago de las Vegas, Artemisa, Bauta,
Batabané v La Sabana correspondientes al intervalo
noviembre-marzo para una serie de seis anos, y me-
diante analisis de varianza se realizd una caracteriza-
cién det territoria dedicado a la produccion de papa de
la provincia de La Habana de acuerdo con el comporta-
miento de dicha variable en la etapa de cultivo de la
papa, que posteriormente se vetifics con los pardme-
tros de poblacién de la plaga calculados de las tarjetas
informativas de 34 CE pertenecientes a las ETPP de
Giines, Giiira v Artemisa, que abarcan las Empresas de
Cultivos Varios (ECV) de Gitines, Melena, Gaira,
Alquizar, Bataband, 19 de Abril, Artemisa y el sector
privado de San Antonio de los Bafos. del perfodo
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1085-86 a 1996-97, v se elabord un fichero con las va-
riables: momento de aparicién, total de individuos en
el pico poblacional, poblacién promedio por parcela ¥
tasa de incremento poblacional, con el objetivo de rea-
Jizar un andlists discriminante para verificar si el com-
portamiente poblacional de M. persicae respondfa a las
diferencias climéticas existentes en el territorio, v de
cste modo lograr la zonificacién de la especie para el
cultivo,

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar el comportamiento de las poblaciones de
4fidos en la dindmica, se escogieron come parcelas tipo
representativas las correspondientes a la etapa inter-
media del calendario, v con ellas s¢ llevaren a cabo los
andlisis matemdticos partiendo de los antecedentes co-
nocidos respecto a la refacién existente entre dicha di-
némica con la amplitud térmica, asi como con la
temperatura media.

Como resultado del analisis de regresién entre ¢l incre-
mento de la poblacién (InPo) de 4fidos enire evalua-
ciones semanales v la amplitud térmica (Ampli)
correspondiente a dichos perfodos, se obtuvo la ecua-
¢ién InPo = - 0,054 Ampli + 0,6837, lo cual implica
que para que se produzca un decrecimiento de la pobla-
cién, la amplitud debe ser menor de 12,66°C. Este resulta-
do concuerda con los sefialados por otros investigadores
en Cuba [Gomez et 4l 1975; Ledn e al., 1985].

Ei anglisis de regresién efectuado con el incremento de
la poblacién de M. persicae entre evaluaciones y la tem-
peratura media (Tmed) del aire dio como resultado la
ecuacion InPo = 0,1033 Tmed. de donde se deduce
que para que se produzca un aumento de la poblacién
de la plaga, la temperatura media debe ser superior a
19,99°C, 1o cual concuerda con los requerimientos tér-
micos de la especie segiin los resultados obtenidos en
los estudios sobre la accién de la temperatura sobre su
ciclo biolégico [Jiménez, 1980, asi como con la tempera-
tura Sptima para su nCremento.

De acuerdo con los resultados obtenidos, ambas varia-
bles pueden sexvir para explicar las variaciones pobla-
cionales de M. persicae.

Se selecciond a la temperatura media del aire para
caracterizar, por su comportamiento, a la provincia de
La Habana, v el andlisis de varianza efectuado demos-
wé (Tabla 1) la existencia de diferencias significati-
vas entre los registros de temperatura media de las
EM de La Habana, gue hacen que se diferencien cua-
tro zonas, con los valores més elevados en Artemisa v
La Sabana (22,98 ~ 22,92°C), v los mas bajos en Bata-
band, Guira de Melena v Bauta (22,1~ 21,9°C), lo que
presupone que en el perfodo de cultivo de la papa -no-
viembre a marzo—, las poblaciones de afidos alcanzan
incrementos més discretos en Jag empresas paperas del
centro-sur de la provincia (ECV Batabané, Quivican,
Giiira de Melena v Alquizar) {Fig. T}
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Tabla 1. Caracterizacién de las dreas paperas de La Habana

segin la temperatura media del aire

Estaciones metecrolégicas Grups Temperatura media del aire
Artenisa ; 22954 a
La Sabana I 22,92 g
Giines 1 22.52b
Santago de las Vegas LB 22,312 be
Melena 111 2228 be
Bataband v 22,194 ¢
Giiira I3 22,146 ¢
Bauta Y 21,99 ¢
Error estdndar 0,4

Coeficiente de variacién 0,1268

El andlisis discriminante demostré, dado el alto por-
centaje de CE bien clasificados obtenidos {88,2%}, que
los incrementos poblacionales de la especie responden

Grapo !

Gruno 2

Grapo 3

Grapmo 4

mentos poblac

a las variaciones climéticas que existen en el territo-
rio, lo cual se reafirma en la representacién gréfica
(Fig. 21 de los centros de gravedad de los grupos.

Con mavores inerementss peblacionales de M. persicae v temperatura

media mas elevada (22,950

Con valores intermedios altos de temperatura media (22.52°C)

Con valores intermedios bajos de temperatura media {22,59°C)

Con vaicres bajos de temperdtura media {22,02°C) v menores incre-

Figura [. Zonificacién del comportamiento de M. persicas en papa.
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Figura 2. Representacian de los grupos er, los gjes discrimtinantes,

Hasta fecha reciente, los trabajos de zonificacion pu-
blicados en la literatura clentifica internacional se
han referido a la diferenciacién de dreas geograficas
de determinados territorios con la finalidad de
establecer aquellas donde se localizan las mejores
posibilidades de obtener altos rendimientos, de
reuerdo con las necesidades de cultivos especificos, y
se basan generalmente en el andlisis de wvariables
edafo-climaticas [Alves y Olivera, 1995] o climati-
cas solamente [Ernst v Hoffman, 1996], asumiendo
la mayor o menor posibilidad de la accion de plagas y
enfermedades por asociacion v no por inclusion de
este [actor como una variable més en la zonificacion.
En Cuba, de modo particular, se han estado realizan-
do trabajos de este tipo, pero referidos al comporta-
miento no sélo de insectos plaga, sino también de
enfermedades producidas por hongos, en 4reas desti-
nadas tradicionalmente a determinados cultivos como
el tabaco [Lianes, 1997 v la paFa [Gomez, 1998, vlos
resultados obtenidos brindan la posibilidad de trazar
estrategias en la toma de decisiones para la proteccion
sanitaria en las dreas dedicadas a ellos.

CONCLUSIONES

» El territorio dedicado a la produccién de papa en la
provincia de La Habana se diferencia en cuatro zonas,

3diftsanid ad

segtin el incremento que se registra en las poblaciones
de M. persicae en ¢l petiodo noviembre-marzo.

« Las zonas con mayores posibilidades de incrementos
poblacionales se ubican al centro-oeste de la provincia,
v las de menores, hacia el sur, correspondiendo a los terri-
torios del sur-este las posibilidades intermedias.
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COMPARACION DE TRAMPAS DE DIFERENTES COLORES
EN LA CAPTURA DE TRIPS TABACI LINDEMAN
(THYSANOPTERA: THRIPIDAE) EN EL CULTIVO

DE CEBOLLINO (ALLIUM SCHOENOPRASSUM LIN.)

E. Rodriguez y L. L. Vazquez

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

RESUMEN

ABSTRACT

Thrips tabaci Lindgman constituye uno de o mayores problemes
emMomologicos pare los cultivas de cebolline, ajo v cebolla. Las tram-
pas de colorss pueden resuftar un método de diagndstico v maniio-
req muy Oiff para esta plaga. Ef experimento se realizd en un huerto
urbano en el cultivo de ceboliing, donde se ensayaron j0s colores
blanco, amarilfo, rojo y azul para la straccion de Thrips tabaci. Tam-
bién se analizaron das afluras para la colocacion de fas trampas (20
v 40 cm def suefo). Los colores mas efectivos para la caplura de
Thrips tabaci fusron ef blanco y ef azul, I0s cuales presentaron dife-
rencias significativas con respecto a fos demds colores. Tembign se
pudc comprobar gque no existen diferencias en cuanfo a la captura
de insectos entre las altures evaluadas.

Palabras claves: Thrips fabaci, trampas de coiores, monitoreo,
Alfium schoenoprassum

Thrips tabadi Lindsman constitutes one of the main entornotogical
troubiss for chive, garlic and onion. Color traps can be a usefui met-
hod of diagniosis and manitoring for this pest. Experiment vwas made
i an urban orcherd in chive cufture, whers were assaysd the colors
white, yellow, red and biue for the aftraction of Thrips tabaci. Also
were analyzed two heighis for irap positioning (20 and 40 cm at soil).
fore effective cofors for the capture of Thrips tabaci were white and
biue. They presented significant differences respect to other colors.
Besides it could be proved thal if didn't exist diffarances in capture of
insects between evaluated heights.

Key wards: Thrips tabaci, colors traps, monitoring, Alfium schoene-
Prassum

INTRODUCCION

La trampa de colores para la atraccidn de insectos es
una técnica muy empleada en la agricultura. Especifi-
camente de los insectos pertenecientes al orden Thysa-
noptera existen numerosos trabajos relacionados con
ios colores que ejercen mavyor atraccion sobre ellos. Los
resultados de estos ensayos son contradictorios, en-
contrdndose entre los colores informados como atra-
ventes el blanco {Ataiza v Gonzilez, 1989}, el amadillo
[Torres et al, 19901 yel azul [Cabello et af, 19‘911

En el presente experimento se pretendié determinar
el color que més atraccidn ejerce sobre poblaciones de
Thrips tabaci, ademéas de comparar la influencia de dos
alturas de trampa sobre su captura, como elementos
basicos para la utilizacién de estas en el monitoreo de
las pobiaciones en huertos urbanos.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en un huerto urbano de alto ren-
dimiento {organopénico) del INRE en Plaza de [a Re-

volucién, Ciudad de La Habana, en el cultivo de
cebollino en estadio de wes hojas. Las trampas de colores
se hicieron de cartén, con 15 cm de ancho por 10 em de
alto. Al cartén se le adhirié por cada cara una cartuli-
na de color. Luego se forraron con pldstico transpa-
rents, y se recubrié de goma entomo}oglca Los
colores utilizados fueron blanco, azul, rojo v amarillo

Las trampas se colocaron a dos alturas: 20 v 40 cm def
suelo, y se distribuyeron de manera aleatoria a lo largo
de los canteros, cuvas dimensiones eran 40x 1,5 m, %
situaron cinco trampas de cada color a las dos alturas
utilizadas.,

Las evaluaciones se realizaron una vez por semana.
En ellas se retird el pldstico transparente con los in-
sectos pegados v se sustituy6 por otro nuevo. En el la-
boratorio se realizé la cuantificacidn de los individuos
utilizando el mieroscopio estereoscopio v, en caso de
ser necesario, se realizaron montajes para la identifi-
cacién en el microscopio 6ptico, para lo cual se em-
pled la clave de Palmer y Mound (1989).
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Los datos de capturas de insectos para los diferentes
colores v alturas fueron analizados utilizande un
disefio univariado completamente aleatorizado para
un 5% de probabilidad de ervor. Para la comparacion
de medias vy la formacion de grupo.s homogéneos se
utilizé la prueba Newman Keuls. Los datos fueron
transfoﬂnados por BN \ -+ ]. para s normallzauon

RESULTADOS Y DISCUSION

La mayor atraccidn de las poblaciones de Thrips tabaci
se obtuvo con los colores azul v blanco {Tabla 1), difi-
riendo significativamente con la atraccién ejercida
por los colores rojo y amarillo.

Tabla 1. Numero de adultos de Thrips tabaci capturados por trampa en cebollino

en las evaluaciones realizadas

Color lrg_. éval. .“cha:, §\=al. 31?; e}va].
10/1/96 18/1/96 25/1/96

Azul 1963 a 16,25 a 14,99 &
Blanco 17.23 14,05 a 10,35 a
Ro'o 635 b 6,77 b 599 b
Amarillg 6,45 b 6,25 b 5,35 b
CV=333 Cv=3:4 CV=287

Este resultado es muey similar al obtenido por Fernan-
dez v Lucerna (1990, quienes evaluaron la atraccion
de T, tabaci a diferentes colores en el cultivo de cebo-
lla, v hallaron que el color blanco atrae mds indivi-
duos que Jos colores violeta, rojo v verde.

En otras estudios realizados con diferentes especies
de trips, Moffitt (1964, Beaverset al {1971} v Yudin
et al. {1987} comprobaron que el color blanco es més
atractivo para Frankliniella oecidentalis (Pergande) qu(,
el rojo v el amarille, en trabajos r\,dhzadoe en perales.
naranjos y lechuga, respectivamente,

También Cirdenas y Corredor (1989) encontraron
en Colombia que ¢ color blanco es el més atractivo
en la captura de tips, en un experiments ern el que se

ensavaron los colores amarillo, naranja, rojo, verde v
morado sobre cultivo de erisantemo. Brodsgaad
{1989} evaluo diferentes colores v ronos, v determing
que una gama de azul era ia éptima para la atraccion
de trips er: una experiencia en invernadero en el culti-
vo de Saint Paulias. Se refiere ademas preferencia por
el color azul en Thrips citratus, T. am!gam [Kirk, 1984]
v T. pabni Karny [Kawai y Kitamura; 1987, 1990].

Respecto al efecto de la altura de ias trampas sobre la
captura de trips, se determind que no hubo diferen-
cias sigmﬁcatix as entre las dos alturas ensayadas (Ta-
bla 2). Esto permite al productor colocar las trampas
enel rango de 20 a 40 cm del suelo, una altura ligera-
mente superior a la del cultivo en su fase de cosecha,
con el mismo efecto,

Tabla 2. Nimero de adultos de Thrips tabaci capturados por trampas

colocadas a dos alturas diferentes

Altura lra. eval. 2da. eval. 3ra. eval,
10/1/86 15/1/96 25/1/96

20 cm 12,50 10,50 10,00

40 cm 12,22 i0,22 8.30

En trabajos realizados en otros cultivos, las
trampas se colocaron a la altura superior del
cultivo, con gran efectividad de captura de
trips; ast, Medinaet al. {1994}, paralacaptura
de F. occidentalis en pompdn, colocaron las tram-
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pasa 0o 15 cm por encima del cogollo terminal
de las plantas. Torres ef al. {1990) ensayaron en
rosas con alturas de 60, 125 v 160 cm. donde se
obtuvieron mejores resultados a 125 cm en la atrac-
cion de F.ooceidentalis.



Comparacidn de trampas de diferentes colores. .

CONCLUSIONES

* Los colores azul v blanco ejercieron mayor atraccion
sobre poblaciones de Thrips tabaci que el amarillo yel
rojo. :

* Las trampas colocadas a 20 cm del suelo no. difieren
en la cantidad de individuos capturados con respecto
a las colocadas a 40 ¢m del suelo.
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RESUMEN

R. Hernandez, A. Sisinno y A. Lazo

RESIDUALIDAD DE MALATION, METAMIDOFOS,
PARATION-METILO Y ZINEB EN CEBOLLA

instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 no. 514 e/ 53 By 5a. F,
Playa, Ciudad de La Habana, CP 11600

ABSTRACT

Se estudid la cinética de degradacidn ds los plaguicidas malation,
metamidofos, paration-metflc y zineb en cehofla de la varfedad Red
Creole, apilcados sobre ef cuitivo 15 cffas antes de fa cosecha, enun
area de 160 m* v a las dosis de 1,14 kg i.asha (malstion); 0.60 kg
ia/ha {metamidofos); 1.0 kg ia/ha (paration-metifol v 2,25 kg
i a./ha (zineb), sobre suelo Feralitico Rojo. Para realizar log andlisis
da residuos se Hevaron a cabo cinco muestreos durante un pericto
de 14 dias. Malation, metamidofos y paration-metifo se analizaron
por cromatografia gaseosa. misniras gue los anafisis de zineb se
efectuaron por espectrofotometria UV, Los resuftados demostraron
rfue mafation, metamidofos y metiparation, en ningin momenio des-
pués de la aplicacion, dejan residuos por encima de log limites maxi-
mos de residuos (LMR) establecidos (0.05 mgig: 0.1 mafkg y 0.5
mg/kg, respectivamente), migntras que los residuos de ziheb se
mantuvieron por encirma del LME establecido (2,0 mg/kg), por mas
de seis dias despues de la gplicacicn.

Palabras claves: cinética de degradacion en cebofla, cromatagrafia
gaseosa, términos de carancia

It was studied the kinetic of degradation of the pesticides malathion,
mathamidophos, parathion-methyl and zineb it onion of the varigty
Red Crecle, appiied on the cultivation 15 days before the harvest, in
an area of 160 m® and at the rate of 1.14 kg a.vha (malathion); 0.60
kg a.i’ha (mathamidophos); 1.0 kg a.iha {parathion-methyl) and 2.25
kg a.iha (zinel), on Red Ferralitic soff. To carry out the analytical sta-
ge they were faken five sampfes during @ period of 14 days. Malat-
hion, methamidophos and parathion-methy! were analyzed by Gas
Chromatography, while the analysis of zineb were effected by UV
spectrophotometry.  Malathion, methamidophos and  parat-
hion-methy residues after the application were below the Maximum
Residue Limits, (0,08 mg/kg, 0,1 mg/kg and 0.5 mgg respectively),
while the zineh residues were maintained by above of the MRL {2,0
mfeg), untll 6 days affer the application.

Key words: kinefic of degradation fn onion; gas chromatography;
pre-harvest intervals.

INTRODUCCION

La cebolla ;Allimm cepa L.] es un cultivo de gran impor-
tancia, ya que brinda un condimento rico en vitaminas
v aceites esenciales, lo que le confiere muy buenas cuali-
dades nutritivas y gustativas [MINAGRI, 1983}

Para lograr buenos rendimientos en este cultivo es
preciso controlar adecuadamente Ja incidencia de pla-
gas v enfermedades, fundamentalmente antes de la
formacidn de los bulbos,

Entre las plagas més importantes que afectan el culti-
vo se encuentran los trips, larvas de lepiddpteros.
chinches ¥ minador, entre otras, que se combaten sa-
tisfactotiamente mediante el uso de insecticidas, tales
como malation, metamidofos v paration-metilo. En
relacién con las enfermedades que inciden sobre el
cultivo, una de las fundamentales s la mancha purpu-

ra, cuyo agente causal, Alternaria perri (Ell.), se suele
combatir con el fungicida zineb [MINAGRI, 1883},
[Registro Central de Plaguicidas, 1995-96].

Una vez realizado el control quimico de plagas v en-
fermedades, resulta necesario conocer la residualidad
de los compuestos utilizados al efecto sobre la parte
comestible del cultivo para saber si, al efectuar la cose-
cha, los residuos no sobrepasan los limites méximos
de residuos {LMR} [Comisién del Codex Alimenta-
rius, 19871, [GIFAP, 1988].

Para predecir la presencia de determinados niveles de
residuos de plaguicidas en alimentos de ortgen agricola,
se suelen establecer los términos de carencias (experi-
mentales) o periodos precosecha. Es este precisamente
el objetivo del trabajo que aqui se informa, en refacién
con algunos de los plaguicidas utilizados en cebolla.
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MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se llevaron a cabo en dos campanas
consecutivas, v tuvieron lugar en la Empresa de Culti-
vos Varios 19 de Abril, sobre cebella de la variedad
Red Creole. '

En todos los casos se utilizaron parcelas de 40 m? xe-
plicadas cuatro veces, ademés de un testigo sin trata-
mientos, empleade con la finalidad de verificar la
eficiencia de los métodas analfticos de residuos, as
como para conocer la posible residualidad de plaguici-

das antes de las aplicaciones fitosanitaiias.

El cultivo tecibi¢ las atenciones culturales y fitoseni-
tarias establecidas al efecto [MINAGRI, 1983 du-
rante ¢l ciclo vegetativo,

Las aplicaciones de plaguicidas destinadas a estudiar
su residualided en la parte comestible del cultivo se
efectuaron 15 dfas antes de la cosecha, con una mochi-
la Birchmeier modelo Senjor y boquilia de 1,6 mum.
Enla Tablz I sc presentan los plaguicidas utilizados al
efecto, asi como las dosis de aplicacion. En general se
emplearon 200 La de solucién final.

Tabla 1, Plaguicidas y dosis utilizadas
en los tratamientos fitosanitarios

Plaguicidas Dasis {ikg 1.a./ha;
Maletion il4
Meramidotas 0,60
Paration-metilo 1,00
Zineb 2,25

Para estudiar la cinética de desaparicién de los plaguia-
das ensayados se realizé un primer muestreo dos horas
después de la aplicacidn en cada caso (tiempo Cero).
Los restantes muestreos se llevaron a cabo alos 4, 7, 11
v 14 dias después de la aplicacion fitosanitaria.

Para conocer el valor de blanco o testigo se realizé un
muestreo sobre la parcela preparada con ese fin,

Todos estos muestreos se efectuaron siguiendo la me-
todologia establecida a tal efecto [NRAG, 1981],
[Codex Alimentarius, 1996], y las muestras tomadas
se prepararon despojéndolas de la parte foliar, las rai-
ces v las superficies apergaminadas [Codex Alimentarius,
1992], para conservarlas en congelacion hasta ei mo-
mento de realizar los analisis de residuos, los que se
llevaron a cabo por los métodos cuyos principios se
describen a continuacion.

Malation y paratien-metilo: Los ingredientes activos se
exrraen madiante MAaceracion con acetona, seguido de
partician liguide-liquido con cloroformo para des-
pués de la evaporacién de este Gltimo, realizar la de-
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terminacion simultdnea en un cromatdgrafo de gases
con detector termoidnico y un limite de determina-
ci6n para ambos plaguicidas de 0,01 mghkg [NRAG,
19811

Metamidofos: El método se basa en la extraccion del in-
grediente activo de la muestra mediante maceracidn
con acetato de etilo en presencia de sulfato de sodio
anhidro, seguido de evaporacién del solvente. Se di-
suelve el extracto en acetona v se realiza la determina-
cién  por cromatografia gaseosa COn detector
tepmoiénico. El limite de determinacién es 0,05
mg'kg [NC, 19917. :

Zineb: El ingrediente activo es hidrolizado en medio
scido. El bisulfuro de carbono liberado se disuelve en
hidréxido de potasio merandlico, donde se convierte
en el xantato correspondiente. Este se determina di-
rectamente en un espectrofotémerro a 302 mm con-
tra solucién de hidréxido de potasio en metanol. El
timite de determinacién es de 0,5 mg/kg [NC, 19871,

Una vez realizados los analisis de residuos, los resulta-
dos correspondientes se correlacionaron con los tiem-
pos transcurridos desde el dia de la aplicacién, para
obtener el tiempo en que los residuos no sobrepasan
el LMR en cada caso. Finalmente se calcul6 el térmi-
no de carencia buscade, aplicando un margen de se-
guridad al tiempo determinado anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los anélists practicados sobre los frutos correspon-
dientes a las parcelas testigo no se encontraron resi-
duos de los plaguicidas utilizados en el estudio.

En la Tabla 2 se presentan los resultados analiticos de
los experimentos, asf como los LMR relativos a cada
uno de los plaguicidas estudiados en cebolia. Estos re-
sultados corresponden a los vaiores promedio de los
dos experimentos efectuados.

Por la Tabla 2 se puede apreciar. a primera vista, que
en ning(n momento 1os residuos de malathion son supe-
viores al Mmites de doterminacion del método analitico
(0,01 mg/kg), lo que por sUpUEsIo €3 considerablemente
menor que el LMR comrespondiente. Ello esta dado fun-
damentalmente por el carécter no sistémico de dicho in-
secticida [The Pesticide Manual, 1994].

Metamidofos presenté en todo momente residuos in-
feriores al LMR establecido, a pesar de que es un pro-
ducto sistémico y que, en comparacién con otros
insecticidas fosféricos, es bastante estable ante proce-
sos de hidrdlisis v al calor [Moihoff, 1971]. Este com-
portamiento debe estar condicionado por el hecho de
que se aplica a una dosis muy baja.

Los residuos de parathion-metilo son inferiores al
LMR en cebolla desde € mismo dia de su aplicacion,
lo que hace gue sus aplicaciones no impliquen riesgo
toxicolégico; pero ademas se observa en la Tabla 2
una ripida disminucién de dichos residuos con el
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transcurso de pocos dias, pues a los cuatro Ia concen-
wracitn inicial se reduce a la mitad, y 14 dias después
se encuentra por debajo del limite de determinacidn
del mérodo analftico. Esto se comprende si se tienen
en cuenta que metilparathion es altamente sensible a
la hidrélisis, mediante la cual se transforma en sus-
tancias que no son bioldgicamente activas [Molhoff,
1968].

El fungicida zineb, como plantea la Tabla 2, deja ini-
cialmente una concentracion de residuos apreciable,
de acuerdo con una dosis mavor que los demas pla-
guicidas; ademds, a los 6,5 dias, dicha concentra-
cion se reduce a la mitad, alcanzando el nivel
correspondiente al LMR establecido, Se conoce que
este fungicida es susceptible de degradarse rapida-
mente, pues es bastante sensible a fa humedad v la
tuz [The Pesticide Manual, 1994].

Tabla 2. Residuos de plaguicidas en: cebolla y LMR correspondientes

Residuos (mg'kg) (dias) LR

Plaguicicas SRR

0 4 7 11 14 (mg'kg)
Malation ND ND ND ND ND 0.05
Metamidofos 0,05 NI NI ND ND 0.1
Paraticn-metilo 0,453 0,22 0,045 0,024 ND 0.5
Zinen 3.5 3.0 F.6 1,0 ND 2.0

MNota: No se detectan residucs por encima del limite de determinacidn del método analitico correspondiente.

NI o deteciablz,

En este caso, v dadas las caracteristicas del cultive, en
el que una parte det fruto queda bajo la superficie del
suclo, os muy probable que ocurra una estabilizacion
de residuos al no estar expuesto el plaguicida alas ra-
diaciones solares.

Se debe senalar que no hubo precipitaciones el dia de
la aplicacién fitosanitaria en ninguno de los expe-
rimentos realizados, v ademds, durante los 14 dias
correspondientes a la etapa de muestreos, las precipi-
taciones resultaron minimas. Esto, por supuesto,
favorece la calidad del estudio, pues lo importante
en estos casos es gue se desarrolle en condiciones de
produccidn en las que haya un margen de seguridad
scgin las orentaciones de instituciones internacio-
nales de amplia experiencia en la especialidad [FAQ,
19817, [FAQ. 1990].

CONCLUSIONES

+ Cuando se aplica malation a razén de 1,14 kg
i.a/ha, en ninglin momento posterior al tratamiento
aparectercn residuos del insecticida por encima del li-
mite de determinacién del métode analities (0,01
mg'kg).

« Aplicaciones de metamidofos a 0,6 kgi.a./ha no de-
jan residuos por encima del LMR (0,1 mgkg) en nin-
glin momento, v al transcurrir cuatro dias fueron
inferiores al limite de determinacion del método ana-
litico (0,05 mg'kg).

« Si se realizan aplicaciones de paration-metilo, los
residuos son inferiores al LMR (0,5 mglkg}, incluso
desde el mismo dia de la aplicacién, v Hegaran a ser in-
feriores al limite de determinacién del mérodo analfti-
co (0,01 mgkg) 14 dias después,

+ Siempre que se aplique zineb a 2,25 kgi.a/ha habrd
que esperar 6,5 dias para que los residuos del fungici-
da se reduzean al nivel del LMR (2,0 mg'kg}. Dichos
residuos serdn inferiores al limite de determinacidn
del mérodo de analisis (0,5 mgkg) 14 dias despuée de
la aplicacién.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se astudic la sensibilidad de Ios patégenos Fusarium subglutinans
{Wr&Rein) 7. £ Natson, T. A. Tousson & farazas. Ghalara parado-
xa (De Seyn) SBacc, Jos cuales provocan pudriciones severas en dife-
rentes fases cef cultivo de ia pifia, v de Mycosphaeralia musicola
Leach. causante de la sigatoka amarilla en ef banano, a los fungici-
das friadimenol propiconazol, difencconazol, tebuconazol hexaco-
nazol, fhepoxiconazol v biferfancl. Se  obtuvieron oultivos
monaspancos de los hongos, y para las pruehas de sensibilidad se
empled el mélode del crecimiento radial de fa coloniz sobre medic
tle para-dextrosa-agar (PDA). corregido can diferentes soluciones
de los Ingredientes activos a concentraciones desde 0,007 hasta 5
myg i a./l paraias dos primeras especiss, y para M. musicola se whili-
24 el método de crecimienio de ia colonia en medic liguido ds pa-
pa-cextrosa. Los valores de DLg, de los friazoles estudiados sobre
F.subglutinans se encuentran entre 0,02 y 1,81 mgia/L, resultande
el difenoconazol el més achvo, Respecto a C. paradoxa, las Dz
oscilan entre 0.0G7 vy 0,66 mg i.a/L. siendo ef mas activo & hexaco-
nazol En relacidn con M. musicola, para ef propiconazot fa Dl es
de 0,008, y para el bitertanol &5 de 0.015 my i.a./l. En general fos
fungicidas nazoles se consideran affamentfe aciivos sobre estas es-
pecies de hongos. Los métodos de laboratorio comprobados resul-
taron efectivos v confiables, los cuales pueden ser utilizados para
deferminar camblos en la sensibificdad de poblaciones de campo so-
metidas & tratamientos sistematicos con estos campuestos, fenien-
do en cuenta los pardmetras de sensibifidad establecidos.

Palabras claves: Fusarium subglutingns, Chalars peradoxs,

Mycosphaerella rmusicola, fungividas, resistencia a fungicidas

Sensitivity of the pathogens Fusarium subglutinans (W & Rein) P. £
felfson. 7. A. Tousson & Marazas, Chalara paradoxa /1De Seyn)
Sacc which caused severs rofting in different phases on pineapple
crop and Mycosphaerela musicola Leach, which is the causing
agent of yellow Sigatoka in banana was studied for the fungicides
triadimencls, proepiconazole, diphenocconazole, tebuconazole, and
bitertanole. Moncsporic cuflures were oblained for the fungi, whila
the radial cofony growing method was used for sensilivity test. Pota-
fo-dextrose-agar (FDA) was the medium employed, which was
amended with diffsrent solutions of the active ingredients at rates of
G.07 upto 5 mg i.a.Xforthe first two species white the colony growing
method in potato-dexirose fiquid medium was ulitized for M. musico-
la. LOse values of iriazoles studied over F. subglutinans were bet-
ween 0.02 and 0.81 ma i.a./l being diphenoconazale the most active
one. Regarding C. paradoxa LDss values ranged from 0.007 up to
C.86 mg i.a./l heing hexaconazole the mast aclive one. With respect
fo M. Musicola LDswas 0.009 mg i.a./ for propiconazole while for bi-
ferfanc! it was 0.075 mg ial in general triazoles are considered
highly active aver these fungi species. Laboratories methods tested
were effective and reliabie and could be used to determined sensifi-
vity changes in fungi field populations submitted to sysfematic treat-
ments with this compounds laking into account the sensitivity
parameters established.

Key words: Fusarium subglutinans, Chalara paradoxa, Mycosphae-
refla musicola, fungicides, fungicide resistance

INTRODUCCION

En el cultivo de la pifia, Fusarinm subglutinans (Wr &
Reinj P. E. Nelson, T. A. Tousson & Marazas v Cha-
lara paradoxa (De Seyn) Sace, provocan pudriciones
severas en diferentes partes de las plantas, que limita
considerablemente Ia obtencién de altos rendimien-
tos. Por otra parte, Mycosphaerella musicola Leach,
agente causal de la sigatoka amarilla, es la enferme-
dad mas importante, después de la sigatoka negra, en
el cultive del banano.

Para el control de estas enfermedades se emplean en
la actualidad los fungicidas inhibidores de la biosinte-
sis de ergosterol, entre estos los triazoles, como una
alternativa muy factible, fundamentalmente en las
dreas donde se aplican sisteméaticamente los benzimi-
dazoles u otros compuestos de aito riesgo de resisten-
cia [Lyx, 1993].

Este grupo de fungicidas, junto a varios compuestos
de otras clases, fueron sintetizados a finales de la dé-
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cada del sesenta con caracteristicas heterogéneas des-
de el punto de vista quimico, sin embargo. con sitio
de accién similar en el metabolismo fungico [Lyr,
1995], es decir, interfieren en la biosintesis de ergos-
terol mediante la inhibicidn de la desmetilacion del
Janosterol en le posicién 14 ¢ 24-methyleno dihydro-
lanosterol, los cuales son precursores de los esteroles
en los hongos [Buchenauer, 1987].

A pesar de su heterogeneidad quimica, el espectro de
actividad de los inhibidores de la bicsintesis de ergos-
terol {IBEY, tanto in vitro como in vive tiene sus seme-
janzas. Estudios in vitre han demostrado que la
mayorfa de los hongos pertenecientes a las subdivisio-
nes Ascomycetes, Basidiomveetes v Deuteromycetes
son mas o menos sensibles a los 1BE. Progresos sus-
tanciales se han obtenido a nivel mundial en trata-
miertos a las semillas de cereales. patdgenos del
suelo, asi como contra patdgenos foliares tales como
mildius, royas, etc. |Kuck et al,, 1995].

En Cuba estos fungicidas se emplean ampliamente en
el cultivo del banano v platano {Pérez, 1996], v mAs
recientemente se han extendido a los citricos, papa,
hortalizas v pifa, entre otros, con lo cual se ha logya-
do unz adecuada proteccion fitosanitaria contra Jas
enfermedades.

A pesar de sus ventajas evidentes, es necesario seflalar
que con el incremento de su uso en la practica, desde
los inicios de la década de! ochenta, estudios de campo
para los mildius pulveruientos en cucurbitdceas v ce-
rezles, v para el caso de la sigatoka amarilla en banano,
mostraron un incremento de las informaciones sobre
reduccién de la sensibilidad en poblaciones de campo
‘Muino et al., 1993; Schepers, 1983: Steva, 19921,

Por tal motive, los objetivos del presente trabajo fue-
ron dirigidos a comprobar la sensibilidad de tres espe-
cies de hongos a los triazoles, para establecer las lineas
base de sensibilidad v disponer de métodos confiables
v sencillos para la deteyminacion de los cambios en la
sensibilidad en poblaciones de campo sometidas a
tratamientos consecutivos COMN €sins COMPUESLOs en
los cultivos de pifia v platano.

MATERIALES Y METODOS

Se obwuvieron aislamientos manospéricos de F. sub-
gutinans v C. paradoxa & partir de fracciones de tallo
de plantas de pifia afectadas v de M. musicola a partir
de fragmentos de hojas con lesiones de sigatoka en 1v
estadio. Estas muestras fueron colectadas de areas ex-
perimentales, donde no se habian realizado trata-
mientos anteriores con fungicidas. Se estudid el
triadimenc), propiconazol, difenoconazol, tebucona-
zol, hexaconazoi, hepoxyconazol v bitertanol,

La sensibilidad de F. subglutinans y C. paradoxa se de-
termind mediante el método del crecimiento radial de
la colonia [FAO, 1982; Muifio et o, 1994] sobre me-
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dio de cultivo papa dextrosa agar envenenade con so-
luciones de los ingredientes activos a concentraciones
de 0,0001; 0,001; 0,01; 0,025, 0,05; 0.1; 1; 1.25;
1,753: v 5 mgia/L, incluyendo un testigo sin trata-
mientos. Se montaron wes réplicas por cada concen-
tractén; la incubacién se realizé a 25°C v a los siete dias
se midis el crecimiento radial de la colonia en centfme-
tros, Se calculé el porcentaje de mortalidad mediante
la férmula de Abbott [Bayer, 1966]. Estos valares de
mortalidad fueron transformados a unidad de Probit
[Bliss, 1934], v los datos de concentracidn a logaritmo
de la concentracidn. Se ajustd una ecuacion de regresion
y se determiné la DL;, Todo este procedimiento se
realizé mediante un programa computarizado.

La sensibilidad de M. musicolz se determing para los
fungicidas propiconazol vy bitertanol mediante el
desarrollo de colonias en medio liquido de papa dex-
trosa, corregido con las concentraciones de fungicidas
antes mencionados. Se montaron cinco réplicas por
cada concentracion, incluvendo una variante tesugo
sin tratamiento, Se prepard una suspension de inéeu-
lo a partir de los aistamientos obtenidos v se ajusté la
concentracién a 10-15 conidios o fragmentos de mi-
celio por campo visual de 100 x. Después de diluido el
fungicida en el medio de cultivo se adicioné 0,5 mL
de la suspensién de indeulo a cada erlenmeyer. Lain-
cubacidn se realizé a 25°C con régimen de luz fluoves-
cente de 3 000 lux veinticuatro horas al dia.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla [ se muestran los valores de DL, de cada
combinacién hongo-fungicida, lo cual contirma la alta
actividad bioldgica de los triazoles sobre las especies de
hongos estudiadas, aunque es importante sefalar que
lasvalores més altos de DLs; se registraron de manera
general para F. subglutinans, lo gue indica que es me-
nos sensible que las owras dos especies, fundamental-
mente para el triadimenol, hepoxiconazol ¥
propiconazol. La sensibilidad mas alta se demosud
para M. musicola respecto al propiconazol y bitertanol,
asi como para C, paradoxa respecto al hexaconazol.

Los resuttados muestran una alta correlacién entre la
concentracién del fungicida y la mortalidad del hongo
con valores del coeficiente de determinacidn altamen-
te significativos, desde 0,81 hasta 0,97, lo cual de-
muestra la  alta conflabilidad de los métodos
utitizados. Los valores de DL;; obtenidos en el pre-
sente estudio representan las lineas bésicas de sensibi-
lidad para su monitoreo en poblaciones de campo.

Estableciendo un anélisis entre los diferentes fungici-
das estudiados (Fig. 1), para F. subghutinans el mis acti-
vo resultd el difenoconazol. con un valor de DLy de
0,02 mgi.a/L, v el valor mds alto se observd para el
triadimenol, con 0,91 mgi.a/L; respecto a C. parade-
x4 el valor més bajo de DLy correspondié al hexaco-
nazol, con 0,001 mg i a/L, v el mds alo al
wriadimeno!, con 0,66 mg i.a/L. Para M, musicola €l
valor de DL, del propiconazol es de 0,009 mg i.a./L,
v para el bitertanol de 0,015 mgi.a/L,
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Tabla 1. Valores de DLs, de fungicidas IBE sobre F. subglutinans, C. paradoxa

y M. musicola

Fungicida Hongo Ec. de regresion R? DLy (mgiasl;

Flsubghutinans y=031x+49 0,88 1,31
Triadimenol

C. paradoxa v=145x+ 3,26 0,86 0.66

F. subghitinans v=060x-+ 512 0,55 0,63
Propiconazol

C. paradoxa y=091Ix+ 422 0,95 3,05

M. musicola ¥ =3557x+ 1633 0,88 0,009
Difenoconazot

F. subghutinans y=023x%x~ 342 0,82 0.02

C. paradoxa v=173x 702 0.81 0.07
Hepoxiconazol

F. subglutinans y =187 x+30] 0,86 0,96

C. paradora v=1094x+ 659 0,92 0,01
Tebuconazol

F. subglutinans v=1,25x+39 0,88 0.17
Bitertanol . paradoxa v=1,48x+ 3,05 0.90 0,001

LM musicola

-
(]

Resultados similares han sido informados por Shepers
{1983). quien determiné una DLsy de 1,5 mg ia/L
para la combinacién bitertanol-Sphacreteca fuliginea.
Por otra parte, en Costa Rica, Chin ez al. {1996} esta-
blecieron una linea base para M. musicela con una
DLy promedio de 0,023 mg i.a/L. Estos valores re-
sultaron ligeramente superiores a los determinados en
el presente estudio, por Jo que se confirma que los ais-
lamientos salvajes presentes son altamente sensibles a
los triazoles de manera general.

A nivel mundial existen evidencias de pérdidas de la
sensibilidad de diferentes especies de hongaos a estos

C. paradoxa

II F moniffame

iara 1. Sensibilidad de F. subgiueinans, C. paradaxs v M. musicola 4 los IBE

fungicidas, aunque a pesar de su uso intensivo en al-
gunos cultivos, los niveles y extension de la resistencia
1o han sido drasticos [Lyr, 1995]. En Cuba se demos-
¢ una reduccién de la sensibilidad de M. musicola al
propiconazol en la localidad de Ciego de Avila en el
cultivo del banano [Muifio ¢t al, 1993], Por otra par-
te, Koller v Wubben {1989} presentaron una eviden-
cia clara de resistencia cruzada enue los fungicidas
inhibidores de la biosintesis de ergosterol del grupe [
Por tanto, sc hace necesario la realizacién de che-
queos sistemdticos de la sensibilidad de las poblacio-
nes de campo bajo tratamientos con los fungicidas
IBE en cultivos de importancia econdmica.

Atasanidadi47



Muifio y otros

CONCLUSIONES

* Los fungicidas IBE son altamente activos i vitro so-
bre los hongos F. subglutinans, C. paradoxa v M. musi-
cola.

« F.subglutinans yesultd el menos sersible a los {fungi-
cidas IBE.

* [l difenoconazol resultd el tungicida mas activo so-
bre F. subeiutinans con una DL, de 0,02 mg i.a/L,
para C. paradera el hexaconazol con un valor de DL,
de 0,001 mgia/L.v para M musicola el propiconazol
y bitertanol con valores de 0,009 v 0,015 mg i.a/L,
respectivamente.

» Los métodos de laboratoyio cstudiados para la de-
terminacién de la sensibilidad a las IBE resultaron
efectivos v confiables.
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RESUMEN

ABSTRACT

La accion de los fungicidas sobre Ja simbiosis ectomicarrizégena en
posturas de Pinus maestrensis Bisse para ef controf def agente pato-
geno Lecanosticta acicola (Thum) 8yd. fue nuestro objeta de estudio.
Se apficaron dos fungicidas: oxicloruro de cobrs y bencmyl, y dos
fuenifse de indculo ectomicarrizégenas: suefo de pinar y esporas de
Pisolithvis tinclorius (Pers.) Coker & Couch adicionados al suelo de pi-
nar Se evaluaron ia bipmasa foliar-radical. la infeccidn ecfomicornizo-
gena y el grado de incidencia def agente patogena. El gxicloruro de
cobre, canjuniamente con la adicién de esporas de P, tinstorius en
suelo de pinar, fue e tratamiento més efectivo para el desarrollo de fa
simBiosis ectomicornizdgena y el control de la enfermadad mancha
parda, provocardo por L. acicoia en fas posturas de P. maestrensis.

Palabras claves: Pinus maestrensis, Lecanosticta acicola, simbiosis
eciomicorrizégena, fungicidas, enfermedades fungosas, control

it is stucied of fungicides on ectomycorrhizal symbiosis in Pinus maes-
trensis Bisse seediings for controliing the pathagenic agent Lecanos-
ticta acicola. Three fungicides were applied: fundazol and cupper
oxychiaride and two mycorrhizal inoculation methads: pinar soif and
Pisalithus tinclorius spores in pinegrove soil. Foliar-radical biomase.
mycorrhizel infection and incidence of pathogenic agent were evalua-
ted. Cupper oxychioride mixed with spores of Pisoiithus tinctorius on
pinegrove soil was the most effsctive treatment for mycarrhizal deve-
fopment ard for controfling “brown stained” disease caused by Leca-
nosticta acicola in the sediings of Pinus maastrensis.

Key words: Finus maestrensis, Lecanosticta acicola, ectomycortizo-
gen symbiosis, fungicides, fungal diseases, controf

INTRODUCCION

Los hongos micorrizOgenos se encuentran natural-
mente en el suelo interactuando simbidticamente con

el sistema radical del 85% de las especies del reino ve-
, a1 .
getal, v son considerados biofertulizantes que actuan

como biocontroladores de enfermedades y plagas enlas

plantas.

Existe una tendencia a nivel mundial de sustituir total
o parcialmente la aplicacién de productos quimicos
como los fungicidas por productos biolégicos para
combatir las enfermedades de los cultivos v. de esta
forma, contribuir a la conservacién v manejo sostenible
de la biodiversidad. :

En Cuba, hasta el momento, no conocemos investiga-
ciones referentes al uso de los hongos ectomicorrizége-
nos como producto biolégico capaz de actuar como
agente hiocontrolador, a pesar de que existen extensas
zonas de plantaciones forestales, a menudo monoespe-
cificas v de similar edad que, conjuntamente con las ca-

racteristicas climéticas propias de un pafs tropical,
favorecen el rapido desarrollo de agentes patogenos
aque reducen la obtencién de productos derivados del
bosque [Hochmut y col. 1968].

En las dos altimas décadas se ha demostrado la influen-
cia positiva de especies ectomicorizogenas en el con-
trol de enfermedades provocadas por agentes
patégenos que ocasionan dafios considerables en pos-
turas y plantaciones [Kais, 1983; Unestam et al., 1987;
Chakravarty et al, 1991; Unestam y Dam, 1994 v
Hwanget al,, 1995], como es el caso del agente patoge-
no Lecanosticea acicola (Thum) Svd, que provoca la en-
fermedad mancha parda, la cual fue reportada por
primera vez sobre Pinus caribaca [Gonzdlez, 1967] y
posteriormente en Pinus cubensis Griseb v Pinus maes-
frensis Bisse por Lentovye (1972), Delgado {1982) v
Alonso (1991).

Por todo lo antes expuesto es que consideramos nece-
sario abordar esta tematica con el objetivo de explotar
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los hongos ectomicornzogenos como agentes biocon-
troladores que nos permitan eliminar o disminuir la
aplicacién de productos quimicos (fungicidas) para
contrarrestar la enfermedad mancha parda en posturas
de Pinus maestrensic Bisse.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se desarrollé en el vivero de la Estacién
Experimental Forestal de Guisa, provincia de Granma,
durante 1992 hasta 1994 Las actividades realizadas se
describen a continuacion en orden cronolégico:

1} En bolsa de polietileno negro de 12 x 20 em que con-
tiene una mezcla de suelo, cachaza v suelo de pinaren
proporcién 8:1:1, se sembrd Pinus maestrensis Bisse en
febrerg de 1993

Tabla 1. Funciones asperjadas

2) Alos diez meses de edad de las posturas se inoculé el
sustrato mencionado anteriormente con esporas de Pi-
solithus tinctorius {Pers.) Couch & Coleer. Las esporas se
disolvieron en agua con cince gotas de tween 20, cuya
concentracion fue de 209 g/7,5 L de agua v se adiciond
50 ml/bolsa. Los cuerpos fructfferos de P. tinctorius se
colectaron en plantaciones de Pinus cubensis de tres
afios de edad. en Pinares de Mayari, provincia de Hol-
guin.

3} Se colocaron uniformemente alrededor de las pos-
turas sanas ramas infestadas con un 50% (grado 2)
aproximadamente de incidencia de la enfermedad
mancha parda provocada por el agente patégeno L. aci-
cola, con el objetive de infestar las posturas, y una vez
alcanzado el grado 2 poder asperjar los fungictdas refe-
ridos en ia Tabia 1.

Nombre quimico Nombre comercial Daosis {kg'ha)
Benomy! 30% Fundazol p.h. 50% (.2
Oxicloruro de cobre 30% Cupravic ph. 50% 0.5

Los fungicidas fueron aplicados con asperjadora ma-
rtual GN-16 con boquilla de cono de 3 mm con una so-
lucién final de 500 L/ha de caldo.

43 Se desmonté el experimento a los 17 meses de ha-
berse realizado la siembra de la especie forestal v se

evajuarcn los indices: peso seco foliar-radical {g), infec.
cion ectomicorrizégena (%), segin el método de Marx
v Ruehle (1991}, asi como la cuantificacion del grado
de incidencia del agente patogeno Lecanosticta acicola en
el follaje de las posturas, segin lo referido por Alonso
{1991y {Tablas 2 v 3).

Tabla 2. Gradiente de micorrizacién basado en el porcentaje
de infeccién en el sistema radical de postuxas

Grade Porcentaje Sintomatologia
0 0 Posturas no micorrizadas
1 1-24 Posturas pobremente micorrizadas
2 25-30 Posturas moderadamente micorrizadas
3 51-75 Pasturas bien micortizadas
4 76-:100 Posturas excelentemente micorrizadas
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Tabla 3. Gradiente de infeccién por Lecanosticta acicola en el follaje

de las posturas

Grado Porcentaje Sintomatologfa
0 0 Posturas no infestadas
| 1.95 Enfermedad localizada en las aciculas con
- pequenos puntos rojos
. _ . o -
5 26.50 Ent}ermedad localizada en la mitad de! follaje
de la postura
S Enfermedad localizada en cast todo el follaje
3 51-73 A !
de I2 postura
- Enfermedad localizada en todo el follaje de la
4 76-100 o : Y .
postura. Comienza la necrosis v muerte de Ja postura

Las variantes experimentales estudiadas fueron:
Fuentes de indculo ectomicorrizégenas:

* Indeulo I: Suelo de pinar.

* Indculo 2: BEsporas de Pisolithus tinctorius adicionadas a
suelo de pinar.

Fungicidas:

* Oxicloruro de cobre.

* Benomyl.

El experimento se distribuyé segin un factorial sobre
un diseno completamente aleatorizado con 100 répli-

castratamiento, realizindose el analisis de varianza
para los indicadores evaluados. El contraste de las me-
dias fue realizado a través de la prueba de rangos de
Newman-Keuls con un nivel de significacidn al 1 y 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza para las interacciones fungicida x
micorriza en el indicador biomasa foliar reflejaron dife-
rencias significativas (Tabla 4), donde los valores pro-
medios mds altos se correspondieron con el indeculo 1,
;benomy] + indculo 1 v el oxicloruro de cobre + indcu-
o2

Tabla 4. Promedios de las interacciones fungicida x micorriza

para la biomasa foliar de las posturas

Tratamiento Valores promedios (g) Grupos
Indculo 1 {SP) 3,66 A
Benomyl + (SI7) 4,63 AB
Oxicloture de cobre 4+ (E + SP) 427 ABC
Inéculo 2 {E + SP) 3.72 BC
Osxicloruro de cobre + (ST) 3,68 BC
Benomyl + (E + SP) 3,20 _ BC

Dentro del grupe homogéneo, letras iguales no presentan diferencias significativas al 3%,

(5P} Suelo de pinar,

Halgren v Derris {1995) demostraron que el be-

nomyl en bajas concentraciones (0,5) incrementa la .

supervivencia vy la biomasa foliar de Pinus echinata
MilL
En cuanto a Ja biomasa seca radical no hubo dife-
rencias significativas para las variantes experimen-
tales.

De igual forma, estadisticamente para la infeccién ec-
tomicorrizdgena no se detectaron diferencias significa-
tivas, aungue por la importancia que representa la
presencia de los hongos ectomicorrizégenos en el siste-
ma radical de las pjbanta-s ara su crecimiento, como
para el control de enfermedades v plagas, es que consi-
deramos mostrar en la Tabla 5 os valores promedios de
las interacciones.

ﬁmmm’dad/j 1
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Tabla 3. Promedios de las interacciones fungicida x micorriza
parala infeccion ectomicorrizégena

Tratamiento Valores promedios (%)
Oxiclorure de cobre + {E — 5P 82,3
Benomyl ~ (5P} 80,0
Inseulo 1 (5F) 60,0
Benomyl = (E + 5} 60,0
Oxicloruro de cobre + (SP} 57,5
Indculn 2 (€ + 5P 55,0

iSPY: Suelo de minar.

{E+5Pi1: Esparas de Piseiithus tinetarins adicionadas al suelo de pinar,

Las fuentes de indculo ectomicorrizégenos ensayadas
fueron efectivas, por cuanto las posturas obtuvieron
como promedio un 53% para el inaculo Iy un 60%
para el indculo 2. Marx y Ruehie {1991} plantean
que si el sistema radical de una planta estd micorriza-
do en mas del 30% del total, puede considerarse que
la planta sobrevivira perfectamente cuando sea trans-
plantada del vivero al campo. por lo que, en nuestro
caso, ademds de estas fuentes de indculos, las inte-
racciones mostraron una micorrizacién superior al
30%; v especificamente el oxiclorurg de cobre con
el ingculo 2, asi como el benomyl con el indeulo 1,
sus infecciones fueron mayvores que las fuentes de
indculo 1 v 2,

En relacién con la infeccidn provocada por el agente
patdgeno L. acicola en € follaje de las posturas de Pi-
nus mdestronsis, observamos diferencias altamente sig-
nificativas en sus interacciones {Tablz 6}, donde las
posturas que crecen inoculadas con especies ectomico-
rrizégenas presentes en el suelo de pinay (indewo 1,
no son capaces de actuar como agentes biocontrola-
dores, por lo que se hace necesaric Ja aplicacion de
productos quimicos como los fungicidas o, en su de-
fecto, adicionar una fuente de indeulo ectomicoryizd-
gena lo suficientemente efectiva para disminuir total
o parcialmente la propagacién de la enfermedad.

Tabla 6. Promedios de las interacciones fungicida x micoryiza
para la infeccién del agente patdgeno Lecangsticta acicola

Tratamiento Valores promedios (%) Grupos
Indculo 1 (5P 35,0 A
Benomy! + (SP} 47,3 AB
Benomyvi = (E + SP} 20,0 C
Indculo 2 (£ + SP} 20,0 C
Oxicloruro de cobre + {SP) 20,0 C
Oxicloniro de cobre — (E - SP; 15,0 C

Dentro del grupo nomogéneo. letras iguaies no presentan ciferencias significativas ai 3%.

{5P): Suelo de pinar,

{E+SP;: Esporas de Piseiithus tinctorius adicionadas ai suelo.

En este experimento las aplicaciones de dosis subleta-
les del oxicloruro de cobre con ambas fuentes de
indculo ectomicorrizdgenos, €l benomyl con la adi-
cién de esporas de P. tinctorius al suelo de pinar, v esta
fuente de indculo sin la aplicacién de fungicida, posi-
bilitaron disminuir el grade de infeccién por el agente
patégeno de un 26 a un 50%, a un 20y un 15%.

S2iresanided

Tradicionalmente en los viveros de confferas de nues-
tro pafs se aplica 1,5 kg/ha de oxicloruro de cobre silas
posturas se encueniran infestadas entre un 26y 50%
por el agente patdgeno, pero como resultado de esta in-
vestigacién hemos obtenido que puede asperjarse dosis
subletales para esta finalidad. siempre que se combine
con fuentes de inéculos ectomicorrizégenas que haya
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sido probada su eficacia en este sentido. lo que de esta
forma trae como ventajas un ahowre econdmico en dé-
lares v moneda nacional por concepto de producte qm—
mico, asi como una reduccién de la fitotoxicidad a |
planta, fauna v microorganismas existentes e el ::Llc‘.lO
V. pOY Supuesto, ab ser humano.

Por tiltimo, con respecto a la efectividad de los fungici-
das en el convot de la enfermedad mancha parda se re-
contenda. al igual que Baver (19901, Faz v Ferndndez
Cossio 1 Ih)><31 la aplicacidn de un nmdmto qummo
de vontacto 5eguldo de un sistémico, como puede ser ¢
oxtcloruro de cobre v ¢f benomvi, va que el primero ac-
tlla come Protector con menos duracidn en su accion
gue el bersiomyl, el cual projonga su efectividad por pe-
riodos mas largos. puesto que uno depende del creci-
miento de la planta v el oo del metabolismo de ia

gspecie vegetal

CONCLUSIONES

o Laseleccion de las fuentes de indcule ectonicormizd-
genas —suelo de pmcu v esporas de Plsolithus toeterius,
adicionadas al suelo de pmdrw propiciaron cbtener pos-
turas adecuadamente micorrizadas.

+ Las dosis subletales de Jos fungicidas oxicloruro de
cobre v benomyl no inhibieron la simbiosis ectom-
corrizbgena en ¢! sistema radical de las posturas de £r-
LS MALSHEISLS.

+ Los mejores tratamientos para e control de la enfer-
medad mancha parda provocada por ¢l agente patdge-
no Lecanosticta acicola fueron esporas de Piselithus
tinctorius adicionadas al suelo de pinar. oxicloruro de
cobre v benomyl asociado a Ja fuente de indey lo ante-
ricr. v oxiciorurn de cobre combinada con sueio de i
nar.

La imtroduccion v la efectividad de dosis sublerales de
productos quimicos como ios fungicidas. conjunta-
mente con productos biclogicos come tos hongos ecto-
micorrizgenos  para contramestar la enfermedad

mancha parda, indiscutiblemente contribuyen a la
conservacion de la blodiversidad.
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ESTABILIDAD FiSiCO-QUIMICA DEL INSECTICIDA
DIMETOATO DURANTE SU ALMACENAMIENTO

A. Bécauer

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

RESUMEN

ABSTRACT

Se realizé un estudio con el fin de conacer el fempe en gue & formuia-
f0 de dimeloato pusde sstar almasenado Dajo (45 condiciones climati-
cas de Auestro pais (elevada lemperatura ¥ humedad relativa; &
modificar significalivamante sus prociedadss 11sicas ¥ QUITIICES, ¥ 42
ssiz manera mantener su eficacie binidgica & desconocimianto dei
fiemoo Gue reaimente el formulada pueds esiar almacenado provoca
CErdigas sCcondmicas, puesic qus en MuUchos casos se desea ulilizar
un determinadn plaguinida gue he sufvido un almacanamiants proicn-
gado y pregsenta un efecta bioidgico deficiente. Este esiudic adguiere
una gran importancia en el momento actus! porla negesidad gue ene
GUESITG pals oe imporiar plaguwicidas de numervIas frrmas comsarcia-
les. donde sus farmuliaciones no preseritan caragleristicas squivalan-
153 v racomigndarn un Yempo de aimacenamientio gue nc 38 giusta e la
calidag de! products. Se demosatrd que ef farmuledo de dimetoalo en
forma de concenirado smulsionabie guede estar almacensdc en
NUBSHD PalS COMo maxima uh afG. y conseniar sus proviedades fisi-
co-quimice scaplanies y mentener ung huana sfactividad bigidgica.

Paigbras claves: dimetoatn. insecticidas. estabilidad en almacens-
ments

We were serried out & study with the purposs of knowing the time that
the formuiation of dimethoate can be stered under the climatic condi-
tisns of our counry (high tempersture and refative humidity; without
modifying significantly their physical and chemice! properties and fhis
way fo maintain their biclogical effectivenass The ignorance of the
#me hat reaily the pesticide formuiaticns can be sipred causes econo-
rmic losses, since in many cases if we want ¢ use a cerlain pasticide
with 5 projonged storage it shall not present a good biological sffact.
This stusly acquires a great importance in the current moment for the
necenEity that our souniry Ras tc buy pesticides of rumercus commer-
sial sigraturas where its formulations don't present characteristic equi-
valant and they recommend @ time of sforage that i is not correspond
to the quaiity of the product. I was demonsirated that the dimethcate
formulation in form of emusifiable congenirale it can be stored in oLy
saunlry one year jike maximum and it conserve thelr acceplabie pro-
peries physigue-chamical and i maintaing a good higlogical effeciive-
eSS

Kay words: dimethcate, insecticdes, siorage stabilfly

En fos ditimos afios ha resultado viral el uso de pla-
guicidas en la agricultura cubana con el objetive de
cambatir las plagas, enfermedades v malezas, que ata-
can & un gran nimero de cuitivos v de esta forma obre-
ner mavores rendimientos en las diferentes cosechas
fAanuel, 19797,

Los productes fitosanitarios se aplican séio contadas
yeces en forma pura o tECNICAMEnte pura (como ingre-
diente activol. Quedan mas bien «formulados», es de-
cir, elaborados de manera que obtienen una forma
aplicable.

Tales formulaciones pueden ser polves o granula-
dos que contienen generalmente de 54 10 % de in-
grediente activo, o se puede tratat de polvos

mojables, concentrados solubles, suspensiones o
emulsiones concentradas, cuyo contenido en ingre-
diente activo se eleva por lo general al 40-80%
[Barber#, 1974].

La aplicacién de productos que ne rednen ias condicio-
nes adecuadas presentan los siguientes riesgos: a; falta
de efectividad bioldgica; &) provocacién de efectos fito-
toxicos de distintos grados; ¢) crear resistencia en log
prganismos perjudiciales a los tratamientos posteriores
[Niessen, 1974 '

Las principales deficiencias que presentan los formula-
dos de plaguicidas scn de indole quimica v fisica. Den-
o de las irregularidades quimicas se puede presentar
gue el contenide de ingrediente activo sea mas bajo

fresanidadi5s
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que lo establecido, ¢ también pueden aparecer altera-
ciones en la constitucién del producto debido a reac-
ctones ocurridas durante el almacenamiento

Una degradacién del contenido de ingrediente activo
superior al 10 % disminuiria la eficacia biolégica, o se
tendria que incrementar la dosis de aplicacién, lo cual
encarecerfa el tratamiento fitosanitario [Basebery,
1985]. Un producto se ha deterforado cuando: a) ha
sufrido cambios quimicos v/o fisicos que tienen como
resuttado efectos fitotéxicos en el cultive al que estd
destinado, ¢ un peligro inaceptable para la salud hu-
mana o el medic ambiente; #} ha sufrido una perdida
inaceptable de su eficacia bioldgica a causa de la de-
gradacion de su ingrediente activo u otros cambios
quimicos o fisicos: ¢) sus propiedades fisicas se han mo-
dificado hasta tal punto que no puede seguir aplicdn-
dose con ¢l equipo de aplicacién habitual o estipulado
[FAO, 1985]

Enue los factores que més influven en el comporta-
miento fisico-quimico de los plaguicidas durante su al-

macenamiento se incluyen la temperatura, la humedad
relativa, el tipo de-envase v la calidad de la formulacién
[FAO, 1988: GIFAP, 1982; GIFAP, 1988, GIFAP,
1988, Theodor, 1993].

El dimetoato es un insecticida-acaricida sistémico de
accién por contacto e ingestidn caracterizado por inhi-
bir [a colinesterasa.

En Cuba este plaguicida se usa en aguacate {aspersion
al follaje contra 4caros, cdccidos v afidos), ajo {asper-
sién al follaje contra minador), arroz {aspersion al fo-
llaje contra salta hojas], berenjena {(aspersidn al follaje
contra &caros, minador y 4fidos), boniato (aspersién a fo-
Haje contra arafia roja, tetwdn y minador de la hoja) v ca-
cao (aspersién =l follaje contra cocidos) [CNSV, 2000]

El dimetoato es relativamente estable en medio acuoso
a pH 2-7, pero se hidroliza en soluciones alcalinas v se
descompone con el calor {British Crop Protection
Council, 19953].

Las principales propiedades fisicas v quimicas se ex-
ponen a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales propiedades fisicas y quimicas de los formulados de plaguicidas

C,H,,NO,PS,

Férmula empirica

Formula estructural

(CH;0); —P—S—CH;—C—~NH—CH;

O

Formulaciones

Aerasoles, polvos, concentrados emulsionables v concenuados ULY

WNombre coman Dimetoato

Nembre quimico

0,0-dimethy] S-methylcarbamoylmethy! phosphorodithicate

Peso molecular

2292

Solubiiidad

AMuy soluble en cloroformo, cloruro de metile, benceno, tolueno, alcoholes,
éster, cewonas, Ligeramente soluble en xyvleno, tetrachiorudo de carbono y
hidrocarburos alifiticos

Taxtcidad

Oral aguda LD, 290-325 myg'kg
Dermal aguda LDs, > 800 mgkg

En todas las especificaciones de compra se establece
una garantia de dos afios [FAQ, 1999], pero realmente
se desconoce en la mayoria de los formulados de pla-
guicidas si bajo las condiciones climdticas de nuestro
pais (elevada temperatura y humedad relativa) esto se
curhple,

Esta situacién provoca en la practica grandes pérdidas
econdmicas, fundamentalmente en divisas, por desco-
nocimiento del tiempo que realmente el formulado
puede estar almacenado, y tratar de utilizar un deter-
minado plaguicida que ha perdido sus propiedades
fisicas v quimicas motivado por un almacenamiento
prolongado.

Sofitesanidad

La necesidad de conocer el tiempo que el insecticida

dimetoato puede estar almacenado en nuestro pafs mo-
tivd la realizacion de este estudio.

MATERIALES Y METODOS

Los materiales empleados fueron los siguientes:

* Formulado de dimetoato 40 EC

» Cloruro de calcio anhidro

« Cloruro de magnesio hexahidratado
s Metanol anhidro

s Reactivo [Karl-Fisher



Estabilidad fisico-quimica del insecticida. ..

« Acetona

*» Columna de vidrio de un metro de longiwud v tres
milimetros de didmertro interne rellenada con
DC-200 al 10 % sobre Chromosorb W AW A0/80 mesh.

» Chromosorb

s Patrdn analitico de dimetoato

s Malathién como patron interno

+ Cristaler{a de uso comin en el laboratorio

» Cromatégrafo gasecso equipado con detector FID

¢ pH-metro

¢ Equipo Karl-Fisher para determinar la humedad

* Hygrometro

s Termometro de & a 100 °C

* Pomos de 500 mL con tapa

El formulado de dimetoato se envasd en nueve reci-
pientes apropiados {pomos de 300 mL con tapa) y al-
macenados en lugares bajo techo y a temperatura
ambiente, manteniendo un control diario de Ia tem-
peratura v la humedad relativa.

Cada wes meses se realizaron los andglisis fisi-
co-quimicos correspondientes para estudiar la estabi-
lidad del dimetoato durante un periodo de dos afios,

Estos consistieron en;

¢ Determinacion del contenido de ingrediente activo
(NRAG 345)

» Estabilidad de la emulsion (WHOM/ I3 WHO [967)

» Determinacién del pH (NC-29-01 1941

+ Determinacién del corenido de agua (CIPAC 1970 vl 1)

s Determinacion de la densidad de los liquidos (CIPAC
1970 vol 1)

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién exponemos los resultados obtenidos
durante los dos anos de estudio para conocer la esta-
bilidad fisica v quimica del formulado de dimetoato.

Enla Tabla 2 se puede aprectar que el dimetoato se
degradada considerablemente en los dos afios de al-
macenamiento, y al cabo de un afio (desde sep./97
hasta sep/98) alcanza un 10 % de degradacion, o
cual constituye el valor mdximo permisible para su
utilizacién agricola, o de lo contraric se tendria que
aumentar la dosis de aplicacidn con riesgo de crear fi-
totoxicidad en e cultivo a causa de tos subproducto
de la descomposicion del insecticida [FAO, 1988,

Tabla 2. Comportamiento fisico-quimice del dimetoato 40 EC durante dos anos

Se reporta que la estabilidad quimica del dimetoato
se garantiza durante un aflo a lemperaturas menores
de 25°C [Farm Chemical, 2000], v de acuerdo con
los valores obrenidos segun la Fig. I estan por encima
de la temperatura antes mencionada.

La temperatura fue el factor principal que afects la
estabilidad del dimetoato en este estudio, puesto que
el envase se mantuvo hermético y sin suftir roturas
todo el tiempo, lo cual impidié un aumento del conte-
nido de agua a causa de los por cientos elevados de
humedad relativa reportados en ¢l drea de estudio se-
gln se aprecia en la Fig. 2.

Nimero de andlisis fisicos v culmicos realizades a la muestra durante dos afos
Tipo de analisis Afio 1997 Afio 1998 Ao 1999 Lspediticadarnies
de cajidad
Sen. Dic. Mar, fun. Sen. Diie. Mar, Jun. Sep.
smsenido de iR ienle

Corienido de ingredierie |y 10 | ag e 1 3214 [ 3695 3556 | 3154 | 30355 ) 2943 | 29156 35.42

active [ %0 BV )

Estabilidad de la

emulsidn! ml de crema o G 0 s, i v 0 05 6.3 0.8 Max, Z mL

sedimenta

pkl 4.9 4.9 4.8 4.0 4.3 4, 3.9 3.9 3,73 4-3

Densidad {g/mL) 1,067 1.060 4 1,080 1,051 1,049 [ 1,030 1,030 1,049 1,049 1.05-1,06

Humedad {% ) 0,01 0,01 0,08 0.03 0,05 0,06 0.08 0,08 0,09 Mix. |

El resto de los pardmetros fisicos se mantienen den-
tro de los valores permisibles que garantizan su utili-
zacion.

CONCLUSIONES

= El formulado de dimetoato en forma de concentra-
do emulsionable puede estar aimacenado en nuestro
pais como maximo un afio, v conservar sus propieda-
des fisico-quimicas aceptables y mantener una buena
efectividad biolégica.
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Figura 1. Temperatura registrada durante los dos afios,
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Figura 2. Informes de la humtedad relativa durante los des afos de estudio.
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RESUMERN

Para Ia obtencién de extractos vegetales para su posterior utilizacién
gn la agriculture como plaguicida o en la medicina. es imprescindibie
utilizar méiodos de extraccidn que sean eficientes y sslectivos res-
pects & fog metabolitos que muestran actividad hislogica, pero que
ademas sean rdpidos y econdémicos. En el presente frabajo se com-
paran afguncs métodos convencionales de exiraccion fmaceracidn
¥ repercolacidn), con un métoda no convencional asistide por fa
gnergia de las microondas. En &l se investigd la influencia de fog pa-
rémeltres: emgo de irradiacidn, nivel de potencia y grado de humec-
tacitn def material vegetal raspecto & la efactividad de fa extraccién,
para fo cual se realizaron andlisis cromatogréficos. Se emplet como
material vegetal hojas de Lantana camara L, y come exiravente se
ulilizé agua. Se comprobd gue ef process asistido por microondas
redujo el tiempe de extracoion de horas g segundes respecio & /os
convencicnales. Se oplimizd ia exiraccion e trevés del afuste de fos
parameiros esivdiados.

Palabras ciaves: extractos vegetales, andlisis cromatograficos, mé-
fodos de extraccion, microondas

ABSTRACT

To obialn vegetabie extracts for its uiterior utiization in agricuiture as
pesticide or in medicing is indispensable tc use eficient and selec-
ve extraction meihods respect to melaboliles that shows biclogical
activity. Also they have to be rapid and economic methods. In the
present paper are compared some conventional extraction methads
(maceration and re-percotation), with a non-converntional method as-
sisfed by microwave ensrgy. Influence of parameters: iradiation
time, power level and humectation degree of vegetal material res-
pect to effeciivily of exitraction was analyzed. Chromatographic
analysie were made. Leaves of Lantana camara L. were used as ve-
getabie material and as extractor was used water. The exiraction
was optimized through the adjustment of the studiad parameters.

Key wards: vegetable extracts. chromatographic analysis, extraction
meathods, microyave

INTRODUGCION

Los plaguicidas bot4nicos representan una via alter-
nativa para el conwol de plagas por su efectividad,
bajo costo v su propiedad de ser, en general, menos
agresivos al medio ambiente.

La cbtencion de extractos vegetales por métodos con-
vencionales no exhaustivos, como por efemplo, mace-
racién y percolacidn, son procesos, en general, lentos;
la maceracién requiere de 2-14 dias para la obtencidn
del extracto, la percolacién al menos de dos dias.

Cuando se realiza la prospeccion de especies vegetales
para evaluar su actividad plaguicida, es necesario pre-
parar gran nimero de extractos con diferentes extra-
ventes para realizar bicensavos en una amplia gama
de organismos, por lo que resulta fundamental dismi-

nuir el tiempo de extraccidn para poder contar con un
gran ntunero de muestras que facilite la dindmica del
cribado bioldgico: por esto es indispensable utilizar
métodos de extraccion eficientes v selectivos respecto
a los merabolitos activos, pero que a su vez sean rapi-
dos y econdmicos.

Las microondas (MO} o hiperfrecuencias son ondas
electromagnéticas. Estas ondas se caracterizan por te-
ner frecuencias entre 300 MHz y 30 GHz [Paré,
1991]. El calentamiento por microondas estd basado en
la propiedad de interaccién del campo eléctrico con las
sustancias. Bajo la accion del campo eléctrico altemante
tas meléculas se orientan v forman dipolos, los cuales
tienden a seguir la variacton def campo eléctrico,
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Esto produce una agitacién molecular que origina el ca-
lentamiento de las sustancias [Paré, 1997]. Se ha
verificado que la eficiencia de este proceso tiende a set
proporcional a la constante dieléctrica del material
irradiado. De esta forma. el agua v otras sustancias que
contienen grupos polares (OH, NH,, COOH, haloge-
nos v otros) se calientan ripidamente bajo la accidn de
las MO:; sin embargn, compuestos apolares como ¢l
n-hexano o el tetracloruro de carbono son transparen-
tes a las microondas, es decir, practicamente no absor-
ben esta energia [Paré, 1994].

La extraccién de productos naturales a partir del mate-
rial vegetal utilizando las MO comeo fuente energetica
se logra a partir de una tecnologfa muy particular, [a
cual consiste en que el calentamiento producido por fa
absorcidn de ia radiacién eleva la temperatura en el
«interiors del material vegetal, aumentando asi la pre-
sion interna de la células; en un corto periodo de tiem-
po se expanden las paredes celulares y se origina la
excrecidn de los metabolitos [Paré, 1994].

MATER!ALES Y METODOS

Recolecciton del material vegetal

La recoleccidn de Lantana camara, L. se realizd en la
Estacion Experimental Finca Las Delicias, del munici-
pio de Alquizar, provincia de La Habana. Se utilizé la
parte aérea de la planta. El material vegetal se secé pri-
meramente al aire en un lugar fresco y ventilado duran-
te 48 horas, v luego en la estufa con temperatura fija de
35 °C durante 24 horas.

Con el material seco se procedi6 a su trituracién enun
molino de cuchilias, con tamiz de Smm.

Métodos de extraccién

Convencionales

Maceracidn: Exiun recipiente de vidrio de 250 mL de ca-
pacidad se adicionaron 10 g de las hojfas secadas, wri-
turadas y tamizadas. A continuacién se le adicions 30 mL
de agua destilada. Pasado el tiempo de humectacién
{una hora) se completd el volumen a 100 mL, se tapé v
dej6 en reposo a temperatura ambiente durante 18 ho-

ras, agitdndose periédicamente. Posteriormente se fil-*

tré, v el filtrado se dejé en reposo a bajas temperaturas
{4-12°C) durante cuatro horas. Se filtré nuevamente y
se envasé en frasco dmbar con tapa esmerilada,

Percolacion: 10 g del marterial vegetal se humectaron
con 30 mL de agua destilada en un vaso de precipitado
de 200 mL, el cual se tapé con una placa de vidrio.
Pasada una hora se cargé el percolador de vidrio, de 250 mlL
de capacidad v se completé el volumen a 100 mL . Alas
18 horas se abre la llave de la parte inferior del percola-
dor v se recoge el extracto a razén de 1-3 mL/min, se
deja en reposo a bajas temperatura (4-12°C) durante
cuatro horas. Se filtra v se guarda en frasco dmbar con
tapa esmerilada. :

B0 fitosanidad

No convencional asistida por la energia de las MO

Horno multimode: Se utilizé un horno doméstico Gold
Star con frecuencia de 2 430 MHz y potencia de salida
de 850 W. A un vaso de precipitado de 100 mL se le
adicionaron 6g de las hojas desecadas, pulverizadas y
humectadas con 16 mL de agua destilada durante una
hora. A continuacién se coloct en el horno de MO yse
completé el volumen a 60 mL. Cada experimento se
realizé por duplicado, empledndose diferentes poten-
clas (280 v 435 W) y tiempos (uno y tres minutos) de
irradiacion,

sactor monomode: Fue utilizado un reactor marca Ma-
xidigest MX 330, Se adicionaron 6g de hojas deseca-
das, pulverizadas v humectadas, y 60 ml de agua
destilada al tubo de cuarzo del reactor. Los experimen-
tos se realizaron por duplicado a diferentes potencias
(30y 60 W) y tiempos (uno y tres minutos) de irradia-
cién. Se procedi6 como en los epigrafes anteriores.

La concenuacién de todos los extractos fue de 107%
(p/v). A los extractos se le determind pH, indice de re-
fraccidn (n}, densidad {dr} v porcentaje de sélidos ex-
trafbles segin NRSP (1992}, Este tGltimo pardmetro se
tomé come medida del rendimiento del proceso de ex-
traccidn.

Optimizacién de la extraccién por microondas

Para el horno doméstico multimodo se realizé un dise-
fio de experimentos 2° considerando como variables el
tiempo de irradiacién, humectacién y potencia. Los ni-
veles de potencia fueron de 280 v 435 W, v los tiem-
pos de irradiacién fijados fueron uno v tres minutos,

Para el reactor monomodo el disenio fue 22 utilizando
como variables tiempo de irradiacién (unoy tres minu-
tos) y potencia, en este caso 30 v 60 W.

Para ver si el efecto de las radiaciones de MO es deter-
minante para la extraccion o es el efecto térmice el res-
ponsable de la obtencidn de los productos, se procedio
2 obtener log extractos acuosos por maceracidn a 80°C,
que fue la temperatura que alcanzé el agua en el proce-
so de extraccién por MO, durante uno y tres minutos.

Cromatografia de placa delgada

Se realizo la cromatografia en capa delgada empleando
como fase estacionaria gel de silice G-60 ({laminas cu-
biertas de 0,25 mm de grosor Merck), Como fases mo-
viles se utilizaron benceno: éter dietilico (8:2, v/v),
benceno: metanol: acetato de etilo (119:14:7, vwv)
[Sharma, 19807, v para la bidimensionales se us6 en la
primera corrida cloroformo: metanol (9:1) {Scott,
1984] v benceno: eter dietilico (8:2, v/v), como agente
revelador luz UV (366 nm) y vainillina al 1 % en dcido
perclérico. Los extractos fueron particionados en ace-
tato de etilo v se aplicaron a la placa 20 ul de cada
uno. -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como métodos convencionaies se utilizaron fa mace-
racién v la percolacidn, por ser los mas usados en la
practica diaria para la obtencion de extractos,

Enla Tabla I se muestra su caracterizacién qui-
mica-fisica, Se corrobera que el procese de perco-
lacidn es mas eficiente gue el de maceracidn res-
pecto al por ciento de sélidos (rendimiento) para
cada caso.

Tabla 1. Caracterizacién quimica, fisica, quimico-fisica de los extractos acuosos
al 10% de Lantana camara, L. obtenidas por maceraciéon y percolacién

Meérodos Densidac Indice de refraccién pH Rendimiento®
Maceracidn 1,02+ 0,02 1,36+ 0,01 65,45x 0,5 1.54% 0,03
Percolacidn [L05£ 0,04 1.38= 002 6,50+ 0.4 1,70+ 0,05

* Rendimignto: Por dento sdlido extraido.

Extraccién en el horno multimodo (doméstico)

La caracterizacidn quimica-fisica de las extractos al
109% se muestra en la Table 2. El rendimiento de los

exuractos {por ciento de solido} es superior & los obte-
nidos mediante los métodos clasicos (Takla 1),

Tabla 2. Caracteristicas fisicas, quimicas v fisico-quimicas de los extractos al 10% de Lantana camara L.

obtenidos por MO en un horno multimodo

exprzgﬁdeehto Humectacion | Tiempo | Potencia E{endimiemo Densidad f;?;iilii pH
1 No ! 280 199003 | 1,100,038 (1,37 £ 0,01 6,43 = 0,4
2 Si 1 280 197 =004 | 1092003 1,37 = 0,01 6,46 £ 0,5
3 No 3 280 23820066 | 112 =004 1,38 = 0,02 6543 + 0,5
4 5 3 280 2,41 = 0,05 113 +£002 1,37 £ 0,01 6,44 = 0,4
3 No l 433 2,13=004 {1.10=0,03 1,37 + 0,02 6,46 x 0,4
f Si 1 435 2232003 (100,04 | 1,383+0,02 6,44 = 0.5
7 N 3 435 2,30 = 0,03 1,12 £ 0,03 1,38 = (0,01 6,43 £ 0,6
8 §i 3 435 234 =004 (1122003 1,38 = 0,02 6,43 = (0,3

*Rendimientor Por ciento <dlido extraido

Se obtuvo que cuando se humectaba la droga previa-
mente a la extraccidon se obtenfan mejores rendimicn-
tos, va que de esta manera las células vegetales
absorben parte del agua que habian perdido, y favore-
cen la excrecién de sus metabolitos bajo la accién de
las MO [Le Ngoe, 1996}, Es posible utilizar la planta
fresca, pero presenta al inconveniente de que ocupa
‘mucho volumen en el horno, por lo que es aconseja-

ble utilizar el matertal vegetal pulverizado v seco,
realizando antes de fa extraccion la humectacién du-
rante una hora aproximadamente.

Optimizacién de la extraccidon en medio acuoso
asistido por la energia de las MO en homo multimodo

Del analisis factorial de este plan (2%) se obtuvieron
los coeficientes siguientes del polinomio

Y = by+ byx, + DeXy 4 Baxs+ byoX 3G+ bisxixg + DasXoXs 4+ bpaaX XX

By
B
B, 0,138
Ba |

B 001625
Bay -0,06873
By <0,01373
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Seghr cstos valoves, la variable que mas fluve en el
rendimiento 2s el dempo de irradiacién {x,): a mavores
LIOIMBs, Mayores rendimientas, Ademas. es recometi-
dable humectar la planta v emplear el nivel de potencia
superior ensavado {435 Wi no fue posible realizar la
experiencia & mayor potencia {850 W) debido a que
aumentaba excestvamente el volumen, se forma espu-
ma v se demama la mezcia,

Con ¢ finde comprobar sila radiacion de MO s deter-
minante pava gl proceso de extraccien, so compars el

renclimienta con el obtenido por el métads de calefac-
cide, para lo cual se gradué un bafio de Marfa a 80 °C
{temperatura gue alcanza el extracto en las MOj v se
sumergieron los balones gue contienen el material
vegetal en agua durante uno v 1es MINUTOS vespec-
tivamente,

Se aprecia en la Tabla 3 gue los rendimientos con el
métado de calefaccion son inferiores respecto al de
MO muluimods.

Tabla 3. Comparacién de las MO con la calefaccion

Exsraccitn

Par ciento de sélido {1 mia;

Poy clento de solido {3 nind

Calefaccion 0.9 = 003 098 £ 0,03
Migroondas 204 = 004 241 =004

Extraccion en el reactor monomodo

En =ste reactor ¢l haz de MO estd focalizado en una
zona del espacio v ¢s constante durante el tiempo, o
gue lo hace més eliciente que ¢l horno muldmade (de-
mésticz !, donde fa radiacidn es heteregénea durante el
periodo de wabajo. Los experimentos se realizaron a
dos niveles de potencia: al 10 v al 20% (30 v 60 Wi

durante uno v tres minutos. La caracterizacién de ios
extractus se muestran en la Tapla 4. Como se aprecia,
.05 rendimientos son superiores respects a los obteni-
dos ¢ ¢l homo muliimado v, por consiguiente, a la
maceracién v ia percolacion, para una potencia de 30 W,
Cuando se ncrementa ia potencia, Jos resultados no
son los espevados: en estos casos se produjeron ebulii-
clores violentas v deyrames de los extractos,

Tabla 4. Propiedades quimicas v quimico-fisicas de los extractos acuosos obtenidos

en el horno monomaodo

c\p\colfmﬁ Porencin Tiempo Rendimiento® hd‘li;ii [Densidad pH
1 30 : 2362005 [138=002 [ 1122002 {043 206
Z 30 3 2,39 = 0,03 135 +£002 1,10z 003 1630205
3 40 1 [.85 = 0,05 37 =041 L8 = 0.04 A48 = 0.4
4 60 3 140 £ G004 S8 =002 {507 =004 [646=03

# Rendimierio: Por cients séhics

Optimizacién de la extraccion en medio
acuoso asistida por la energia de las MO
en horno monomodo

Del disefio experimental 27 se obtuvo el siguiente psli-
nemic:

Y=2,5-0,13%,-042 £,-007X,X,

Los coeficientes significativos son los siguientes:

Br= 25
B. = 0,15
B,= 042

B.,=-007

La variable que mds infiuye es la potencia {X,). De
acuerdo con el valor del coeficiente, este indica que se

debe trabajar a bajos niveles de potencia v tiempo de
irracliacicn (0,13}, va gue la interaccidn entre los dos
es megativa, por lo que se aconseja ne bajar demasiado
los dos pardmetros v disminuir el tiempo de irradiacion
mucho menos que 1a potencia.

Como se puede observar de las Tablas 2, 3 v 4, el por-
centaje de sélido (rendimiento del extracto} cuando se
empiean ias MO es superior a los otros métedos. En el
caso del no convencional. ef multimodo es inferior al
monosmods,

Métodos cromatograficos

Para comparar de forma cualitativa la efectividad de la
extraccidn por los diferentes métodes, se realizaron las
cromatografias en capa delgada {CCDj. Teniendo en
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cuenta que el extracto usado fue en agua, debfa espe-
rarse entonces que los metabolitos extraidos tengan
clerta polaridad. Sin embargo, con el mérodo de las
MO también aparecen compuestos menos polares; no
solo se extraen los solubles, sino también los difundi-
dos por la explosién de las glandulas secretoras.

Por la complejidad de los extractos se realizé la CCD
con tres sistemas de eluventes, as{ como la bidimensio-
nal para detectar si las manchas corresponden a uno o
VAros compuestos,

Cuando se empled el sistema de eluyentes benceno:
€rer dietilico (8:2, v/v), para la maceracién y Ja percola-
cién se observaron cince manchas. Cuando Ja placa se
reveld con vainillina/HCIC, v se calenté a 110 °C por
un minuto, la mancha 1 (Rf0,8) se tornd rosada {Scott,
1984] v las restantes, 2(0,73), 3(0,443, 4(0,21), 3 (en
el punto de aplicacion}. revelaron con coloracion
azul-violeta intensa, En los extractos provenientes del
método no convencional asistido por la energla de las
MO se observaron dos manchas més, cuvos Rf fueron
0,88 vy 0,64, las cuales también revelaron rosadas.

Con el sistema bencenommetanolacetato de etilo
(119:14:7, viv), para los métodos convencionales
{maceracion v percolacion) se chservaron 11 manchas:
170,9),2{0,86), 3{0,8), 4{0,75),5(0,62), 6 (0,47),7
(0,413 8 (0,34, 9 (0,313, 10 (0,17), 11 {0.09). La2 v
la 8 revelaron con coloracién rosada, yla4,3via7 con
coloracion azul-violeta intenso; la 9 revelé con colora-
cién amarilla. Para las MO aparecieron tres manchas
mas, 0,98; 0;93; 0,85, las que revelaron rosadas. La
mancha 5 coincide con el Rf citado por Sharma en
1980 para el lantadeno A (0,64).

Cuandao se utilizd como sistema de eluyentes clorofor-
mommetanol (9:1, v/v), en el cromatograma aparecieron
10 manchas, segiin valores decrecientes de Rf: 1{0,76},
2(0,66), 3(0,60), 4{0.56;. 3(0,52}, 6(0,48}, 7(0,41},
§(0,33}, 9(0,26), 10(0,20). Las manchas 1, 3 v 7 se

tornaron amarillas; la 2 v la & revelaron con coloracién
azul-violeta intenso.

Se realizé la CCD bidimensional para el extracto de
MO, en el sistema de eluyentes cloroformo: metanol
(9:1, v/v) se observaron tres manchas mds que con los
métodos convencionales, 0,88; 0,84y 0,81, esta ultima
(0,81 tenfa coloracién verde v reveld azul-violeta in-
tenso; las dos restantes revelaron rosado. Como segun-
da fase se empledeel sistema de eluventes benceno: éter
dietilico (8:2, v4). Se cbservd un corrimiento de la
mancha 2 v reveld con coloracidn amarilla, la 6 se des-
dobla en dos v reveld rosadoe, la 11 se fracciond en 5
manchas vla 13 en 3, de las cuales 3 de Rf 0,78, 0,71;
0,43 revelan azul-violeta intenso [Barre, 19971,

CONCLUSIONES

* El método de extraccién asistide porla energla de mj-
croondas demostrd ser mds efectivo y eficiente que Jos
métodos convencionales de maceracién v percolacién,
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RESUMEN

El contral bioldgico emerge como una estrafegia promiscria en el
manejo de las enfermedades de fas plantas. Algunas bacterias han
mastrado un pofencial elevado en ef control de fiiopatdgencs, y den-
tro de estas el génerp Bacillus estéd considerado como muy efsclivi.
Para la realizacion del frabajo se tomaron aislados de diversas fuen-
fes. sin embargo. /as cepas de Bacillus sublilis provenientes de se-
millas contaminadas con Sarocladivm oryzaa mostraror el coniro!
mas eficaz de esfe hongo medisnte prusbas in vitro y en hacteriza-
cion de semilias. Su identificacion se realizd mediants pruebas mor-
faldgicas, bioquimicas y fisicidgicas. Se contintan fas frabajos v se
amplian los ensayos. ya que también se observo una disminucion de
otros honges en semillas raladas respecic a fos conirales.

Palatras claves: confrof bioldgico, Bacilius subtilis, Sarocladium ory-
zae, semilfas

ESTUDIOS DE BIOCONTROL IN VITRO DEL HONGO
FITOPATOGENO SAROCILADIUM ORYZAE CON
CEPAS DE BACILLUS SUBTILIS

A. Miguel L. A Torres. Tania Bonilla y Zenaida Amat

instituto de investigaciones de Sanidad Vegelal. Calle 110 no. 514 e/ 5a. By 5a. F.
Playa, Ciudad de La Habana, CFP 11600

ABSTRACT

Now davys, biclogical contro! arises as an important siratsgy in the
condrol of Plant pathogens, Some bacteria have shown potential
against pliytopathogens and inside those microorganisms. species
of the genus Bacillus are considered as very effective ones. From
confaminaled soils and sseds with Sarocladium oryzae were isola-
ted baclerig! strains that were usedin vitro in tests. The identification
of those microgrganisms was supported through classical probes in
Lactericlogy. Two straing of Bazilius subtilis have shown an impor-
tant conirol of the fungus in vifro and in artificially infected seeds. The
studies conlinue against ather fungi becsuse treated seed are
shown a remarkakle dirrinution of fungal pathogens.

Key viords' Biologicai cantrol, Bacilius subtilis, Sarocladium oryzae,
seeds

INTRODUCCION

El arvoz {Oryza sativa L.} se encuentra dentro de los
cultivos de mayor importancia en ¢l dmbito mundial.
Se conoce que los rendimientos en la produccién son
afectados por el ataque de varias enfermedades trans-
mitidas por semillas, por lo que en todo el mundo se
hacen grandes esfuerzos para mantener su calidad.

Dentro de las principales enfermedades transmisibles
por semillas en este cultivo encontramos la pudricidn
de la vaina, cuvo agente causal es ¢l hongo Sarecladium
oryzae (Sawada) W, Gams & D, Hawlsw., ef cual, en la
actualidad, incrementa su distribucién mundial v sus
potencialidades destructivas, reportdndose pérdidas de
cosecha entre un 3-83% en Taiwin, 9,6-26% en India
v mas det 509 en Filipinas, ademas de ser considerada
la enfermedad mds importante del Africa occidental en
este cultivo [Agarwal v col., 1989].

El rratamiento de semillas con productas quimicos se
viene empleando desde hace vartas décadas cn el con-

trol de patdgenos transmisibles por esta via, pero los
efectos adversos en fa proteccidn de las plantas, asi
como del medio ambiente. son cada dia mds eviden-
tes; es por cllo que el control bioldgico emerge como
una estrategia promisoria para el manejo de fitopato-
genos Beutiol v Kimati, 1990; Subramanya, 1998].

Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn ha sido usado en los
ultimos afios en intentos de controlar fitopatégenos v
de incrementar el vigor de las plantas; esta bacteria ha
demostrado sus potencialidades en diver-as enferme-
dades en varios cultivos como remolacha, trigo, fruta-
les, hortalizas y arroz [ Turner y Backman, 1990].

La aplicacion de B, subtilis, microorganismo nativo del
suelo, rizoplano v filoplano, presenta muchos atracti-
vos, propiciandose con el tratamiento de semillas ba-
sado en esta bacteria el control de patdgenos det suelo
[Marissonia v col., 1995}
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El objetivo del presente trabajo consistid en aislar v ca-
racterizar bacterias de diversas fuentes y enfrentarlas, a
través de pruebas in vitre y en semillas artificialmente
infectadas, al hongo fitopatégeno S. orpzae con la finali-
dad de obtener un posible contral hioldgico.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron aislamientos de bacterias tomando
como base semillas v suelos de campos con presencia
de S. oryzae provenientes de] Instituro de Investigacio-
nes def Arroz. Se emplearon ademds cepas de Pseudono-
nas fluorescens, pertenecientes al Jaboratorio, debido a
gue este microorganismo se encuentra ampliamente re-
gistrado cn la literatura como control biolégico de pa-
tégenos vegetales [Subramanya, 19981,

Los aislados se probaron in vitre contra el hongo em-
pleando el medio triptona soja agar (Oxoid). Una vez
nreparado el medio de cultivo, este se dejé enfriar hasta
45°C, v se inoculé con una suspension de conidios del
patégeno antes de ser plaqueado. A fas 36 horas se de-
positaron, en un pocillo abierto previamente con un
obturador en el centro del medio agarizado, 25 ul de
una suspensién bacteriana con una concentracion
aproximada de 108 UFC/ml.

Las placas se incubaron a 25°C, v alas 72 horas de ino-
culadas se midieron los halos de inhibicién provoca-
dos, los cuales se chequearon tambiénalos3, 7,9y 15
dias.

Con las cepas de mejores resuitados para este experi-
menta se procedié a realizar pruebas de bacterizacion
ent semillas de la variedad J-104 artificialmente infecta-
das con $. oryzae. Se introdujeron estas en una suspen-
sién bacteriana {10% UFC/mL) par espacio de tres
horas, se dejaron secar y se incubaron segin metodolo-
gla de Agarwal ef al. (1989). Se incluyeron como con-
wroles semillas infectadas v sanas traiadas con agua
destilada estéril. Desde los siete dias se confrontaren
los resultados respecto al porcentaje de semillas infec-
tadas y las germinadas.

Después de estos resultados se realiz la identificacion
de las cepas de mejores resultados mediante compro-
baciones morfolégicas v fisiolégicas, basando el trabajo
en el Manual de bacteriologia sistemitica de Bergey (1986},

Con las bacterias identificadas se comprobé iz vitro la
produccién de metabolitos termoestables de accion
antimicrobiana activos. Para ello se inocularon con las
cepas de mejores resultados hasta el momento, erlen-
mevers con 100 mL de caldo-triptona-soja (Oxoid) se
incubaron con agitacién por espacio de siete dias a
30°C, v luego se autoclavearon a 121°Cy 1,5 atm por
tiempo de 15 minutos.

Se prepararon placas de medio papa dextrosa-agar
(PDA) envenenadas con un 20% del cultivo liquido ob-
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tenido autoclaveado, v se sembrd el hongo fitopatoge-
no por medjo de discos en su centro, tomando como
control placas del mismo medio sin envenenar. A los
siete dias de incubacién a 25°C se compraobaron los re-
suftados de acuerdo cou el didmetro de Ja colonia fin-
gica.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con la prueba de antagonismo in vitro, los
mejores resultados se obtuvieron con las siguientes ce-
pas (72 horas}:

Didmetro promedio

Cepas del halo (mm)
IL (aislada de semiilas} 27
1R {aislada de semillas) 22
23 (aislada de suelo} 13
P. fluorsscens Al (cepa de 10
laboraterio)

Los halos de inhibicién se mantuvieron en las cepas 1L
v IR por més de quince dias de chequeo. El antagonis-
mo provocado por la cepa Z3 se comenzd a perder a ia
semana, mientras que para este tiempo el provocado
por la cepa P. fluorescens Al ya habfa desaparecido de-
bido a la colonizacidn del hongo.

Las cepas | L y IR muestran los mejores resultados de-
bido a que el promedio de los halos de inhibicidén fue
mayor de 20 mm v se pudo mantener sin poder sex ¢o-
lonizado por el hongo, lo que presupone la produccion
y secrecién 2l medio de metabolitos de accién antifén-
gica.

De acuerdo con estos resultados se tomaron las ce-
pas Con mavor antagonismo ix vitro y se realizé con
ellas la prueba de bacterizacién de semillas artifi-
cialmente infectadas. Los resultados obtenidos son
los siguientes:

Por ciento de Por ciento de

Varfantes

infeccion germinacitn
Cepa IL 41 g5
Cepa IR ' 43 94
Cepa £3 50 95
IContml ag g9
inoculado
(_jontro] no 00 _ 99
inoculado



Estudios de biecontrol in vitro del honge...

La cepa de mejores resultados en general fue la [L, la
cual controlé el honge en casi et 60% de las semillas
inoculadas sin influir negativamente en la germina-
cign, de donde se comprueba su accién positiva como
antagonista.

La cepa IR mostrd también buenos resultados respecto
a la accién directa sobre S. oryzae, pero no tan asi sobre
la germinacién de las semillas, mientras que la cepa 23
muestra una accidn algo més limitada sobre el fitopatd-
geno.

Los resultados para la cepa 1L son realmente promiso-
rios si tenemos en cuenta que los porcentajeg de semi-
llas infectadas naruralmente rara vez sobrepasan la
mitad de un lote, v usualmente se encuentran entre un
5-50% del total ’Sandmal v col., 1999]. También se
observey una disminucién de la proliferacién de otros
hongos en las semillas tratadas respecto al testigo sir
inocular.

Por estos resultados se tomaron para la identificacion
las cepas 11 v 1K, las cuales muestian caracteristicas
coloniales tipicas del grupo subtilis denue del género
Baciltus [Williams & Willdne, 1986].

La observacién al microscopio {24 horas} revela que
ambas cepas poseen formas bacilares v son Gram posi-
tivas, mientras que a las 48 horas se muestran esporas
ovales en posicion central. Los resultados de las prue-
bas bioguimicas se muestran a continuacién:

Pruebas IR 1L B. subtilis
Almidan + = +
NaCl 5,7 v 10% + - +
Crecimiento 30°C + - +

t
1
1

Arginina dihidrolasa

Dadas las caracterfsticas sefialadas v las pruebas bic-
quimicas realizadas, podemos proponer que las cepas
en cuestidon pertenecen a la especie Bacillus subtilis. Los
resultados obtenidos para comprobar la produccién de
metabolitos termoestables de accidn antimicrobiana,
efectivos contra S. orpzae, son los siguientes:

Antimetabolito  Didmetro promedio de la colonia fitngica
B. subtilis 11 10 mam
B, subtilis 1R 7 mm
Cor.tral 27 mm

El control mestré una colonia tipica de 5. orpzae, mien-
tras que ¢l crecimiento del hongo en las placas envene-
nadas se mostrd reprimido, comprobindose asi la
produccidén de metabolitos termoestables de accién an-
tifingica por parte de ambas cepas.

Es importante destacar que el microorganismo B. subti-
lis esta recenocido internacionalmente como potencia-
dor de la germinacion v el vigor de las plantulas, asf
como que favorece ¢l desarrollo del sistema radical en
diversos cultivos { Turner v Backmnan, 19911}, al inhibir
el desarrollo de mas de cuarenta patdgenacs vegetales,
inchuvendo los de mayor importancia dentro de los de
origen fangico en el arroz {Bettiol v Kimati, 1990].

Su accidn se debe fundamentalmente a la produccion
de hormonas, antibiéticos vy metabolitos termoesta-
bles de accidn antimicrobiana, ademas de impedir fisi-
camente el establecimiento de otros microorganismos
patogénicos [Bettiol v Kimati, 1990; Ruz, 1994; Ma-
rissonia ef af,, 1993].

CONCLUSIONES

* Las cepas de Bacillus subtilis 1R v 1L mostraron los
mejores resultados en las pruebas i vitro realizadas
contra el hongo fito patégeno Sarecladium orpzae.

* Elresto de las bacterias aisladas v las cepas de Pseudo-
monas fluorescens del laboratorio no mostraron una ac-
cién sostenida sobre el patdgeno,

+ Las cepas de B, suptilis 1L v 1R lograron eliminar al-
rededor de) 60% de Ja infeccién por este hongo en las
semillas de arroz artificialmente inoculadas; sin embar-
go, el mejor resultado respecto a la germinacién se al-
canzé empleando la primera,

» Se comprobd la produccion de metabolitos texmoes-
tables de accién antimicrobiana efectivos contra S. ery-
zae por parte de ambas cepas de B, subtilis,
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ANTAGONISMO DE TRICHODERMA HARZIANUM A34
HACIA MACROPHOMINA PHASEOLINA
Y OTROS PATOGENOS FUNGICOS DEL FRIJOL

lleana Sandoval y Maria ©. Ldépez

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal Calle 110 nc. 514 e/5a.8y Sa. F,
Playa, Ciudad de La Habana, CP 11800

RESUMEN

ABSTRACT

Ef hongo Macrophornina phaseolina. agente causal dsf tizon ceni-
cienic del frijol (Phaseolus vulgaris L) v ef compigjo de hongos que
causa el damping-off, marchitamiento y tizdn surefio, son una amena-
za permanente en este cultivo. Ef aislamiento de Trichoderma harzia-
rum (cepa A34) prohado conira Rhizoctonia solani; Fusarium salani
F. axysporum; Scleratium rolfsii y Macropheming phaseclina mostré
upa marcada actividad antagonista e hiperparasitica in vitre. 3¢ com-
probd gue el antagonista redujo fa colonizacién de M. phasecling en
tas raices de las plantas de fa variedad Velasco Largo en mas ds un
50 %. Estos resultados muestran la potencialidad que presenfa T. har-
zianum A34 er el hiocontrol de estos patdgenos para su inclusion en
los programas de manejo de las enfermedades def frijol.

Palairas claves. Macrophomina phasealing, Hzdn ceniciento. frijo!
antagonista, hiperparasito, Trichoderma harzianum

The pathogenic fungus Macrophomina phaseolina cause charcoaf rot
in soybeans (Phaseolus vulgaris L.} and the compiex of fungi which
causss damping-off. wilt and southemn blight in soybeans is a perma-
nent threat to #is orops. A promisary strain of Trichoderma harzianurn
{ A 34 sirain} showed & marked antagonistic and hyperparasttic effsct
against Rhizactornia sofani; Fusarium solani. F. oxysporum; Sciero-
tium rolfsii and Macrophomina phaseolina when it was tested in vitro.
T. harzianum reduced the roof colonfzation by M. phaseoling and the
incidence of charcoal rot diseass in Velasco Largo veriety was less
than 50% when the scils of the plots were profected by Trichoderma
indicating the possibiity of the biofogical controf by T. harzianum A34
strain in the soybaan diseases management programas.

Key words: Macrophormina phaseciing, charcoal rot disease, soybean,
amtagenistic, hyperparasite. Trichoderma harzfanum

INTRODUCCION

Las especies de Trichoderma son habitantes del suelo. La
mayoria de los aistamientos se caracterizan por hiperpa-
rasitar diversos hongos fitopatégenos como Rhizoctonia
solani, Pythium spp., productores del damping-off en diver-
sos cultivos [Wilson et al., 1988,

Algunos aislamientos de Trichoderma harzigmim han re-
suftado efectivos en el control de diversas patclogias, por
Io que su aplicacién ha reducido significativamente ia in-
cidencia de las enfermedades con incremento en los ren-
dimientos [Singh, 19911, ic%'ualmente se ha comprobado
la capacidad competitiva de algunas cepas de Tharzia-
nom en la colonizacién de semillas, rizofera v sustrato
cuando han sido aplicadas a través de las semillas {Smith
et al., 1990; Harman, 1992].

M.:zcmphomf;m};}zasealim {Tasst) Goid. es un pattégeno
de suelo que afecta a las rafces y 1a base de los tallos del
frijol, v provoca el sintoma conocido como tizdn ceni-
ciento del frijol, dafia a las semillas y reduce su germi-
nacién. Las afectaciones serias provocan fallos en la
germinacién, y aquellas procedentes de vainas asinto-
méticas pueden registrar hasta un 28% de infeccion
fAbawi v Pastor-Corrales, 1992,

Esta enfermedad est4 registrada en Cuba desde hace va-
rios afios y se encuentra ampliamente distribuida en el
pafs. Sin embargo, ha constituido un problema impor-
tante para las provincias orientales en la variedad Veias-
co Largo principalmente, asf como en ICA-PIJAQ, con
danios de importancia y pérdidas en las cosechas,

En este trabajo se muestran los resultados obtenidos so-
bre la efectividad del aislamiento de Trichederma harzia-
num cepa A34, perteneciente a la micoteca del Instituto
de Investigaciones de Sanidad Vegetal en la reduccién
de las pob%aciones de M. phaseolina en las raices de lag
plantas de fri&ol v consecuentemente su actividad bene-
ficiosa en el desarrolle de las plantas,

MATERIALES Y METODOS

A partir de la siembra de sintomas de tallos v raices de
plantas de fiijol, variedad ICA PIJAO v Velasco Largo
se obtuvieron diferentes aislamientos de pat6genos
fangicos (Rhizoctonia solani; Fusarium solani; F.oxp-
sporurt; Sclerotiwm rolfsii'y Macrophomina phaseolina) que
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se enfrentaron en cultivo dual agar papa dextrosa con
la cepa de Trichoderma harzianum {cepa A34], 1a que
ha manifestado buena efectividad antagonica ¢ hiper-
parasitica hacia diversos patdgenos fiingicos del suelo
en los cultivos de las hortalizas. Para estudiar la efec-
ividad que ejerce este aislamiento en el control del ti-
z6n ceniciento del frijol por M. phaselina se
efectuaron pruebas en parcelas que contenjan suelo
Ferralitico Rojo inoculadas con el patdgenc de refe-
rencia. La reproduccién del indculo de este organismo
nocivo se realizé en caldo Sabouraud. incubado a 30
°C. Alos 10 dias se filtrd, se secd v se obtuvo un polvo
de esclerocios. Este polvo se adiciond a la superficie
de las parcelas o canteros {70 x 25 x 25 e’ a razdn
de 1 g/10 cm?, removiéndose en los primeros 10 cm
de profundidad. Se sembraron en cada parcela tres
surcos de frijol de la variedad Velasco Largo, v por
cada variante se montuaron tres réplicas. Posterior-
mente se anadio en el momento de la siembra el culti-
vo de Trichoderma con trulo de 4-5 x (0% con/mL.

Se realiz¢ el conteo de la germinacion a la semana de Ja
siembra. Se registrd ademds el porcentaje de plantas vi-
vas en relacion con el testigo no tratado con el biopre-
parado. ast como el pesaje de ias plantas por parceia a
los 20 dias después de la germinacion. La colonizacion de
las raices por M. phaseeling, 1anto en las variantes tratadas
con T, harzianum como las testigos, fueron registradas en
et medio selectivo de Mevyer ef gl {1973) cuanao se sem-
braron 10 porciones de raices por cada réplica.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con las pruebas in vitro, el aistamiento
A34 de T. harzianum mosud un elevado nivel de
competencia por el sustrato, hiperparasité las colo-
nias de los patégenos parcial o totalmente, e incre-
ment¢ el nivel de esporulacidn al crecer sobre ellas
mismas [Tabla 1).

Tabla 1. Prueba de antagonismo in vitro con el aislamiento A34 T, harzianum hacia

diferentes patogenos del frijol

. . Crecimicnto de Ja colonia (mm)
Alslamientos " .
Patépercs T. harzigrnum
Rosplans 2.3 6,3
E solani 2.6 6.4
E.axysporum 3,4 5.6
Selerotinm rolfsii 3 6
Macrophomina phasecling 3.8 3.2

Estos resultados obtenidos son debide a la potencialidad
hiperparasitica de las especies del género de ser buenos
competidores por el sustrato, con una actividad metaboli-
ca muy particular que les permite ser eficientes hiperpara-
sitos de las estructuras filngicas de los hongos [Ghisalvert:

Plantas germinacas (%)

v Sivasithamparam, 191; Deane et al., 1993; Huang e 4.,

19951,

Por gtra parte, en las prucbas de parcelas infectadas
con M. phaseolina v protegidas por Trickederina se al-
canzd Un mavor porcentije de plantas germinadas
de més det 93% en relacidn con el testigo (Fig. 1)

136

3

B0 phageoliing [ Tharzianum + M phaes.

Figurz 1. Efectividad del tratamiento de T harzianun {A34) en la germinacién
de plantas de frijol de la variedad Velasco Largo.
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Antagonismo de wichoderma harztanum...

Al comprobar el nivel de colonizacidn de las rafces utili-
zando el sustrato selectivo se constatd que las variantes
protegidas con el biopreparade de Trichoderma lograron
un mayor numero de porciones de raices no afectadas
por este patdgeno, por lo que se confirma una vez mds
su accion de ser un antagonista rizosfera compeiente,

Colonizacion de raices {¥::
por M phaseoing

tal y como ha sucedido para el biocontrol de patégenos
dei suelo en las plantas de tomate v pimicnto tratadas con
este antagonista una vez aplicado al suelo o a las semillag
cSandoval ez al., 1995]. En cambio. fas variantes no protegi-
cas por 1. harziguon registraron mds del 90% de raices co-
lonizadas por este hongo (Fig. 2).

1305

801

SR

40

g2 A0 phasecing 137 harzianum + Y. phas.

Figura 2. Efecto de T, harzianum { A34) en la accién de reducir la colonizacidn

de M. phaszoling en las rafces de plantas de friiol

El peso de las plantas de las variantes protegidas
por el antagonista aumentd, con mavores regis-
tros en cuanto al vigor v desarrollo {Fig. 37, lo
Jque Consecuentemente asegura una mavor po-
tencialidad productiva, va que este patdgeno es

Feso de las piartas
{g) :

capaz de ir debilitando las plantas de frijol debido
a la colonizacidn de sus rafces desde los primeros
dias después de la germinacién, con efectos muy
nocivos cuando las plantas alcanzan la fase de
fructificacion.

1005

804

504

43

B M phassoling AT harzianum + M phas.

Figura 3. Efecto del tratamiento de 7. harziamon (A34] sobre el vigor de plantas
de frijol bajo iz accién de M. phaseoling en ei sucio

Los efectos beneficiosos que inducen los bioprepa-
rados de Trichederma en el cultivo del frijo] han sido
constatados por Elad et &l (1986}, quienes argu-
mentan a favor del uso combinado de practicas cul-
turales con estas aplicaciones con el fin de reducir la
invasién del patdgeno en las rafces desde los prime-

ros momentos del crecimiento de las plantas, por lo
que estos resultados confivman estos criterios v la po-
sibilidad de introducir a través del suelo o las semiilas
la aplicacién de biopreparados de Trichoderma para el
control de patdgenos fungicos del suelo que afectan
al cultivo del frijol.

LR
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CONCLUSIONES

* Bl aislamiento de Trichoderma harzianum (cepa A34}
probado contra Rhizectonia colani, Fusariam solani,
F. oxpsporum, Sclerotivm rolfsii v Macrephomina phaseolina
mostrd una marcada actividad antagonista e hiperpa-
rasitica in ritro.

» £l antagonista redujo Ia colonizacién de M. phaseolina
en las raices de las plantas de la variedad Velasco Largo
en mas de un 50 %.

o T. harziamon A34 presenta potencialidad en el bio-
control de estos patdgenos para su inclusién en los pro-
gramas de mancio de las enfermedades del frijol.
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CONSERVACION DE PREPARADOS LIQUIDOS
DE TRICHODERMA HARZIANUM CEPA A34
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RESUMEN

ABSTRACT

Ei gresente irabajo tiene coma objetiva mejorar fa calidad de los bio-
praparados que se oblienen por cultive estdlico en los Centras de Re-
produccidn de Entomdfagos y Entormopaldgenns y de caldos de
fermentacidn. Ss daterming la compatibilidad de! hongo con diferen-
fes preservantes, dcido sdrbico, atumbre. sulfato de cobire v dcido ci-
irico. Se evalud fe farmulacion del cultivo liguido de Trichaderma
harzianum con los preservanies gue diercs mejor compatibiidad. La
estabifidad del producto en el tiempo se comprebd a fos 8, 32 dias v 4
meses. La efectividad del formulado se realizd mediante cuttivo dual
en agar papa dexirosa frenle a hongos fitopatdgenos del suelo. &
producto formulado que se obluvo conbiene acido sorbico y alumbre.
Se conservé con un porcertaje de germinacisn de 94% a jos cuatro
meses en condiciones de almacenamienfo a temperafuras enfre
10-15°C, ademds de que mantuvo su efectividad en ef conifrol de los
hangos Topatdgenos.

Paabras claves: Trichoderma harzianum, preservantes, compatibii-
dad, formulacién

The present work has as objeclive o improve the quality of the bio-
pesticides obtained from static culfivation in the Reproduction Cen-
ters of Entomoghages and Entormopathogens and from fermantation
broths. The fungus compatibility was studied whit differents preser-
velives: CsHzOp KAWSO.;, CuSQ; and CeHaD;. The formulation of
Trichoderma harzianum in liguid fermentation media was determi-
ded whit preservatives that showed befter compatibiiities. The for-
muiation stabifity in time was checked at 8 and 32 days and at 4
months, The effectiveness of formulfation was performed by duaf cul-
{ure in Potaio Dextrose Agar whit against phytopathogens fungi of
soil. Formufated product cormained CeHa0s and KAKSO.). The via-
hility of the preserved praduct had a parcentage of germinalion of
94% after four months in storage conditions at temperatures bet-
ween 10-15°C; in addition, it maintained its efficiancy in the controf of
ohylopathogens.

Key words: Trichoderma harzianum. preservatives, compatibility.
formulation

INTRODUCCION

Los preparados fangicos liquidos a base de Trichoder-
ma harzignum se usan para la proteccién de las plantas
contra hongos fitopatdgenos del suelo, como son:
Phytophtiora parasitica, ?’@mpkr}w:a capsici, Pythivm
aphanidermatum v Sclerotium rolfsif, entre otros. Estos
son los principales agentes productores de la pudri-
cién de semilleros v marchitez de las plantas en culti-
vos de cafeto, hortalizas, tabaco, plantas ornamentales
v otros [Papavizas v Bowers, 1981; Harman y Luns-
den. 1990; Stefanova v Sandoval, 1995; Sandoval et
al, 1996; Mufiz ¢t al, 19961,

Eil método més comdan de reproduccién de Trichoder-
ma es sobre soporte solido, donde se utilizan como
medios de cultive la cebada, arroz, almidones, trigo,
cabecilla de arroz, entre otros {Jacques, 1976, 1987,
Fernandez-Larrea, 1995; Rodriguezef al.,, 1997} Con
las producciones sélidas se obtienen grandes concen-
traciones de conidios que resuitan muy estables en ¢l
tiempo, con lo que se garantiza el almacenamiento de
la biomasa [Samsinakova y Kalakova, 1981} Otros
mérodos de repraduccidn son mediante cultivos Hqui-
dos estéricos y agitados, en los que se pueden utilizar

como nutrientes diferentes sales de amonio, levadu-
ras, nitratos, sacargsa v melaza, entre otros [ Hartman
¢t al., 1994; Fernandez-Larrea, [995].

Para la conservacidn de los productos liquidos se cono-
cen alguros rrabajos en 1os que esto se realiza por la
conservaciéon del hongo mediante encapsulamiento de

este %Jack et al., 1997]. También se ha traba}ado en el
secado de la biomasa al vacio [Hartman e al., 1994].

La estabilidad de los biopreparados liquidos de Triche-
derma obtenidos en Cuba es de 15 dfas a temperatura de
refrigeracién [Ferndndez-Larrea et al, 1992}, v en oca-
siones se necesita almacenar por un mayor tiempo en
los CREE, asi como los que en un future se obtendrén
en las plantas semindustriales de biopreparados existen-
tes. Los cultivos liquidos de los hongos tenen fa caracte-
ristica de formar una capa superficial del hongo después
de finalizada la fermentacién debido al contenido re-
sidual del medio, 1o que le da un aspecto desagradable
y favorece Ja degradacidn del producte. Debido a
€810 NOS Proponemos como abjetivo mejorar la cali-
dad de los biopreparados que se obtienen For cultivo
liguido estdtico en los Centros de Reproduccién de

Sfitvsanidadi 73



Cejas y otros

Entoméfagos v Entomopatégenos v de los cultivos
agitados con el uso de preservantes, manteniendo su
efectividad en la reduccion de las poblaciones de hon-
gos fitopatdgenos del suelo, sin la cancebida contami-
nacion ambicntal.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon cultives liGuidos agitados obtenidas
por fermentacion sumergida segin Ferndndez-Larrea
et al., (19941, los cuales se obtuvieron a partiv de la
cepa A34 de T. harzianum, perteneciente a la colec-
cién de microorganismos del Instituio de Investiga-
ciones de Sanidad Vegetal de la Repiblica de Cuba.

Para e! estudio de los preservantes se utilizaron
compuestos con caracteristicas fungistdticas v bactericidas.
Ellos son: sulfaro de cobre (CuSO,), addo dico (CeHsO4),
acido sérbico (C,H.O,1 v alumbre (KKAISO, i), Cada uno
de ellos se probd a wes concentraciones: 1, 5y 10%
pesovolumen. :

Se realizé una prueba in pifro en la que se envenend el
medio papa dextrosa agar (PDA) con los compuestos a
las concentraciones en estudio por triplicado; se sem-
bré un ponchete del hongo en el centro de la placa v se
chservaron las caracteristicas de crecimiento conjunta-
mente con el testigo, que consistié en el crecimienta de

T. harzienwm en medioc PDA. Para comprobar si este

mantiene sus caracteristicas de crecimiento, se pasé a pla-
cas con medio PDA v se observé alos cuatro y siete dias.

La prueba de estabilidad en el tiempo se realizé mez-

tando el caldo fermentado de T, harzianum {congentra-
cidn entre 1 x [0%- 5 x 10%con/mL) con acido sorbico, v
¢l alumbre a concentraciones de 1, 3 v 10% conpH de 2
a 3. Se obruvieron ocha formulaciones que se mantuvie-
yon a terperaturade 12 y 26°C. Se lesevalud el porcen-

taje de germinacion a los 18, 32 dias y 4 meses.

La efectividad i vitro de los formulades con mejores re-
sultados con respecto al testigo se determiné mediante
el cultiva dual, Para esto se sembraron los formudados y
el testigo en placa Petri con PDA; se mantuvieron a 27°C
durante siete dias para lograr un cultivo esporulado, v se
enfrentaron en medio PDA con hongos fitopatGgenos
(Phytophthora parasitica; Pythium aphanidermatum y Selero-
tivin 1olfsii).

RESULTADOS Y DISCUSION

En los experimentos en placa Petri del medio envenena-
do con los diferentes compuestos no se chservé crect-
miento con el sulfato de cobre para las concentraciones
probadas, a los dos y siete dias de crecimiento. Para el
alumbre v el 4cido sérbico se inhibid la esporulacion ¥
el crecimiento a 10 v 5%, v con al 4cido citrico hubo
muy poca inhibicién de la esporulacion (Tabla 1),

Tabla 1. Crecimiento de las colonias del hongo T. harziamum en medios envenenados

Compuesto Concentracion Crecimiento v caracteristicas
Por clento pesoivoiumen 2 dlas (mm’ 7 dias (mm)
10 ¢ NE 0
Sulfato de cobre S O NE 0
] 0 NE 0
10 3 NE 18 PE
Acido citrico 5 15 NE Tedo PE
1 30 NE Todo E
10 4 NE 29 NE
Acido sarbico 5 7 NE 28 NE
] 9 NE Todo E
10 3 NE 27 NE
Aluwmbre 3 7NE 34 NE
i 11 NE Todo E
Testigo - 33 NE Todo E

NE: No csparclacion.
PE: Poca esporuiacion.
E: Esporulacién.

Cuando se comprobé si el hongo mantenia sus
caracteristicas de crecimiento en medio PDA, se ob-
tuvieron para el dcido sérbico y el alambre creci-
mientos v esporulaciones similares al testigo; con el
icido citrico, poca esporulacién, y para el sulfato de
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cobre, no crecimiento. Por ello se determind urili-
zar el 4cido sérbico v el alumbre en la formulacion,
va que tenian las caracteristicas de crecimiento del
hongo similares a la del testigo. Estos compuestos
también fuercn utilizados para la conservacidn de
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formulados liquides a base de Bacillus thuringlensis
[Ferndndez-Larrvea et al, 1994].

La prueba de estabilidad en el tiempo se realizd
mezclando el caldo fermentado de T harziagnum con
dcido sérbico v alumbre a concentraciones entre 1 v
10%; se ohtuvieron ocho formulaciones. Estos dos com-

puestos fueron escogidos por inhibir el crecindento vy 1a

espontacion, ademas de mantener Ja viabilidad. Para el
formulado 1, el porcentaje de germinacién estuvo por
encima del testigo, demostrando su efectividad; el formula-
do 2 presentd un porcentaje de germinacidn de los conidias
por encima det 60%, que, aunque es aceptable, estd por de-
bajo del testigo {formulado 9}, v el resto tiene resultados
muy inferiores al testigo al cabo de los ciatro meses,
como se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Viabilidad de los formulados de T. harzigraon mantenidos a 12°C

Concentracién Por ciento de germinacion
Formulado Por ciento pesoivoiumen; de los conidios

Acido sérbico Alumbre i8 dias 32 dias 4 meses
1 l ] 3 16,0 50,59 94,15
2 1 3 3 79,20 69,12 64,97
3 i {0 2 50,05 32.40 8,43
4 3 i 3 100,60 81,82 10,74
3 3 3 2 72,00 52,40 10,50
6 5 10 2 49,60 30,04 8.00
7 10 1 3 71,35 51,05 :2,00
8 10 3 2 7013 30,93 3,85 _ |
9 0 0 6 100,0 62,90 75,00

A los cuatro meses se obtuvo porcentaje de germina-
cidn muy bajo (por debajo de 3%) cuando se almace-
néa 26 °C, v, con el producto almacenado a 12 °C se
obtuvieron mejores resultados, es decir, que estos for-
mulados se conservaron mejor a bajas temperaturas,
Estos resultados fueron similares a los obtenidos por
Jack et al. en 1997 con la conservacion en capsulas de

alginato, que midié a las 24 semanas las unicades formado-
ras de colonia (UFC) para tres cepas de Tridhodama
almacenadas a 5y 25°C; estos se conservaron stlo a bajas tempe-
ranyss va que a 25°C las UFC fueron por debajo del 59 (12

Los resultadas de la efectividad in vitre, mediante cul-
tivo dual, de los formulados 1y 2 respecto al testigo se
observan en la Tabla 3,

Tabla 3. Efecto del crecimiento de los fitopatdgenos en presencia de 7. harzianum

Crecimiento de la colonia fmm)

Formulado —
Scierptiun:

Trichodzrma

1 30 75 (invasidn total}

2 24 69 (zi =21}
9 testigo 30 69 (zi = 23)

Pygiium

1 20 62 (zi = 1)

2 20 75 (invasién total)
O testigo 22 67 {zi = 14}

Phytophthora

| 0 75 {invasién total)

2 1t 75 {1mvasién total)
9 restigo 10 75 {invasion total)

zi: Zona de ‘a colonia del fitopatdgeno invadida por Trichederna.

ﬁ tosanidadi7S



Ctejas y otros

Ambos formulados ejercieron un control sobre los
hongos fitopatégenos P. parasitica, P. aphanidermatum
v S, rolfsii, similar al testige. En el caso de Plhytophthora
se obtuvo invasién otal de la colonia por Trichoderma
para los formulados v el testigo. Debe tomarse en
cuenta que la colonia de este hongo no se desarrolia
formando un césped en la placa, sino que forma peque-
fras colonias. Para Pyrhum, el testigo no ejercié inva-
5i6m total como ef formulado 2; v el formulado 1 qucdo
con una zona de invasion por deba]u de este. En el cul-
tivo dual con Sclerotizan se obtuvo invasion total con el
formulado 1; el testigo v el formulado 2 presentaron
jgual tamanc de crecimiento de ia colonia de Trichader-
ma, pero mavor zona de invasion por el testigo. Estos
resultados coinciden con los de Sandoval e al {1995),
quienes obtuvieron ciento por clento de patdgenos hi-
perparasitados. v la colonia de [richoderma creci6 6,7 cm
como promedio.

Se recomienda, por todo lo visto anteriormente, hacer
las pruebas in vitro con semillas de cultivos que sean
afectados por los hongos fitopatdgenos de suelo, pro-
bar la persistencia del formulado en el campo v compa-
rarla con e testigo, v almacenar los cultivos liquidos de
T. harzianum con 1% de dcido sérbico v 1% de alume-
bre a termperaturas de 12°C.

REFERENCIAS

Fernardez-Larrea, O, A, Caideron; M. Fraga: «Propuesta de metodo-
logias de reproduccién de cepas de Trchoderma para el contre! de
hengos fitopatédgenoss, Informe Técnizo, INISAV, La Habana, 1592

Fernandez-Larrea, O, et al.. «THURISAV, hiopesticida de Bacifius
Hhuringiensiss, Memoras. 1X Forum de Ciencla y Técnica, B
EXPOCREE, 25 ai 27 de octdbre, INISAV, La Habana, 1854, p. &5,
Fernandez-Larrea, O.: «Microorganismas entomopatdgenos y an-
tagonistas. Positilidades de preduccions, Bolelin Técmnico, La
Habana, 1- 1-5, 1995,

76 Hosanidad

Harman, G.: J. Lumsden: The Rhizosghere, Lynch Ed. Jwiley &
Sonns, 18930, pp. 258-280.

Harman, G.; X Jin; T. Stasz; 5. Peruzzottic A, Leopold; A Taylor:
Method of increasing the Percentage of Viable Dried Spores of a
Fungus, EAJ.. 1984,

Jaek, L., G. Papavisas, W. Connick: «Preparation of Pellets Contai-
ning Fungi and Nutrient for Control of Soilborne Plant Pathogenss,
PN 4888512, E.A., 1997,

Jacques, R. «improvements in Or Relating to Mycofungicidal Pro-
ducts», PN 1573350, E.U., 1876

Jacques, J. «Mathod of Using Immunizing Commensals», PR
4578669, E.L)., 1987,

Muiiz, Y.: B. Martinez; 8. De Paula: «Efecto antaadnico de Trichoder-
ma sp. y Curvulana sp. aistados de vitropléntulas de cafias, Mame-
rias, |i Congraso Latincamearicang de Micologia, 23 ai 25 de actubre,
1488, Institute Pedro Kourl, La Habana, p.135.

Papavizas, G.; J. Bowrs: «Comparative Fungitoxicity of Captefal and
Metalaxyi to Phyfophthora capsich», Phytopathology 71 123-128,
1981,

Rodriguez, J. A, F. Domenech; M. Ledn; D, E. Rodriguez; Villar. M.
«Consideraciones acerca de |a fermentaciér en estado sdlido em-
pleande Trichoderma harzianum pars & obtencion de esporass,
Memorias, H Seminaric Cientifico Internacicnal, La Habana, 1897,
np. 23-27.

Samsinakova, A 8. Katakova: «Mass Production of B, bassianay, J.
of fnv. Pathofogy 168-174, 1981,

Sandoval, L: D. Gareia: |. Mendoza: «Epidemiologia de la marchitez
dei pimients por Phytopthora capsiciy bioconirel de e enfermedad
con un biopreparado de Trichoderma harzianumse, Memorias, |}
Congreso Latinoamericano de Micologia, 23 al 26 de octubre,
Institute Pedre Kouri, t.a Habana, 1898, p. 132,

Sandoval. |; Q. Lépez; D. Garcia; |. Mendceza: « Trichoderma harzia-
num {cepa A34): un biopreparado de amplio espectro para micopatn-
lngias deltormate y del pimientow, Boletin Técnico (La Habana) (4. 3,
1995,

Stefanova, M.: I. Sandovai: «Efectividad de biopreparados de Tricho-
derma spp. en el control de honges fitopatégenos de sueios, Boe-
letin Técnico, (La Habana) {2): 2, 1685,



FITOSANIDAD vol. 4, no. 3-4, septiembre-diciembre 2000

EVALUACION DE FUENTES NUTRICIONALES
ALTERNATIVAS PARA 1A REPRODUCCION MASIVA
DE LA CEPA LBT-3 DE BACILLUS THURINGIENSIS

VARIEDAD KURSTAKI

Orietta Fernandez-Larrea y A. Diaz

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

RESUMEN

Sa determing la concentracién de esporas y cristales/mL obtenidas
despuds de 48 horas de cuffivo agitado en zaranda & 25-30°C defa
cepa LBT-3 de Bacilius thuringiensis variedad kurstaki en 13 medios
de cultivos de diferente compcsicidn. Los nutrientss ensayados fue-
ron. almidén de malz, levadura panadere, jugo de pepine, harina de
malz, harina de soya, melaza de cafia, masto de cerveceria, fosfato
dibasico de amonio, carbonato de calcio y sulfato de potasio, los cua-
les se uliizaron a Giferentes concentraciones y combinaciones. La
concentracion e esporas y crisiates/mL ascifo entrs £,5 x 10% v
6.6 x10°. El medio compuesto por 35 /L de levadura torula, 5 ¢/L de
almidan, 2 g/L de fosfato de amonio y 0,1g/L de sulfatc de potasio re-
sultd ef mejor. Los biosnsayos con larvas del (i instar de Plutella
xyliostella demostraron que cuando se ulifizaran concentraciones de
10° esporas/mi, el porcentaje de mortafidad fue de 100 a fas 72 horas
para las cualro variantes de medio de culfive con las cuales se obtu-
vieron las concentraciones de esporas y cristales més glevados.

Palabras claves: Bacilus thuringiensis, reproduceidn, medios de cultivo

ABSTRACT

Concentration of spores and crystals/mlL obtained after 48 hours of cul-
ture agiiated in zaranda at 28-30 of Bacilius thuringiensis var. kurstaki
LBT-3 sirain in 13 ctifure medium of different composition. Nulrient tes-
fed were: starch of com, yeast baker, cucumnber juice. flour of com, say
fiour. cane molasses, brewery must dibasic ammanium phosphate.
calcium carbanate and potassium sulfate. which were used fo different
concentrations and combinations. The concentration of spores and
crystals/iml. oscillated between 6.5 x 10° and 6.6 x10°. The medium
composed by 35 g/L of torula yeast, 5 g/l of starch, 2g/L of anmmonium
phosphate and 0.1 g/l of potassium sulfate were the best, Bioassays
with i instar farvae of Plutelia xyllostelia demonstrated that wher con-
centrations of 10° esporas/ml were used the mortalty percentage was
100 at 72 hours for the four vanianis of culture medium vith which the
higher concenirations of spores and crystafs were chiained.

Key words: Bacillus thuringiensis, reproduction, culture medium

INTRODUCCION

La produccién de un bioplaguicida a partir de Bacilius
thuringiensis (Bt) requiere de un medio de cultivo que,
ademés de permitir un buen rendimiento de esporas ¥
cristales toxicos, resulte de facil adquisicién y econdémi-
co [Bernhard y Utz 1993, Tbarra 1997]. Para lograr
esto se reporta el uso de varias fuentes naturales que
proveen el nitrégenc v el carbono necesario, asi como
las sales v otros elementos. Ejemplos de estas fuentes
son las harinas de sova, maiz, pescado, licor del remojo
del maiz, melazas. sacarosa, levaduras y diversos tipos
de almidones [Vanderkar y Dulmage, 1983; Devisetty,
1993: Morris ef al., 1996, 1997].

Aun cuando se ha planteado por diversos autores que
para cada cepa de Bt debe diseharse un medio de culti-
vo especifico [Dulmage y Rodees, 1971; Muga, 1983
Galan, 1996, también se conoce que algunas fuentes
resultan eficaces para la reproduccién de diferentes ce-
pas de Bt [Bernhard y Utz, 1993; Morris et al., 1993]

Con la finalidad de valorar la posibilidad de utilizar di-
ferentes fuentes nutritivas naturales de facil adquisi-
cién, se diseparon v evaluaron 13 medios de cultivo a
partir de ocho productos naturales diferentes y tres sa-
les inorgénicas,

MATERIALES Y METODOS

Cepa: Fue empleada la cepa LBT-3 de Bt variedad kursia-
ki, perteneciente al cepario del Instituto de [nvestigacio-
nes de Sanidad Vegetal (INISAV}, la cual fue mantenida
en cufias con agar nutriente en forma de cultivos esporulados
a 4° C durante el transcurso de los experimentos.

Condiciones de cultive: Los cultivos fueron realizados ut-
lizando frascos erlenmeyers de 300mL de capacidad, a
tos cuales se afiadieron 100mL de los diferentes medios
de cultivo ensayados. Se cultivaron en condiciones de
agitacién después de inoculados con I mL de una sus-
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pensién de 10% esporas por mL obtenidas por el arras-
tre de un cultivo esporulado con solucién salina estéril
de NaCl al 0,85%. La agitaci6n se llevd a cabo durante
48 horas a 28-30° C v 140 rpm en una zaranda orbital
termostatada,

Tabla 1. Composicién de los medios de cultivo ensayados

Los medios ensayados (Tabia 1} fueron esterilizados a
121° C durantie 40 minutos, con excepcidn del que con-
tenia jugo de pepino, que se esterilizé durante 20 minu-
tos 2 igual temperatura. En todos los medios el valor del
pH inicial se ajusté a 6,8,

o NMedios

Ruciente T 1 2] 3 | 21 sleb 7l s ot 0o ju] 2} 13
Almidén 20 10 3 3 2,5 10
Levadura torula 30 |30 |35 20 33 5 15 35 5 3
Levadura panadera L0 2,3 5 2.5 2,5
Turo de pepine 200 §200
Harinz de maiz 15 23
Harina de sova 5 3 3
Melaza cafa 10 |20 2,5 10
Mosto cerveza 10
PO H(NH,}, 2 2 2 2
CaCO, 0,3 3 3 0,3 0.3
K,SO, 1 1 ]

Andlisis de las muestras: Los andlisis se realizaron en los
cultivos de 48 horas, en los cuales se determind la con-
centracién de esporas v cristales por mililitro, median-
te conteo en Camara de Neubauer bajo un microscopio
de contraste de fase a 400 x aumento. Las caracterist-
cas de los cultivos v la verificacion de la presencia de es-
poras v cristales se determiné mediante observacion al
microscopio a 1 000 x de una preparacién tefilda con
sotucién de cristal violeta al 0,3%.

Bigensayos: Se emplearon larvas del 111 instar de Plufella
xplostella. El alimento consistié en hojas de col impreg-
nadas con una solucién acuosa que contenia 10 espo-
ras y cristales/mL, obtenida a partir del cultivo de las
cuatro mejores variantes de los medios ensavadas. El
conteo de gawas muertas se realiz6 a las 24, 48 v 72 ho-
ras de montado el bioensayo. Se montaron tres réphicas
por variante con 10 insectos cada una; se mantuvo un
testigo en el cual el alimento se impregné solo con
agua. Fue determinado el porcentaje de mortalidad por
la formula de Abbott,

Andlisis estadisticos: Los valores de las concentraciones
de esporas v cristales obtenidos fueron transtarmados
a valores logaritmicos, v las medias calculadas se some-
tieron a un andlisis de varianza simple y comparacion
de las medias por la prueba de Duncan con un 95% de
significacion.

RESULTADOS Y DISCUSION |

Un criterio importante para la produccion de Bt es la
cantidad de endotoxina o cristal téxico que se produz-
ca v su actividad; esta produccion se encuentra asocia-

7 8,:jﬁrosa111'dad

da a la fase de esporulacién durante el desarrollo de
esta especie bacteriana, per lo cual la determinacion de
Ja concentracién de esporas v cristales puede resultar
un criteric ttil para la evaluacién y seleccidn primaria de
un medio de produccién para Bt [Bernhard y Utz, 1993].

En la Tabla 2 se muestran los valores de las concentra-
ciones obtenidas en las diferentes variantes de medios
de cultivo ensavadas. Los valores més elevados corres-
ponden con las variantes 5, 11, 6y 3, en las cuales coin-
cide que la fuente de nitrégeno es la levadura torula a
concentraciones entre 20-35 g/L, v en estos mismos me-
dios la fuente de carbono resulté baja en las vartantes 3
v 11, a diferencia de los medios 5 v 6, en los cuales se
emples més de una fuente de carbono.

La presencia de sales que pudieran actuar como tam-
pén o se encontraban en las mejores variantes, lo cual
indica que los nutrientes utilizados pueden suministrar
las sales necesartas para el buen desarrollo de la cepa
empleada.

Los resultados del bioensavo (Tabla 3) demostraron
que los cultivos obtenidos con las cuatro mejores va-
riantes de medios producian ciento por ciento de mox-
talidad a las 72 horas en Plutella xplostella cuando se
emplearon concentraciones de 10% esporas/mL. Este
resultado confirma la validez de los medios seleccio-
nados, ya que Dulmage (1970) alerté que no necesaria-
mente una elevada concentracion de biomasa de Bt
compuesta por esporas y toxinas, tiene que coincidir
con una elevada actividad insecticide, y que en todos
Jos casos esta debe ser comprobada mediante bioensa-
vos, aun cuando resulte valido utilizar el criterio de
concentracidn para la seleccién de un medio en una
primera etapa de wabajo.
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Tabla 2. Concentraciones de esporas y cristales
en los diferentes medios de cultivo ensayados

Medio

Cancentracion esporas
y cristales /imL

6.4x19%:

—

5.8x10%a

4.4 x 107 ab

3.75 x 0¥ abe

—

2,7 x 10% be

2.3x10% ¢

O e o Juw o B I

1.3x 107 cd

.

6,68 x 108 d

—
a2

3,6x103d

3,22x10%4d

4,46 x 108 d

e |-—= o

4,04 x 108 d

e

6,46 % 10%e

CWV 12¢%
ES 0,18

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad de Plutella xylostella con los cultives de Bt de las cuatro

mejores variantes

Variante {medio) Por clentn zﬁi;ehmortalidad Par ciento 4céehmortalidad Por clento ?%ehmortalidad
5 40 80 100
il 35 80 100
6 30 70 100

Los resultados obtenidos concuerdan con oLros auto-
res, los cuales indican que la fuente de nitrégeno resul-
ta esencial para una buena produccién de esporas v
cristales, v reportan concentraciones de 10-40 g/l en
medios industriales [Vanderkar v Dulmage 1983; De-
vesitty, 1993; Bernhard y Utz, 1993: Ibama, 1997;
Morris, 19977,

Estos mismos autores coinciden en que las harinas de
sova, maiz, semilla de algodén y otros granos resultan
las mejores fuentes de nitrégeno para la produccion de
Bt, aunque también han utilizado algunos tipos de le-
vaduras, de las cuales se considera que la mejor resulta
la levadura panadera [Ejiofar v Okater, 1989: Yoon ¢t
al, 1987]. Por su parte, Salama et al. (1983) obtuvie-
ron concentraciones mas elevadas de esporas y cristales
cuando emplearon levadura forrajera, mientras que
otros consideran que la adicién de extracto de levadura
en los medios de produccién de Bt incrementan los ren-
dimientos de esporas v cristales { Vanderkar y Dulma-
e, 1983; Goldberg et al., 1980; Xie et al., 1990]

Las sales minerales tales como fosfatos, sulfatosy carbo-
natos se utilizan frecuentemente en los medios de pro-
duccién de Be; en el caso de los fosfatos se considera
importante su efecto tampén para mantener el equili-
brio del pH [Divesitty 1993].5e reporta también la im-
portancia del calcio y el manganeso para la esporulacidn
de Bt [Bernhard y UTZ 1993; Foda et al., 1993].

En relacién con los carbohidratos, tanto los monosaca-
ridos como la glucosa, los di v polisacdrides como los
almidones v sacarosa, y las fuentes combinadas como
las melazas, han sido muv utilizados en estas produc-
ciones, pero en todos los casos si la concentracion re-
sulta elevada pucde conducir a una brusca disminucion
de los valores del pH con la consiguiente inhibicién del
crecimiento v esporulacién [Vanderkar y Dulmage,
1983: Fodaef al,, 1995; Galdn ef al., 1996]. Owos efec-
tos tales como alargamiento del cristal fueron observa-
dos por Sherer et al. (1980) cuando la concentracion de
carbohidratos s¢ incrementd de 0,1 a 0,6 %. Por su par-
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te, Carreras ¢t al. {1998) encontraron que concenua-
ciones superiores a 13 gL de carbohidratos inducian
lisis por fago en una cepa lisogénica de Bt, lo cual no
ocurria a concentraciones de 10 g/L.

CONCLUSIONES

*Laos resultados obtenidos nos permiten considerar la
posibilidad de utilizar fuentes nutritivas naturales al-
ternativas de facil adquisicién v econdmicas para la
produccién industrial de Bt

«Las mejores fuentes resultaron la levadura forrajera,
la harina de sova y el almidén para la produccién de la
cepa LBT-3 de Bacillus thuringiensis variedad kurstaki.
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RESUMEN

ABSTRACT

Ern candicionas de faboratorio se valord ef efecto de diferantes cepas
del hongo enfomopatdégeno Beauveria bassiana (Bafs) Vuil, perls-
neciente a la micoteca del Institulc de Investigaciones de Sanidad Ve-
gefa! (IMISAV), sobre obreras de Afta insulatis. Los ensayos
realizados demostraron gue fa cepa MB-T resultd efeciiva para ef
combate de Atta insularis, con valores de 76 v 100 % de efeciividad
técnice, & las 24 ¥ 72 horas posteriores a fos fratamientos, valores que
difirieron del resto de fas varanies en estudio. Esta cepa obtuvo valo-
res superiores de conidicgénesis en fos caddveres de fos insectas, en
comparacidn con ef resto de las cepas estudiadas, v que indica &
efecto patogenico de este enformopatdgeno sobre esia plaga.

Palabras claves: AHa, cepas, B. bassiana, enlomopaiigeno

In izhoratory sonditions the effectiveness of workers ants of Afta insu-
laris was evafuated fram diferents strains of entomathogenic fungus
Beauveria bassiana (Bals.) Vuilf all strains belong to the national the
entomopathcgenic fungi cultive colffeciion. The experiments have
shown that the MB-1 strain is effective to control Afta insularis, with a
76 and 100 % of techical effectiveness in 24 and 72 hours after the
treatments. These porcentage differ in refation ta previous studies ca-
rried out using others strains of the same fungus. This B. bassiana
siraing gave a better potential controf vaith higher porcentages of mor-
tality showing that pathogenic effect on the pesi.

Key wards: Afta, sfrains, B bagsiana, enfornopathagenic

INTRODUCCION

Atm insularis {Guerin) cs la bibijagua méds comn que
habita nuestra isla. v se encuentra distribuida en todo
el rerritorio nacional incluyendo la Isla de la Juventud.
Representa un grave peligro para diferentes cultivos, ya
que estos insectos pueden defoliar plantas completas
en poco tiempo debido a que cortan las hojas para lle-
varlas a sus nidos, donde cultivan un hongo del cual se
alimentan; practicamente ataca cualquier especie vege-
tal. Esta plaga constituye un gran azote en las vivien-
das, va que en las excavaciones que realizan para
construir sus nidos afectan los cimientos de estas v los
sembrados de patios v jardines, Esta plaga es activa du-
rante todo el ano.

La organizacién social, Ja estructura de la colonia, la co-
municacién sobre localizacidn, cantidad v cualidad del
forrajeo v la defensa del texritorio, hace que se torne una
plaga de dificil control [Vilela y Della-Lucia, 19871

Para combatir este insecto se han usado muchos méto-
dos, entre ellos el combate por medios mecdnicos, que-
ma, inundacién, gases venenosos, aplicando soluciones
insecticidas a las entradas de los nidos v, por @ltimo, el
uso del cebo envenenado nombrado Mirex [Hoh y Ro-
che, 1975].

El método mas generalizado para el combate de esta
plaga ha sido exclusivamente con productos quimicos,
con la desventaja de poseer alta toxicidad, destruccién
de fa fauna, incluyende enemigos naturales, ademas de
seleccionar genotipos resistentes a estos productos
[Cherret, 19867, lo cual hace necesario desarrollar tée-
nicas de lucha biclégica contra el género Atta, por ofre-
cer unl combaie mas efeciivo vy duradero sobre este

insecto plaga [De Bach, 1968; Gallo et al,, 1978].

Los hongos entomopatogenos Beauveria bassiana (Bals.)
Vull. v Metarhiziwm anisopliae {Metc) Sor, son los cau-
santes de las llamadas enfermedades moscardinas, que
atacan a méis de doscientas especies de artrépodos [De
Bach, 1969]. Ambos patégenos pertenecen a la familia
Moniliaceae del orden Moniliales, que incluye la clase
Deuromicotina [Robert v Yendol, 1970; Shasvel, 1976].

Machado et al., (1988), en estudios realizados sobre la
inoculacion de B. bassiana v M. anisopliae sobre algu-
nas especies de Acromprmex (Hymenoptera: Formici-
dae), observaron que, a partir de los tres v diez dias de
aplicados estos patdgenos, las colonias de estas espe-
cies abandonaron los huecos y se redujo la actividad
externa,

SitosanidadiS1



Trujilie y otros

La infeccién del hospedante se produce a partir de la
germinacion de las esporas de los entomopatogenos so-
Bre la cuticula del insecto, seguida de la penetracién del
tubo germinativo en el hemocele. donde se desarroilan
hifas hasta la muerte del insecto, después de lo cual las
conidiosporas salen a la cuticula v cubren al hospedan-
e {CMI, 1979; WHD, 1980}

Teriendo en cuenta estos antecedentes, ¢l objetivo de
este trabajo estuvo encaminado a evaluar cepas del
hongo entomopatégeno B. bassiana en condiciones de
laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

En el periodo comprendido entre marzo v agosto de
1994 se evaluaron diferentes cepas del hongo entomo-
patégeno B. bassiana sobre Atta insularis en el Departa-
mento de Toxicologia del Instituto de Investigaciones
de Sanidad Vegetal

Para evaluar e] efecto de las cepas en estudio se utiliza-
ron obreras de Attg insularis colectadas en dreas de cul-
tivos afectados por esta plaga. Las variantes valoradas
se describen a continuacion:

Variantes Concentracién de conidios/ml
ViB-] b2x 107 1.2 x 18 1,2 x ¢
MB-4 1,7 = IO 1,7 x 108 1,7 x 10
MB-5 1,84 x 107 1,84 x 108 e84 x 107
MB-9 1,01 x 107 1,01 x 108 1,01 x 10°
MB-16 1.2 x 107 1,2 x 10¢ 1,2 x 107
Testigo -

A partir de las colonias de los hongos mantenidas en
medios de cultivo se prepararon las suspensiones de co-
nidios con agua estéril.

Para cada variante se utilizaron cinco placas Petrl con
papel de filtro, humedecido con 2 mL de la suspension
de conidios, v para el testigo, 2 mL de agua estéril; pos-
teriormente se depositaron 10 obreras de A. insularis
por cada placa, Para mantener la hunedad se afadie-
ron 2 mL de agua estéril con el objetivo de facilitar el
desarrollo del hongo. Los insectos se mantuvieron con
régimen de ausencia de alimentos.

La experiencia se realizé en un local con temperaturas
de 24°C v un fotoperiodo de 11 horas luz.

Se realizaron observaciones diarias sobre la mortali-

dad. Los insectos muertos se desinfectaron con hipo-
clorito de sodio al 0,3% v lavado con agua estéril, y
fueron mantenidos en cimara himeda para comprobar
fa emergencia del hongo entomopatogeno.

La mortalidad se calculs mediante Ja férmula de Abott
rCiba-Geigy, 1981]. Los datos de las evaluaciones ‘se
transformaron a arcsen x@ procesados mediante andli-
sis de varianza con un 95 % de confiabilidad [Snede-
cor,19487 v se establecieron las diferencias significativas
segin las pruebas de Newman-Keuls [Dagnelle, 1984 .

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas ias cepas del entomopatégeno B. bassiana valo-
radas para el combate de Atta insularis alcanzaron efec-
tividades bioldgicas superiores al 50% . La cepa MB-1
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mostré los mejores resultados, va que a las 72 horas lo-
gré el ciento por ciento de mortalidad y mayor porcen-
taje de insectos micosados, lo cual se observé a partir
de los seis dias pesteriores a los tratamientos, valores
que difirieron significativamente del resto de las va-
riantes en estudio {(Tabla 1).

Los resulftados obtenidos con la cepa MB-1 de B. bassia-
na sobre obreras de Atta insularis indicaron que los coni-
dios de este entomopatégeno germinaron sobre la
cutfcula del insecto y penetraron en su intexior para pro-
vocar su muerte, verificindose el proceso de conidioge-
nesis, lo que evidencia la accién patdgenica de esta cepa.

Cada cepa valorada mostré variabilidad en relacion
con el porcentaje de mortalidad e insectos micosados.
La explicacion de esto puede estar relacionada, segin
lo planteado por Tiganc y Riba (1990} en que cada Ii-
nea de B. basstana se caracteriza por un conjunto de
isoesterasas que aparecen en forma de bandas, y consti-
tuye un perfil enzimdtico, Estas bandas muestran una
variabilidad importante por especie. Es importante el
nimero de isoesterasas tanto a nivel de especies como
de lineas, va que esto puede estar relacionado con la
adaptabilidad ecologica y parasitica de estos honges
fBoucias y col., 1982].

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Diehl Fleig v Luchesse (1991) en la seleccitn de dife-
rentes lineas del hongo entomopatégeno B, bassiana y
M. anisopliae sobre Atta sexdens piriventris. Estos autores
observaron reduccién en el tiempo letal medio entre
2,72 v 3,33 dias, Alves y Sosa (1988) constataron pa-
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togenicidad de una linea de 5. bassiana v M. anisopliar
aisladas de la reina Atta sexdens rubripiiosas, v no se ob-
servaron diferencias significativas sobre la sensi-
bilidad entre soldados y obreras de la misma

Laaccién patogénica de la cepa MB-1 sobre A. in-
sularis observada en nuestra experiencia se verifi-
cd con la esporulacién del hongo sobre la
cuticula del insecto, Jo que e\-'iclenciaglia agrestvidad

especie.

y virulencia de este entomopatégeno.

Tabla 1. Efecto de diferentes cepas del hongo entomopatdgeno Beaurveria bassiana (Bals.) Vuill.
sobre obreras de Atta insularis Glerin

Variantes Concentracidn de Porcenzaje de mortalidad Insectos micosados (%)
conidios/mL
48 horas 72 horas
MB-1 1.2 x 107 76 be 100 a 80
MB-i 1.2 x 102 80 b 100 a 100
ViB-1 1,2 x i0° 92 a 100 a 100
NB-4 1,7 2 107 32 of - 64 be 8
MB-4 1.7 x 10¢ 39 def 72 be 8
MB-4 1.7 x 10 64 be 76 be 12
MB-5 1,84 x 107 24 f 65 be 44
NB-5 1,84 x 10" da bedef 76 bc 44
MB-5 1,84 x 109 36 bedef 80 be 32
MB-9 1,01 x 197 24 f 72 be 28
MB-2 1,01 x 108 60 bedef 80 be 32
MB-9 1,01 x 10° 64 bede 84 b 3
MB-16 1.2 x 107 44 cdef 68 ¢ o4
NMB-i6 1.2 x 1¥ 32 def 72 b 52
MB-16 1,2 x 10* 64 bed 84 b 26
Testigo - 8y 8d 0
CV =21,1% Cv=170%
ES =035 ES = 0,37
CONCLUSIONES Da Siva, E. M., Elena Dieih-Flein: «Avaliacio de diferentes linha-

+La cepa MB-! del hongo entomopardgeno Beaureria
bassiana ajcanzd los mejores resultados de efectividad
sobre A, insularis. con la que se obtuvo valores supe-
riores de conidiogénesis con respecto al resto de las
cepas evaluadas.
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RESUMEN

ABRSTRACT

{05 microheterdpterss de la familia Miridae tienen hébitos zcofitiofs-
§as, va gue se alimentan de plantas y predan aiguncs insectos. Esta
particularidad he sido estudiada por diferentes aviores, los que le
alribuyen poca impartancia come fitdfagos y una eficiente actividad
nredadora. De hecho, son utilizados en programas de manejo inte-
grado contra moscas blancas, trips v otras plagas.

Desde que se presentaron fos problemas con moscas blancas en
cultivas agricolas & finales de 1989, fa chinchita Cyrtopeltis tenuis
Rewsr {(Miridae} se obsserva con refatativa frecuencia, asocieda a
poblaciones de Bemisia tabaci. Por allo, en dreas de famatz {Lyco-
persicon esculentum Miil) en fa agricuftura urbana de Ciudad de La
Hakbana v de diferentes cuitivos agricolas en La Habana, se realiza-
ron evaluaciongs de la incidencia de esta especie vy su relacicn con
ia presencia de la mosca bianica. En el huerto urbano estudiads. las
siembres de fomate correspondisnies a los petiodos menos caluro-
scs {febraro-abrl y octubre-diciembre) mostraron fas maycres den-
sidades pobiacionales de la chinchila predadora. En fodas las
sfemiras las pohlaciones mas aftas se presentaron en fa etapa final
dal cultivo, en coincidencia con mayor follaje v flores en la planta, asi
como mayores poblaciones de Jarvas de fa mosca blanca, En dreas
de la provincia de La Habana, la chinchita es frecuents, principal-
mante enlas localidades de Glines, Melena def Sur, Alquizar y San
Antonia de los Bados, donde predamind en campos de fomate, pepi-
no (Cucumis sativus § y papa (Solanum fuberosum}.

Falabras claves: Heteropiera, Miridae, Cyrtopeltis tenuis, Homopte-
ra, Aleyrodidae, Bemisia tabaci tomate. predador

The microheteroptars from the Miridae family have zoophyfophagous
habils as they feed on plants and also predate some insects. This parii-
culiarity has been studied by different authors who do not give fhem
much impontance as phyltophages but think they are efficiently active as
predstors. in fact, they are used in the integrate management of whife-
fiies, thrips and other pests. Since the agpearance of problems with
whiteflies in agricultural crops at the end of 1989, the minute bug Cyrto-
pelis tenuis Reuler was quite frequently observed associated with po-
ouigtions of Bemisia tabacl. This is why, in tomalo{Lycopersicon
ssculeritum) aress in the urban agricuiture of Havana Cify and different
crops in the Hevana province, evaluations were made of the incidence
of this species and s refation with the whitefly preserice. in the urban
vegetable garden we studied, the tomato beds commesponding to the
foss wearm period (fobruan~aprl and oclober-december ascwed the
highest densities of the minute predalory bug. In all fields, the highest
populations appeared in the final stage of crop development, coinciding
with the most abundance of foliage and flowers in the pfants, as welf as
with the highest populations of whitefly larvae. In Hobana province
areas the minute bug is frequently, mainly in Guines, Melena def Sur,
Alguizar and San Antonio lccalities, where was more predominant in fo-
matz, cucumber (Cucumis sativus) and potato {Solanum tuberosurm)
fields.

Keywords: Heteroptera, Miridae, Cyrfopeltis tenuis, Homoptera, Aley-
rodidae, Bemisia tabadi, formato, predator

INTRODUCCION

La mosca blanca {Bemisia tabaci) se considers en la ac-
tualidad una de las plagas mas importantes del cultive
del tomate, principalmente por su efectividad en la
transmisién de geminivirus. La lucha contra esta plaga
en Cuba se ha sustentado en un programa de manejo
integrado, en el que se establecen diferentes ticticas
agrotécnicas, legales v de control, bsicamente la utili-
zacidn de tabaquina {suspensidn acucsa del polvo de la
hoja del tabaco) v de Versicillium lecanit (biopreparado
de produccién nacional) [Murguido ¢t al., [997].

Aunque se han referido varias especies de biorregulado-

res de esta plaga [La Rosa e al, 1992], se ha senalado
que los parasitoides no tienen un efecto significative so-

bre as poblaciones; sin embargo, no se ha evaluado la
efectividad de los predadores.

En otros paises se ha documentado el efecto de los mi-
ridos (Heteloptera‘ predadores, principalmente de
los géncros Macrolophus, Cyrtopeltis v Dicyphus [Goula
v Alomar, 1994). Estos mlcroheteropteros presentan
la particularidad de su régimen alimenticio mixto. zoG-
fago v htofago [D«ollmg 1991], aungue segun refiere
Puchkoy (1951, citado por Goula v Alomuar (1994], la
fitofagta no necesariamente implica un dafa econémi-
co para ¢l cultivo. Y agregan que, adn asi, la relacién
entre la abundancia de este tipo de predadores con los
niveles de dafios no es simple, habiéndoese observado
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que la nuwricién en la planta estad relacionada con la
falta de presa alternativa.

En Cuba existe una interesante referencia sobre este
particular, pucs Bruner v Scaramwuza {1938) observa-
ron la presem, ia de Cyrtopeltis varians Dist. en el taba-
co al final de la temporada, especialmente en los fotes
florecidos para semilla, Estos autores citaron que los
cosechaderes ne les atribuian importancia como fité-
fagos; no obstante, conoclan que chupaban también
los jugos internos de insectos pequeiios v considera-
ban que esta chinchita resultaba més @til que dafiina,
pues Ia habian observado con frecuencia chupando
huevos v larvitas pequefias del cogoliero del tabaco
{ Feliotisis virescens F.). Apuntaban ademas que la colec-
taron en el tomate, pero que en esta planta encontra-
ron mas comunmente a C. fenuis.

Precisamente, ante la presencia reiterada de una chin-
chira de esta familia en las dreas de tomuate de La Ha-
bana v en los huertos urbanos de Ciudad de La
Habana, consideramos oportuno profundizar cn el
comportamiento de las poblaciones en tomate infes-
tado con moscas blancas.

MATERIALES Y METODOS

En 1994 se evaluaron cuatre unidades de 20 canteros
cada una en el huerto urbano {organopénico; de la
DAAFAR, Ciudad de La Habana, que fueron plantadas
con tomate, a saber: unidad 41 { varedad INCA 70, de
febrero a abril), unidad 37 { variedad Lignon, de abril a
junic}; unidad 6 {variedad Placero, de mayo a junio} v
unidad 37 { variedad Rossell, de octubre a diciembre),

En cada unidad se efectuaron muestreos cada 7-10 dfas
en Cinco canteros vy cinco plantas por cantero al azar.
Cada plania fue observada durante aproximadamente
un minute, anotdndose el nimere de adubios de moscas
blancas y de la chinchita; ademds, se tomaban tres hojas
al azar por planta, las que se trasladaban al aboratorio
para cuantificar el nimero de huevos v ninfas de
ambos insectos, labor que se realizé con el auxilio de
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un microscopio-estereoscopio. De igual forma se re-
gistraron todas las aplicaciones de insecticidas v bio-
laguicidas realizadas en dichas unidades.
gu

Durante este afo y los siguientes se visitaron produc-
tores de tomate y otras hortalizas en los municipios de
la provincia de La Habana, donde se realizaron obset-
vaciones v evaluaciones de la presencia de inmaduros
de la mosca blanca v de poblaciones de la chinchira.

Los especimenes de miridos recolectados fueron iden-
tificados por ¢! Luis M. Herndndez del Instituto de
Ecclogia y Sistemdrica, v por comparacién con la co-
leccidn entomoldgica de dicho instituto.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las recolectas de la chinchita mirida se correspondie-
ron con la especie Cyrtopeltis tenuis Reuter (Heterop-
tera: Miridae: Dicyphinae).

Las ninfas de C teuis son de coloracion verde-carmelitosas,
destacindose el carmelita daro en los extrernos de los mu-
fiones de alas, asf como el de las patas v las antenas, sien-
do por tanto mas verdosos €] pronoto v ¢l abdomen,

Los adultos miden unos cuatro milimetros de longitud.
La cabeza con el tilo, los ojos v una banda en el borde
posterior son de coloracién negra. Las antenas presen-
tan también bordes negros en cada segmento. El pro-
note se muestra algo oscurectde en los angulos
externos posteriores, El escutelo €s oscuro en el dpice v
el corion es algo oscuro en su borde externo. Los he-
miélitros son grisdceos, translicidos, con algunas man-
chas oscuras. Las patas son grisaceas. con la base v la
punta de las tibias, asi como los tarsos oscurecidos.

En ef huerto evaluade se presentd un comportamien-
to diferente para las fechas de siembra del tomate
pues en general los periodos menos Lalurosos mostra-
ron las mayores densidades poblacionales de la chin-
chita, como se aprecié en las unidades cultivadas en
febrero-abril (Fig. I4) v cctubre-diciembre (Fig. 14), en
contraste con Jas de mavo-julio (Fig. Ic) en que se
mantuvieron bajas.
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Figuras la y 15 Cemportemiente de las poblaciones de Bemisia tabact v Cyrespeltis tenuis en tomate cultivado

en buertos arzanos {Cludad de Ls Habana, 19945,
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Comportamiento de las poblaciones. ..

Desde luego. en todas estas siembras se observaron
bajas poblaciones en la etapa inicial del cultivo,
debido a la protecidn realizada contra Bemisia ta-
baci en el periodo critico, que sin duda tuvo un
efecto sobre las poblaciones de la chinchita: no
obstante, como se demuestra en las Figs. Ia, 1b v
14, este insecto se recupera y manifiesta un incre-
mento de sus poblaciones hacia el perfodo de
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floracion-fructificacién, en coincidencia con la dismi-
nucidn en el uso de insecticidas.,

Aqui es necesario apuntar que las siembras continuas
pudieran favorecer ¢l movimiento de las poblaciones
de C. fenuis , 1o cual se observa enlas Figs. lav I¢, don-
de hubo una correspondencia entre las poblaciones de
final e inicio de dichas unidades respectivamente.
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Figuras Icp Jd Comportamienzo de las poblacienes de Beapdsia tabaci v Cyrtopeltis tenuls en tomate caltivade

en muertos urbanos (Cihudad de Lz Habana, 1994)

Respecto ala reiacidn entre la chinchita v la mos-
ca blanca (Fabla 1), en el cultive de febrerg-abril
{Fig. Ia) Bemisia tabaci presenté indices bajos en
sus colonias {0.14 ind/hoja}, al igual que las po-
blaciones de ninfas de Cyrtopeltis tenuis, mientras
que los adultos de esta chinchita se incrementa-
ron hacia el final del cultivo. En la siembra de
abril-junio {Fig. 75} hubo mayor indice de mosca

blanca (2,69 ninfas/hojaj, ¥ sin embarge las nin-
fas de C. tenuis se presentaron en bajas poblacio-
nes, [o que pudiera estar influido por las dos
aplicaciones de insecticidas realizadas al inicio
del cultivo, pues los adultos incrementaron tam-
bién sus poblaciones al final. Desde luego, aquf se
puede apreciar claramente una aplicacién poco
efectiva del insecticida Tamarén,

Tabla 1. Valores medios de las poblaciones de inmaduros de Bemisia tabaci v de ninfas
y adultos de Cyrtopeltis tenmis en las diferentes unidades (siembras) evaluadas

) o Bemisin tabaci Cyricpeltis tesnis
Periodo de cultivo : - :
Huevos + ninfasshoia Ninfashoja Adultos/planta
Fehrero-abril 0,14 0,1 1,71
Abril-junio 2,69 0,02 2,49
Mavo-ulio 0,21 0,02 0,01
Octubre-diciembre 0,33 0,03 0,95

Particularmente, Ja unidad cultivada en ma-
vo-julio {Table 1. Fig. Ic), presentd los menores {n-
dices para ambas especies, quizas por el hecho de
que las condiciones climatolégicas no resultaron
favorables o debido a ias {recuentes aplicaciones de
bioplaguicidas a base de Verticillium lecanii, que pu-
dieran tener un efecto también sobre la chinchita,
lo que requiere ser comprobado.

Finalmente, ia siembra de octubre (Fig. [4) presentd
bajos indices de ninfas de ambas especies, mientras
que los adultos de la chinchita también manifestaron
un incremento en el perfodo floracién-fructificacién.

Este comportamiento, sin duda influide por el uso de
insecticidas v quizas la variedad de tomate cultivada, ar-
gumenta una cierta correspondencia entre los indices
poblacionales en colonias de Bemisia tabaci de ninfas de
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C. teyuis, ast como entre la etapa de floracién-fructificacion
del tomate v altas poblaciones de adultos de C. famss, lo que
indica que efectivamente la chinchita parece actuar como re-

guladora de las poblaciones de Ja mosca blanca, tal v

como cita Torres del Castillo (1993} al sefiaiar que su
accidn contra la mosca blanca depende de la densidad
de esta, por lo que su inclusidn en programas de lucha
todavia es discutida, dado su efecto sobre la planta
cuando las poblaciones de moscas blancas disminuyen.

Al respecto, Goula v Arno (1994) refirieron que estos
miridos son utilizados desde hace tempo en progra-
mas de lucha integrada en ¢l drea mediterrdnea por
ser predadores polifagos, que se utilizan primordial-
mente por su capacxdad nredadora de s mosca blanca
de los invernaderos {Trialeurodes vaporarioron West-
wood), aunque tamblen se alimentan del thrips Fran-
kliniclla eccidentalis Pergande.

Nuestras observaciones nos han permitido compro-
bar que efectivamente, C. fenufs es un zoofitofago,
pues hemos apreciado ninfas de este insecto chupan-
do larvas de Bemisia tabaci que se encontraban en ¢l
envés de las hojas de tomate en el campo, las que fue-
go colectamos v confinamos en placas de Petri en el
laberatorio, aprecidndose que en pocos minutos deja-
ban «vacias» las ninfas de la mosca blanca.

Por otra parte, en dreas de tomate de Gilines, La Ha-
bana, pudimos observar adultos de la chinchita intro-
duciendo su aparato bucal en las flores de la planta.
Lo anterior nos indica que posiblemente las ninfas ac-
tian como predadores, v los adultos como fitétagos,
todo o cual pudiera estar correlacionado con la abun-
dancia de la mosca blanca v la fenofase del cultivo.

En gencral C. tenuis se manifiesta 1cgularmeme en
todas las zonas donde ocurre Bemisia tabaci en la pro-
vincia de La Habana. aunque resulté frecuente cn los
campos mas pequenos y en dreas de mayor diversidad

8&fitasanidnd

de cultivos, principalmente en Gilines, Melena del
Sur, Ajquizar v San Antonio de los Bafcs. Los cam-
pos doude se observaron las mayores poblaciones de
ninfas y adultos fueron enlos de romate, PCPING ¥ papa,
aungLe en MENOY cuantia en tabaco, frijol v calabaza,

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

+ Efectivamente, la chinchita Cyrwpefms fer’s ha ma-
nifestade un incremento de sus poblaciones en los -
Uimos aflos en el cultivo del tomate, v muestra cierta
correspondencia con {as poblaciones de inmaduros de
Bemisia tabact v la etapa de floracién-fructificacion del
cultivo, o que conuribuye a fundamentar su doble hd-
bito zoofitdfago, aspecto que desde luego requiere ser
estudiado mas detalladamente para poder precisar su
posible utilizacién en programa de MIP contra las
moscas blancas.
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RESUMEN

Seevalud en el suelo y en ferneros da la raza Holstein, de nueve me-
ses de edad, la reduccion que provoco ef entormdfago Pheidole me-
gacephala (F.} & fas poblacionss de huevos y larvas de la garrapata
Boophilus micropius (Canestrini] que estan presentes en &f biofope
pasto. Ef entomndfago regufé ef 86% de fos huevos de garrapatas.
Los bovines Gue se enconfraban en dreas en qgue pululaba el ento-
mofago fueron 2,6 veces menos parasitados par el ectopardsito que
aquelios que pastaban en areas en que no se enconiraba el biorre-
guiadcr.

Palabras claves: entomdfage, depredador, gamapata. conire! biold-
gica, Pheidole, Boophilus

ABSTRACT

An evaluation was made in the soil and on nine-month-old calves of
the Holstein breed of the reduction caused by the enthomophagous
P. megacephala F. fo the eggs and farvae populalions of the tick
Eoophifus micropius (Canestrini) thet are present in the bistop pastu-
re. Enthomophagous controlfed 36% of tick's eggs. Bovines that are
it areas where the enthomopfragous pullufated were 2,8 times less
parasited by the ecloparasite than those that pastured on areas whe-
e thera’s not bicrreguiator.

Kay words: enthomophagous, predator, ticks, bivlogical control
Pheidole, Boophilus

INTRODUCCION

L/a garrapata Boophilus microplys { Canestrini} estd presente
en todas las regiones ganaderas de Cuba, perc la mayor in-
cidencia es en la zona central y principalmente en la parte
occidental del pafs. En el perfodo de mayo a septiembre
hav un aumento de morbilidad y la mortalidad de los va-
cunos debido al aumento de los brotes de hemoparasitos,
causado por las condicicnes favorables para el desarrollo
de las garrapatas [Cordovésef al. 1986 v 1991,

En Cuba, desde 1986, estd vigente la Norma Ramal
241 del Ministeric de Agricultura , en la que se contem-
pla la lucha contra esta plaga, basada, fundamenzal-
mente, en los bafos de las reses con acaricidas quimicos
cada 14 dfas, lo que implica una frecuencia de bafios al

menos cinco veces mayor que Jo recomendado por Suts

herstet al. {1979}, Esto ha provecado la quimiorresis-
tencia a algunos acaricidas [Serrano et af., 1995].

En Ia literarura especializada muchos son los entomo-
fagos que se han registrado como reguladores de las

pablaciones de garvapatas. Hay referencias en Aus-
wralia de los géneros [ridomyrmex, Asphacnogaster v
Pheidole como depredadores de adultos ingurgitados
[CSIRO, 19591, v posteriormente en Cuba se regis-
tra a las especies Selenopsis germinata y Pheidole megacep-
hala como depredadoras de imagos de Amblioma

- eafenense v B, microplus [Cerny, 1969]. Anos mds tarde

De la Vega y Diaz (1982) observaron la actividad re-
guladora de P. megacephala sobre las poblaciones de B.
microplus. '

Castifieiras et al, {1987} evaiuaron la accién depredadora
de P. megacephala sobre B. microplus en condiciones de la-
boratorio v determinaron que las hormigas afectaban el
402,5% de los huevos de la mencionada garrapata.

Por 1o dnteriormente expuesto, nos propusimos eva-
luaren condiciones de campo la accién reguladora que
ejerce P. megacephala alos estados de B. niirroplus en un
ecosistema de Panicum maximum Jacq.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento consistié en dos etapas. La primera fue
evaluar la reduccién que ejerce P. megacephala sobre 1os
huevos de B. microplus en condiciones de campo, ¥
para ello se seleccionaron dos dreas de 15 m? de pas-
tos P. maximum, los que fueron muestreados previo ala
introduccién de Ia plaga y el entoméfago, para conoe-
cer de Ja existencia del depredador. Se comprobd
que en una de las parcelas habia presencia de la hor-
miga P. megacephala, por o que fue escogida para incre-
mentar el depredador a razén de 15 coloniasha
[Castifieivas ¥ Obregén, 1986}, v la oura drea se con-
siderd como testigo, ademds de que fue tratada con
carbarvl (4kg'ha), producto muy téxico a la especie
P. megacephala [Castifieiras v Obregén, 1985

En cada area se tuvieron en cuenta cinco parcelas de in-
festacion en las que se colocaran grupos de 3¢ huevos
de B. microplus de siete dias de desarrallo. La colocacion
de los huevos se realizd al atardecer (17-18 horasj, de-
bida a que el entomdfago P. megacephala muestra ma-
vor actividad forrajera durante las noches [Castifieiras
v Obregon, 1986].

Pasadas ias primeras 24 horas, se hizo la evaluacion de
las muestras de suelo recogidas en los puntos en que
fueron situados los huevos de garrapatas, con el auxilio
de un microscopio estereoscopico.

La sepunda etapa de la experiencia consistio en la selec-
cion de dos &reas de 0,25 ha de pastos . maximuin so-
metidas a riego, en las que se realizd un muestreo
previo para conocer la mirmecofauna, Esto permitio

detectar la presencia del regulador biolégico P. megacep-
hala, v por esta razén fue necesario hacer una aplica-
cién de carbaryl {4kgtha) en el drea considerada como
testigo. Pasados veinte dfas, se inocularon dos gramos
de larvas recién eclosionadas de B. microplus en cada
una de las cinco parcelas en que fueron divididas las
dreas.

En cada parcela se introdujo a pastar un temero de 6 a
10 meses de edad de la raza Holstein, que permane-
cicron durante siete dias expucstos a la accién de la
plaga. Posteriormente los bovinos fueron confinados
en cuneros debidamente sefalizados, durante un pe-
riodo de 15 dias, v se procedid al conteo de las ninfas
en ¢l cuerpo de tos vacunos, segin metodologia de De
la Vega et al. (1984).

En ambos ensayos los daws fueron sometidos a la
transformacion de (x + 111/2 [Lerxch, 19771, Los datos
de los conteos de ambos experimentos fueron someti-
dos a la prueba de T Student, v para la comparacién de
medias se utilizé la prucba de Newman Keuls para un
5% de probabilidad de erxor [Dagnelie, 1984].

RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Tabla 1 se muestra que el nimero total de huevos
encontrados en la parcela tratada con P. megacephala es
significativamente inferior a los registrados en la parce-
la en que no se introdujo ¢l entoméfago, al ser de 10y
128 .8 hucvos como promedio, respectivamente, lo que
representd una depredacién del 96% de los huevos de
B. mucroplus por el entomoéfago.

Tabla 1. Actividad depredadora de P. megacephala a huevos de B, microplus

Variantes

Huevos no depredados

Clasificacion 3%

Con P. megacephala ' 10

Sin P, megncephala

128,58

CV 37.7%

Medias con letras iguales no difieren significativamente, segdn prueba de Newman Keuis para un 3%

de probabilidad de emrer.

El analisis matemdtico muestra diferencia aitamente
significativa entre ambas parcelas, e indica la activi-
dad depredadora de P. megacephala sobre Jos huevos de
B. microplus en el ecosistema pasto.

Este resultado difiere de lo planteado por De la Vega et al,
(1984) referente a la no accién depredadora de este en-
tomofago a huevos v larvas de garrapatas de la especie
antes mencionada, v ratifica las observaciones hechas

or Pérez (1956) en la naturaleza v las evaluaciones
Eaio condiciones de laboratorio realizadas por Castifei-
rag et al. {1987).

En este ensayo se obtuvo una reduccion del ectopardsi-
1o del 92%, lo que duplica Jo obtenido por Castifieiras
et al. {1987} en condiciones de laboratorio. Este au-
mento pudo ser debido al hecho de que el entoméfago
estaba en su medio natural v a que las 4reas donde se
ejecutd el trabajo estaban sometidas a xiego, lo que be-
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neficia grandemente al depredador F. megacepnala en su
actividad forrajera.

Estos resultados se corroboran con Jas evaluaciones he-
chas a los terneros que pastaban en 4reas altamente infes-
tadas con B. microplus.

Los bovinos que se'encontraban en parcelas sin la pre-
sencia del entoméfago P. megacephala terian un prome-
dio de 3073 larvas de garrapatas, mientras los que
estaban en 4reas de pastos en que pululaban las
hormigas depredadoras de la especic objeto de estu-
dio, solamente llegaron a subir al ternero 116 larvas
de B. microplus como promedio (Tabla 2), por lo que la
acci6n reguladora del éntoméfago provocd una reduc-
cién de 2,64 veces el namero de ectopardsitos en el cuer-
po de los bovinos en relacién con los animales que
estaban en 4reas exentas del regulador bicldgico.



Pheidole megacephala (F), fiermiga...

(]

Tabla 2. Pepredacion de P. megacephala a larvas de B. microphes en el agroecosistema pasto

Variantes X de larvas de garrapata’ ternero Clasificacidn 5%
Con P, megacephala 116,90
Sin P. megacephala 307.3 b

CV 326

Medias con letras igua’es no differen significativaimente, segdn prueba de Newinan Keuls para un 5%

ce probabiiidad de error.

Los resultados obtenidos de 1a actividad depredadora de
la hormuga P. megacephala sobre los estados preimagina-
les de B. microplus en condiciones del biotopo pasto (P,
maxamum) en Cuba concuerdan con las observaciones
realizadas por CSIRO (1959) sobre la actividad depre-
dadora de especies del género Iridomprmex, Asphaenogas-
ter v Pheidole a B. microplus en Australia, asf como con las
declaraciones de Falces v Hamann (1991} sobre las hor-
migas como agentes para la fucha biolégica contra B. mi-
croplus, v el informe de Verrisimo (1995) de la existencia
en Brasil de cuatro especies de hormigas depredadoras
de los estados de B. microplus presentes en ¢l pasto.

CONCLUSIONES

* Se demostrd la accién depredadora de ia hormiga
P. megacephala a la garvapata B, microplus en condicio-
nes narurales, al provocar disminucion del $2% de los
huevos colocados en fa parcela tratada con el entomo-
fago y reducir la poblacién en el estado parasitico en
un 62%,
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RESUMEN

GENERALIZACION EN CUBA DEL PROGRAMA
DE MANEJO INTEGRADG DEL ACARO ROJO
TETRANYCHUS TUMIDUS EN PLATANO
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J. Ovies," Barbara Rosells,® Misleibis Marguez,' Isabel Suarez.” Elina Masss,'
R. Chico ? Ermita Feité'y J. Cortifias’
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ABSTRACT

Este frabajo es el resuitado de quince afics (1877-92; de investiga-
cidn sobre Ja binlogia, ecologia v cantrol de fe arafiuela roja def pl4-
fano Tetranychus tumidus Banks (Acari. Tefranychidae) en Cuba.
En 1583 se elaborg y disiribuyd la metodologia de manefo integrado
v se realizaron seminarios a fos fitoeanitarios vincuwlados al culttivo
de! platano (Musa sp.} en las emprasas de cultivos varios (ECV) de
L& Habana (Batabano, Glines, Melena de! Sur, Nueva Paz, Alquizar
y Arfemisa), Cienfuegos (Juragud) v Villa Clara (Valle def Yabu). En
general &l programa fue eficiente, y se observd una reduccién dras-
tica de las aplicaciones d'e acaricidas a parir de abrif, d=bido al con-
tof de la plaga por los enemigos naturales, que evifaron fos
tratamientas, tanto en fas areas de Bacitlus thuringiensis {cepa
LEt-13) como en las de fiberacidn del predador. Se registrd una dis-
minucicn de 50 & 70% de los recursoes empleados en muestreos y
conteas de fa poblacion del dcaro per fa ulflizacicn del prondstico de
las condiciones favorables para su incremento. La libgracidn de
Phytoseiulus macropilis en plantaciones de fomento de Villa Clara
fue efectiva, con un efecto econémico de 48.10 pesosicampo de cul-
tivesafio. Ef efecto econdmico promedio total fue de 187.87 pe-
sosfcampo/aiic. con 82,75 %% de disminucion de los gastos.

Falzbras claves: dcarg, pldtanc, mangjo integrado

This paper summarnze the results of 15 year of investigation works
{1877-1802) on biclogy. ecology and control of the red spider mite in
bananas Tetranychus tumidus Banks (Acar’ Tetranychidae), in Cuba.
n 1983, a methodology of integrated management was elaborated
and distributed. Seminars to the technicians involved in cullivation of
banana {Musa sp.} were camied out in several Agricuftural Enterprises
focated in Havana province (Bataband, Gilines, Melena def Sur, Nue-
va FPaz, Alquizar and Arfemisa), Clenfuegos (Juragua) and Villa Clara
{Vafle dei Yabd). In general. the program was efficient and a drastic re-
duiction of the acaricides applications was observed at the beginning
of April, due to the corrol of the pest for the natural enemies that avoi-
ded the treafments of Bacillus thuringiensis {sfump LB-13} as well as
the fiberalion of predator in those areas. A reduction from 50 to 70% of
the rescurces used in sampiings and count of populalion’s of the aca-
rus by the Prognasis of favorabie conditions for their increment was
obiained. The iberation of Phytoseiulus macropilis in younger planta-
tions in Villa Clara was sffective, with an econamic effect of 48.10 pe-
sos / frefd/vear. The tolaf average economic impact was of 187.87
pesos feld! year, with 62,75% of decreasing of the expendifures.

Key words: acarus. barana, infegrated management

INTRODUCCION

Bruner et al {1945] indicaron la presencia de una
arafia roja en ios platanales, donde chservaron dafios
considerables al cultivo. Es muy probable que este
hava sido el primer informe, si se tiene en cuenta que
hasta el presente no se conoce otra especie de la familia
Tetranychidae asociada al cultivo del platano, En 1957
Valdés informa la presencia de una arafia roja sobre
pldtano, la cual clasifica como Tetranychus tumidus
Banks, v describe los dafios que ocasiona.

Simén {1990) listé los dcaros tetranicos més difundi-
dos en el mundo sobre el follaje del banano, y sefialé a
las especies Tetranychus urticae Koch, Tetranychus deser-
torum Banks, Tetranychus gloveri Banks = Tetranychus
tumidus Banks v Tetranychus lombi Pritchard y Beaker.

Tetranychus gloveri Banks puede causar serios dafios a
los sistemas foliares del banano en Antillas Francesas
[Simdn, 1991]. Esta especie constituye la tercera plaga
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de interés en el cultive del banane en las Indias Oeci-
dentales Francesas [Simdn, 1993].

Ochoa et al. (1991} indicaron que Ofigonychus zeae
McGregor afecta las hojas de Musa acuminata Calla, al
igual que la especie Tetranpchus abacae {McGregory,
conocida como &l dcaro de las musdceas.

Desde 1975 se iniciaron trabajos de investigacion
sobre Tetranychus tumidus en platano. En esta etapa
se determind el ciclo de vida, fecundidad, longevi-
dad, influencia varietal, distribucion, plantas hospe-
dantes v dindmica de poblacion de esta especie; con
estos resultados se actualizd la metodologta de sena-
lizacidn elaborada en 1978 v se generalizd su uso en
el pafs. Desde 1980-85 se determinaron las pérdidas
producidas por T. tumidus, asi como se continuaron
los estudios de dindmica v Ia definicion de los ene-
migos naturales asociados a este Acaro. Posterior-
mente se elabord el prondstco de las condiciones
favorables para el desarrolio del dcaro v se aplicd
en las Empresas de Cuttivos Varios de La Habana,
Villa Clara, Cienfuegos y Las Tunas. Se determiné el
papel de los enemigos naturales en la regulacién de
las poblaciones de este fitofago [Masso, 1978; Slerra
etal., 1981; Caceres ¢t al., 1982; Pérez et al., 1983; Dé-
vez et al., 1983; Almaguel et al., 1990: Pérez 2t al,, 1990,
Pérez et al, 1992 Caceresetal., 1993; Pérezeral, 1997 .

En la etapa 1983-90 se introdyjo en el pafs el sistema
de riego microjet para el culdvo del platano, v consigo
la aparicidn de las vitroplantas. viveros y otros cam-
bios en la tecnologla del cultive: v es asl que en
1687-88 se presentaran problemas nuevos causados

or T. tumidus en el cultivo. En plantaciones de 2-3
meses de la ECV de Giines v en otras dreas de La Ha-
bana, se observaron niveles muy altos de poblacién del
Acaro, v se comprobd la presencia de los dafios produci-
dos alas plantas desde el inicio de su desarrollo, y maxi-
mos en las de mas de 45 dias. Almaguel et al. {1989)
reajustaron el método pava la sefializacién y control de
esta plaga, desde la fase de vivero v hasta seis meses de
edad del cultivo.

Durante 1990-93 se realizaron estudios sobre la cria
masiva de dcaros depredadores. norma v método de
Liberacidn en condiciones de laboratoric, casa de ma-
la v en plantaciones de viveros, en las ECV de Bataba-
né, Giines v Villa Clara [Ramos ¢t al,,1994; Martinez
et al., comunicacién personal, 1994]. Almaguel et af,
(1993 determinaron la efectividad de la cepa LBt-13
de Bacillus thuringiensis para el control de T, fumidus y
su compatibilidad con los enemigos naturales y los
productos quimicos utilizados en el cultivo,

El esquema de manejo integrade establece generali-
zar ta introduccion de Phyteseiulus macropilis (Phyto-
seiidac) en la fase de vivero para el control de T
tumidus y eliminar las aplicaciones quimicas, segn el
indice de poblacitn establecido: en la fase de fo-
mento (hasta ocho meses?, utilizar la sefializacion,
pronéstico, proteccidn de los enemigos naturales y
aplicaciones de B. thuringiensis, con la opcidn de quimi-
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cos en funcidn de estos factores y edad de la plantacion.
En ios proximos ciclos del cultiva se indica determinar
los perfodos favorables por el método de prondstico de
T, tumidus, observacién de los enemigos naturaies v su
proteccién. {Almaguel et al., 1993, Pérez er al., 19967,

El objetivo de este wabajo fue demostrar la factibili-
dad practica y econdmica de la introduccion det ma-
nejo integrado de T. tumidus en el pails v en dreas
demostrativas del cultivo en las empresas de La Haba-

na, Villa Clara v Cleniuegos.

MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se exponen los resultados de la intro-
duccién del programa de manejo integrado de T, tunti-
dus, el cual se elaboré en 1995-94 con los resultados
de biologfa, dindmica de la poblacién, pronéstico de
las condiciones favorables para su crecimiento, ene-
migos naturales y métodos de control quimico y bio-
logico de este fitdéfago en el cultivo del platano v
banano, obtenidos poy un numerose %rupo de investi-
adores desde 1975-93 en Cuba, en las provincias de
/illa Clara y Cienfuegos.

La validacién del programa de manejo de T. tumidus
(Tabla I v1acomparacion con el sistema de sefializa-
cién v los mérodos tradicionales de lucha. se realizd
en La Habana {Alquizar v Giines) en los ciclos de fo-
mento, primer ano de produccidn, y para Bataband
en el Glomo ciclo. Fn Villa Clara, en ¢l Valice del Yabi,
para fomento-primer ciclo, en dos variantes con apli-
cacién biolégica: cepa LBt-13 v liberaciones del dcaro
predador P. macropilis. En Cienfuegos, en la empresa
Juragua, se evalué en areas de fomento y produecion,
v se utilizé dicofol para el control del dcaro.

Para cada localidad v variante se determind el nimero de
muestreos realizados en las dreas de manejo integrado en
relacién con las del mérodo tradicional, con prondsuco
favorable. no favorable v con indice de aplicacién, ade-
més de la relacién presa-predador, existentes en condi-
clones naturales.

Se calcul6 el efecto econémico v el porcentaje de re-
duccidn de los gastos por concepto de un menor na-
mero de muestreos realizados en el mérodo nuevo con
respecto al tradicional, segiin las siguientes férmulas:

EE = Gb - Gn

G=Gb-Gn x 100
Gb

donde: EE: Efecto econdmico
Gb: Gasto del método de sefalizacién tradicional.
Gu: Gasto en la aplicacién del manejo integrado.
G: Porcentaje de reduccién de los gastos,

Para Villa Clara se calculd como dato adicional los
gastos por hectdrea para la proteccion con la cepa
LBt-13), P. macropilis y Bi-38.
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Tabla I. Validacidn del programa de manejo integrado de plagas

Fase del cultivo Actividad récnica Indicadores Medidas de proveccion
Fomento Monitoreo de T. fumidus v EN C. favorable Proteccién de EN
5-20 Aplicar Bt-13
Tri EN Aplicar dicofol
20-30 T/ EN
s de 30 T EN
Pronéstico de T. fumidus C. no favorable Proteccién de EN
3-30 Ty / EN Apticar Br-13
més de 30 Tt/ EN
Primer afio de | Monitoreo de  T.fwmidus v EN C. favorables Proteccion de EN
produccion Mas de 30 Tt/ EN Aplicar B-13
Prondstico de T, tumidus C. no favorabie Proteccidn de EN
gzlgj%t1er oo Ninguna Ninguno Proteccidn de EN
produccién

EN: Enem:gos naturales
Bt Bacilius thuyingiensis
Tt Teranychus tumidus
C: Condicienes

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la introduccién del programa de manegjo inte-
grado se obtuvo una disminucién significativa en el
nimero de muestreos realizados, en particular para
lag dreas en fase de preduccidn, donde ef programa
de manejo de T. fumidus indica la no-realizacion de
muestreos, pues la plaga es controlada por los enemi-
£0s naturales presentes, asi como por la emisién del
prondstico de las condiciones favorables, para las de
formento v primer ciclo de cultivo, que indica cuando
se debe proceder a su realizacién. En las dreas patrones
de las empresas Bataband v Alquizar, se realizé un
mayor nimero de muestreos, por Jo que se incurrié en

més gasios por este concepto. En general, no se pre-
sentd indice de aplicacién en estas empresas,

En la ECV de Giiines, en 4reas patrones de produc-
cion (sistema tradicional), se presentaron dos mues-
treas con indice de aplicacién. Donde se implantd el
sistema de manejo se manifestd una relacion favora-
ble presa-depredador, la cual se hizo evidente en los
ciclos de fomento y primer afio de produccién, En ge-
neral, en las areas con sehalizacién tradicional se emi-
tieron siete sefiales de aplicacion y sélo tres para las
def manejo, que fueron restablecidas por la actividad
de fos biorreguladores naturales (Tabla Z2a).

Tabla 2a. Indicadores para la validacidn del maneio inteprado de T, fumidus (provincia de La Habana, 1994-95)
) Barabané Alguizar Citines
Indicadores - " . - , —
Produccidn Fomento Primer afio | Produccion Fomento Primer ano | Produccion

50 Red-M 100 31,3 30 100 38,9 47 100
M-P. NF - 9 15 - 11 1) -
M-indice - 0 § - 262} 1(5) 0 {2}
Pres./dep. 13.06 1.5 0,87 0,81 6,9 5,34 2,41

2 Red-M: Por cierto de reduccidn de los muestreos.
M-P.NF: Namere de muestreos con prongsiico no favorabie
M-fraice: imero de muestreos con indice Ce apiicacidn,

No. de aplic.: Nimero de aplicaciones.-

Pres. / dep.: Retacion presa-precador,

{ #: Datos entre paréntesis indice en el patrdn,
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En Villa Clara se realizaron dos aplicaciones de B. thu-
ringiensis v dos liberaciones de P. macropilis contra dos
aplicaciones de Bi-38 en las 20 dreas tradicionales, Se
observé un control efectivo de la plaga por sus enemi-
gos naturales, que evitaron intervenciones a partir de
abril, tanto en las dreas protegidas con el bioplaguici-
da como en las del predadaor (Tabiz 2b}.

Tabla 2b. (ECV Valle del Yabi) Villa Clara,
de septiecmbre a julio de 1995

[ndicadores Fomento-primer afo Produccion
B. thuringiensis | .P. macropilis

% Red-M 26,5 39,4 100

M-PONF 5.0 LLO —

M-indice 10,0 5.0 —

No de aplic. 2.0 2,00 -

Pres./dep. 14,0 12,0 -

Como se ha podido observar de los resultados obte-
nidos con la aplicacion del sistema de manejo inte-
grado, es significativa la disminucion del ndmero
de muestreos realizados en cada empresa en los di-
ferentes ciclos del cultivo, to cual condujo a una re-
duccién de los gastos por concepto de inspeccion a
las areas del 67.16 %0 para Alquizar, del 100% para
Bataban6 v de! 62,1% para Glines. Este mismo in-
dicador para la provincia de La Habana fue del

Para Cienfuegos hubo reducciones de los mues-
treos por la utilizacién del prondstico, asi como
en La Habana y Villa Clara, pero se detectd una

baja incidencia de los enemigos natarales. Puede

estar relacionade no §6]o con la aplicacién de dico-
fol, si no también con otros factores presentes en
esz localidad (Tabkla 2¢),

Tabla 2¢. (Resultados obtenides en ECV Juragud),
Cienfuegos, de febrero de 1994 2 julio de 19935

Indicadores Fomento-primer ciclo
% Red-M 39,1
N-PNE - 11,0
M-indice 3.0
Na de aplic. 1,0
Pres /dep. 1,0

559 El efecio econémico fue de 55 912.91 en las
tres erapresas, v de 58 910.00 para la provincia de
La Habana {Tabla 3a).

Para Villa Clara v Cienfuegos, en areas de fomen-
to-produccién (un afio de plantado), se obtuvo un 58,3
v 69,5 % de reduccion de gastos, respectivamente (Ta-
blas 3b, 3¢, 34) con un promedio por concepto de mues-
treos de 62,07 {Tabla 4),

Tabla 3a. Indicadores econémicos obtenidos en el manejo integrado del acaro rojo (La Habana, 1994-95)

ECV Efecto econdmico {5} Disminucién de gastos (%6)
Fomento Primer afic | Produccién Total Fornento  } Primer afio | Produccién Total
Alcuizar 463,55 657,50 1 650,00 2 801,05 31.3 30 160 67,16
Batabang - — 770,00 770,00 -~ - 100 100
Giiines 302,45 554,41 1 485.00 2 341,85 38,9 47,4 100 62,1
Total 766,00 1241,91 3 505,00 591291 45,2 48,7 100 64,63
Totl 8 910,00 33
provinciat '
ECV: Empresa de Cuitivos Varlos
Prop . Provincial
Primer aio: Primer 2fio de plantado (primer corte de racimo]
Preduce.: Produceion (después del primer corte}
Tabla 3b. En Villa Clara {disminucién de muestreos)
Indicadores Fomento-primer afio Produccién Total
Bt P. macropilis Bt P. macropilis
Efecto econdmico _

; . 7 9 i -
(pesos/CE/afio) 34,1 48.1 2_, 0 136,20 170,20
Por ciento de reduccion 96.5 39 4 100 59.08 5830
de gastos ’ i ' ’
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Tabla 3c. Costo de proteccién (pesos/ha) sanitaria

Tratamientos Niimero aplicaciones Costo (pesosiul Costo total {pesos/ha)
Bacillus 2 1,15 16,10
P, macropilis 2 1,03 2,09
Bi-38 2 3.3 9,80
Tabla 3d. En Juragua, Cienfuegos
Indicadores Fomento-primer ciclo Produceién Total
Efecto econémico (pesos/CE/afio) 33 55,1 118,1
Por ciento de disminucion de gastos 39,1 160 69,3
Tabla 4, Indicadores econémicos de la implantacién del manejo integrado de T. tumidus
Indicadores La Habana Villa Clara Cienfuegos Toral
B P. macropilis
Efecto econdmico - - - <
{pesos’CE/afio) 286,93 156,20 170,20 118,10 561,26
Por ciento de reduccidn . , - . o
de gastos 64,63 52,08 58,30 69,350 62,07

En las dreas demostrativas de las wes provincias se evi-
denciaron elementos caracteristicos: reduccién del nd-
mero de muestrcos por prondsticos no favorables;
namero similar de perfodos favorables; relacion
presa-depredador eficiente para la mayoria de los mues-
treos; en La Habana y Villa Clara, con mayor incremen-
to de los depredadores a partir de los seis meses del
cultivo, excepto para Cienfuegos; en La Habana no se
aplicaron quimicos. En Villa Clara, ademds de la aplica-
cién de dimetoato, se mantuvieron campos con trata-
mientos biolégicos; v en Cienfuegos sélo se empled
dicofol.

Vifluela ef al, (1993 en los estudios de la accidn de insec-
ticidas ¥ acaricidas sobre los enemigos naturales, infor-
maron a Amblyseius pontentillae {Garman), A. finlandicus
(Ouderans) vy Typhlodromus pyri Scheuten de la familia
Phyrosciidae e indicaron lo inofensivo que resulta para es-
tas especies las aplicaciones de B. thuringiensis Bexliner, v
lo tdxico del uso de dicofol y dimetoato en condiciones
de campo.

Los depredadores juegan un papel hmportante en el
combate de Jas arafiuelas en diversos cultivos, v han
sido utilizados con éxito desde hace mucho tiempo; en
la actualidad constituyen un fuerte eslabén en el mane-
jo integrado de las plagas en diversas regiones.

Ramos (1994} en Musa sp. estudié la relacion pre-
sa~depredador de FP. macropilis Banks sobre las pobla-

clones de 7. tumidus Banks, v llegd a la conclus;4n que
este biorregulador es eficiente en el combate del dcaro
rojo, aun con niveles bajos de la presa, lo que pone de
manifiesto su buena capacidad de basqueda v la posi-
biltdad de sobrevivencia, que lo hace un organismo con
excelentes cualidades para su uso en programas de ma-
nejo integrado en este cultivo.

Al igual que los depredadores, los entomopatdgenos
constituyen medios bioldgicos de gran utilidad en el
combate de plagas de 4caros, B. thuringiensis resultd ser
eficaz en la lucha contra el dcaro T. fumidus en platano;
se observd que, ademds de 1a mortalidad directa en los
acaros tratados, las hembras virgenes, que no morfan,
disminuian su oviposicién o no ovipositaron; los esta-
dos que sobrevivieron presentaban anomalfas tipicas,
tales como alargamiento de la duracién del estado lar-
val, afectacién en el mecanismo motriz, en ¢l proceso
de muda y en la alimentacién, lo que altera su tasa de
multiplicacién [Almaguel ef al , 1993].

Almaguel ef al. (1993) estudiaron la compatibilidad de
B. thuringiensis Berliner con un grupo de plaguicidas de
uso frecuente en el cultivo del platano, tales como azu-
fre, dicofol, dimetoato, malation, zineb, benomyl, ma-
neb v oxicloruro de cobre. Todos resultaron compatibles
frente a las aplicaciones del dcaropatdgeno, con la ex-
cepcidn del oxicloruro de cobre, el cual afectd la viabili-
dad de sus esporas.
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Estos resultados demostraron la factibilidad de la apli-
cacién del manejo integrado del dcaro rojo en todos los
ciclos del cultivo, independientemente de la tecnologia
v de la regién,

CONCLUSIONES

» El manejo integrado del dcaro rojo, Temanpchus tumidus
Banks, en los cultivos de plitano v banano. presenta fac-
tibilidad préctica para su ejecucion, v representa una al-
termativa ecolégica v econdmica, aplicada en todas las
E.C.V. de La Habana v llevada al resto de las provincias
del pafs, en particular en Villa Clara v Cienfuegos.
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Introduccién

Cuba posee actualmente un gran prestigio mundial
en la actividad del control bioldgice de plagas v enfer-
medades que afectan a los cultivos econdmicos. Este
prestigio ha sido ganado con el eg®ierzo sostenido du-
rante muchas décadas por parte de eminentes especia-
listas como Patricio Cardin, Stephen C. Bruner, Angel
R. Otero, Luis C. Scaramuzza y otros, y fue magnifica-
do después del triunfo de la revolucion por el apove es-
tatal que recibid la actividad. Desde 1959 se crearon
centros de cria v distribucidn de los enemigos naturales
mas atiles, especialmente para el cultivo de la cafa de
azacar, se desarrollaron nuevas tecnologias y se estu-
diaron nuevas insectos ¥ microorganismos que permi-
teron establecer una amplia gama de enemigos
naturales, multiplicados y distribuidos en una extensa
red de 220 Centros de Reproduccién de Entoméfagos
y Entomopatégenos (CREE) que cubre todas las regio-
nes agricolas v todos los cultivos econdmicos del pais,
al mismo tiempo que s¢ formaba una legién de especia-
listas con alto nivel

Como reconocimiento a este elevado prestigio v al es-
fuerzo que continia realizdndose por la Direccidn
Nacional de Sanidad Vegetal, el Instituto de Investi-
gaciones de Sanidad Vegetal v otras instituciones,
para ampliar v perfeccionar el sistema de control bio-
l6gico de plagas y enfermedades de las plantas en
Cuba, que constituve un pilar basico del desarrollo
de las pricticas agroecol6gicas en el pais, se ha reali-
zado el presente trabajo histérico sobre el control de
la mosca prieta de los citricos, no poergue constituyd
el primer establecimiento exitoso de pardsitos intfo-
ducidos de una plaga, sino por el gran impacto écons-
mico y el reconocimiento internacional que alcanzd,y
porque constituye la base de todos los €xitos posterio-
res que s¢ han alcanzado en Cuba en esta disciplina
cientifica,

BOSQUEJO HISTORICO DE LOS TRABAJOS
REALIZADOS PARA EL ESTABLECIMIENTO

DEL CONTROL BIOLOGICO DE LA MOSCA PRIETA
DE LOS CITRICOS EN CUBA

R. Martinez, Nilda Blanco y Candad de la Torre

Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical. Avenida 387 y
118, Santiago de las Vegas, Boyeros, Ciudad de La Habana.

Antecedentes de control biolagico
con insectos en Cuba

Entre 1885 v 1890 se introdujo en Cuba la mangosta o
hurén {Herpes birmanicus Thomas) para combatir las ra-
tas que asolaban las plantaciones de cafia, adaptindose
tan bien el hurdn a las condiciones cubanas que se con-
virtié en una terrible plaga. Posteriormente, en la déca-
da del veinte, hubo dos intentos fallidos de introducir
insectos entoméfagos: el doctor Mario Calvino trajo de
California, en 1921, una cotorrita (Cryptolaemus montrou-
zieri Muls.) para combatir las chinches harinosas de la
cana de azdcar, platano, pina, etc. (Psewdoroccus sp.}.
C. S. Stahl, entomélogo del Club Azucarero del Centyal
Baragud, tatd de introducir de California, en 1926,
ejemplares de un coccinélido chine {Leis sp.) para com-
batir los 4fidos o pulgones de los citricos. En ningunode
los casos se logr6 establecer los pardsitos.

En junio de 1926 se reportd por primera vez en Cuba,
por Bruner y Arango, la guagua acanalada de los citri-
cos {Icerpa purchasi Mask), encontrdndola en dos fincas
cercanas a San Antonio de los Banos. En septiembre de
1927 fue reporrada en Cavo Mambf v, desde entonces,
se disemind ridpidamente por todo el pais, con excep-
cién de Isla de Pinos, sin que las aplicaciones de insec-
ticidas, utilizadas con éxito contra otras especies de
guaguas, tuvieran alguna efectividad.

La guagua acanalada es oriunda de Australia, donde no
es muy dafiina, y desde alli se disemind por muchos
paises, resultando una plaga destructiva para los citri-
cos, numerosos frutales, los pinos v para muchas plan-
tas ornamentales. Los insectos adultos se encuentran
sobre la corteza de las ramas y ramitas, las cuales pue-
deri ser envueltas completammte por los grandes cuer-
pos blancos del coccido. Los individuos jovenes atacan -
fundamentalmente a las hojas. En 1889 la industria
frutera de California estuve a punto de ser destruida
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por esta plaga, por lo que se introdujc un gnemigo na-
wwral para liquidarla: la cotorrita de Australia (Rodolia
cardinalis Muls.}

Bruner v Arango propusieron a la Secretarfa de Agricul-
tura, Comercio v Trabajo, la introduccién en Cuba de
la cotorrita de Australia. Llegan el 28 de junic de 1928
los primeros ejemplares, enviados por el State Plant
Board de Florida. En la Estacién Experimental Agro-
némica de Santiago de las Vegas se multiplicaron estos
ejemplares, v Bruner v Arango establecieron colonias
en las fincas mds atacadas por la plaga. Alos pocos me-
ses de colocar los primeros insectos en las fincas mds
infestadas de San Antonio de los Bafios, fue eliminada
la plaga por completo. La cotorrita fue distribuida gra-
dualmente por todo el pafs, v se establecid perfecta-
mente en todos los lugares, por lo que se considerd
totalmente neutralizada la guagua acanalada.

Desde el punto de vista histdrico. la introduccion v
multiplicacién de la cotorrita de Australia en 1928
constituye e] primer caso de establecimiento efectivo
de contral bioldgico por parte de insectos en Cuba.

La mosca pricta (Alewrocanthus woglumi Ashby)
en Cuba

En 1915 se reportd por p primera vez en Cuba, en Guan-
tinamo, la presencia de la plaga de jos citricos conocida
Como 1Inosca prletq la cual estaba fresente en Qiras
islas de Caribe v en paises centroamericanos como
Panami v Co:,ta Rica. En 1917 sereporté la plagaen
La Habana v, desde entonces, en todas las regiones ci-
tricolas det pais, menos en Isla de Pinos. El primer re-
porte de la plaga v los estudios sobre su diseminacién
fueron hechos por Patricio Cardin, jefe del Departa-
mento de Patologia Vegetal y Entomologia de ia Esta-
cién Experimental Agrondmica de Santiago de las
Vegas, v que colaboré activamente con la seccidn de
Sanidad Vegetal de la Secretaria de Agricultura, Co-
mercio v Trabajo. Todas las opiniones coinciden en
que fue introducida casualmente desde Jamaica, v que
su diseminacién a todo el pafs ocurrid por distintos me-
dios naturales v por el transporte de plantas destinadas
alasiembra. Elinsecto ataca también al mango, la gua-
vaba, el aguacate y otros frutales, aunque no causa da-
flos tan importante como en los citricos,

La mosca prieta, segun la descripcion de Bruner, es un
insecto hemiptero, alado, de pocos milimetros, cuyas
larvas ocupan en gran nimero las caras inferiores de las
hojas, chupan la linfa, causan la caida de las hojas y re-
ducen la produccién de frutos. Tiene una rdpida mult-
plicacién. A pesar de su nombre, realmente no tiene
afinidad con las moscas, aunque en su estado adulto se
asemeja a una mosquita de color ahumado; es mas bien
un pariente de las guaguas, pues pertenece al grupo ge-
neral de insectos chupadores {Hemipteros) y a la fami-
lia de los Aleirédidos, cuyos integrantes se conocen
como moscas blancas, aungue muchos no son precisa-
mente de ese color.
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La mosca prieta deposita sus huevecillos ovalados en la
parte inferior de fas hojas de los retofios nueves, dispo-
niéndolos en pequenos espirales. Estos huevos son de
color amarillento v pasan, con el tiempo, a parduscos.
Los estados larvales se parecen mds en forma y tamafio
a las guaguas {Céecidos) que a otros insectos, y tienen
la apariencia de unos cuerpos ovalados, abultados 'y ne-
gros, brillantes como puntos de carbén mineral, con
poco més de un milimetro de largo. Micentras esta en
ese estado, segrega un liguido dulce conocido como
miel de rocio, el cual es esparcido por el agua de lluvia y
el rocio. En este liquido azucarado se desarrolla un
hongo negro conocido como fumagina (Capnodium ci-
iri3, el cual forma una capa delgada o pelicula como el
hollin sobre las hojas vy los frutos, lo que da un aspecto
ahumado muy feo a les drboles.

Las pérdidas causadas por la plaga en los primeros anos
fueron tan grande.s, que el Congreso de la Repablica
aprobé en 1917 una partida de 550 000 para extermi-
narla, aungue continud extendiéndose por el pais. Los
métodos de control utilizados censistian en rociar las
piantas con insecticidas liquidos de contacto, siendo
los mas recomendados por Brurer las emulsiones de
petroleo v las soluctones de jabdn, haciendo dos o tres
aplicaciones al ano, durante la época seca invernal, ua-
tando toda la arboleda de una vez,

La utilizacion de estas sustancias resultaba muy costo-
sa por la necesidad de disponier de medios de aplica-
cién que eran muy caros, v sélo resultaba efectiva en
aquelias plantaciones donde podfan hacerse g‘fandeb
inversiones, como en Ceballos v Catalina de Glines.
Como en la mavoria de los lugares no podian aplicar, o
lo hacian mal por carecer de recursos, la plaga cond-
nuaba multiplicindose,

Stephen Cole Bruner, quien al morir Cardin en 1919
fue nombrado jefe del Departamento de Patologia Ve-
getal v Entomologia de la Estacién Experimental Agro-
némica de Santiago de las Vegas, realizd un destacado
trabajo encaminade al conurol de la mosca prieta. Este
norteamericano, que se arraigd en tierra cubana y ab-
sorbid la idiosincrasia criolla, trabajé durante 38 afios,
hasta su muerte en 1933, en la Estacién Experimental
Agrondmica, y llegd a ser la méxima figura de la fitopa-

tologia v de [a entomologia agricola en Cuba. Bruner
descubri6 dos especies de hongos enemigos de la mosca
prieta, sobre la cual establecen un efectivo control
cuando las condiciones son adecuadas: el hongo rojo
{Aschersonia aleyrodis) v el hongo pardo (Aegerita webberi),
los cuales no pudo cultivar en condiciones de laborato-
rio, lo que limitaba su aplicacion.

Estos hongos se encuentran en el envés de las hojas v se
desarrollan sobre el cuerpo del insecto envolviéndolo.
Son muy atiles en la época de luvias v en lugares hi-
medos, pero en lugares secos y otras épocas del aflo no
son efectivos, por lo que la plaga se disemina. Bruner
recomendaba propagarfos de la siguiente manera: to-
mar unas hojas de drboles sobre las que estuviera el
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hongo v atarlas en cualquier rara aita de &xboles infes-
tados por la plaga, para lograr la propagacion mediante
¢l agua v el viento. También recomendaba sumergir
hojas con el hongo en un cubo con agua durante media
hora, agitando bien para que las esporas caigan en el
agua; se cuela el contenido del cubo v se riega un poco
de este liquido en las ramas supexiores de los drboles in-
festados. Esta operacion debe hacerse después de la
puesta del sol o en dias nublados.

En los archivos de la antigua Estacién Experimental
Agronémica de Santiago de las Vegas (hoy INIFAT) ce
conservan centenares de consultas procedentes en
todo el pafs sobre los métodos quimicos y bioldgicos
para combatir Ja mosca prieta. A todas respondia Bru-
ner con rapidez v claridad.

Entre 1916 v 1928 se gastaron en Cuba, inttilmente,
muchos centenares de miles de pesos en la compra v
aplicacién de insecticidas, ya que la presencia de la pla-
ga en el pafs se consideraba de tanta importancia que
fue uno de los motivos principales de que se fundara ¢l
Servicio de Sanidad Vegetal.

Factores que hicieron posible el establecimiento
del control biokdgico de la mosca prieta

Las grandes preocupaciones de Bruner al ver que nin-
gan procedimiento de control detenia la marcha ascen-
dente de la mosca prieta, lo llevaron a buscar nuevos
caminos. Era de su conocimiento que en las regiones
tropicales de Asia Jas poblaciones del insecto no consti-
tuian ningGn problema porque existian controles bio-
I6gicos naturales. En su trabajo sobre la solucién del
problema de la mosca prieta preparado en 1928, expo-
ne: «Hace algunos aftos hube de sugerir a uno de los go-
biernos anteriores la conveniencia de dedicar atencion
al asunto de los insectos parasitos de la mosca prieta en
su pafs de origen. Es decir, de la region asiatica del surs.
Pero no fue escuchado.

Conocia que el famoso entomélogo ttaliano Filippo Sil-
vestri habfa hecho importantes descubrimientos en
mareria de enemigos naturales de la mosca prieta en
Asia, describiendo entre ellos a las especies Amitus hespe-
vidum Silv., Eretmocerus serius Silv., Prospaltella clypealis
Silv. y P, opulenta Silv. Posteriormente recibid el trabajo
de Silvesti titulado «Descrizione di we specie di Pros-
paltella e di una di Encarsta (Hym:Chal cididae) parassi-
te di Aleurecanthuss, el cual se publicé en la Revisia
Espariola de Entomologfa, en septiembre de 1926, Eneste
trabajo se describen los pardsitos Prospaltells smithi
Sily., de Ceilan y China; P, divergens Sitv: de Ta India;
P ishii Silv., de China; Encarsia merceti Silv., de Indiay
Filipinas.

El 20 de septiembre de 1926 Silvestri escribe al profe-
sor J. Tristin, en San José de Costa Rica, una carta que
fue publicada en el Diario de Costa Rica, y que el ento-
mélogo norteamericano Charles H. Ballou envié a Bru-
ner. En esa carta se describia el modo como P. smithi se

alimentaba y consumia a la mosca prieta, y exponia
cédmo las plantaciones citricolas de Ceildn, Singapur v
China estaban libres de plaga por la accién de los pard-
51L0s.

El 22 de enero de 1928 Augusto Bonazzi, que trabaja-
ba en el central Chaparra, publicé una nota sobre los
hallazgos de Silvestri en el diario EI Pais.

Con estos conocimientos acumulados, Bruner esciibe
su trabajo «Sobre la solucién del problema de la mosca
prietas, que fue publicado en la Revista de Agriculiura,
Comercio y Trabajo, ano X, no. 7, correspondiente a ene-
ro de 1928, en &l cual expone todos los antecedentes
existentes sobre fos parasitos de la mosca prieta. Porsu
impartancia, se exponen los parrafos finales del wraba-
jo, que constituven la exposicién de un plan que, como
ocurrié anteriormente, habia de caer en ofdos sordos:

«Estimo, pues, que ha llegado el momento en que po-
demos recomendar con la mayor confianza la introduc-
cién en Cuba de parasitos de }a mosca prieta, con cuyo
establecimisnto en el pafs existe toda probabilidad de
que la va muy renombrada plaga de nuestros naranjales
pasari a las filas de los insectos-curiosidades. La intro-
duccidn de estos pardsitos, sin embargo, no es un tra-
bajo sencillo para el inexperto, ni siquiera para el
entomologo corriente.

»Es un trabajo para especialistas en esta dificil rama de
la entomologfa, de los cuales existen pocos. El que se
encargue del trabajo tendrd que trasladarse a la region
de referencia, v 2lif estudiar y perfeccionar el modo de
poder enviar los inscctos vivos y en cantidad a través
del Pacifico, un viaje que requeriria varios meses.

»Las plantas vivas para criar la mosca prieta tendrfan
que venir en cajas especiales v en una cantidad mayor
de dicho insecto que del parasito, pues este tendrd un
ciclo de vida mucho méas corto que aquel; de otro modo
podria completar una generacién y morir de hambre
después. Las plantas, ademnds, tendrian que mantener-
se en estado normal de crecimiento, pues de no ser asi
no pgdria sobrevivir la mosca prieta.

je)Lm ERa } ko P

»En fin, es un trabajo delicado, que costaria varios mi-
les de pesos, pero infinitamente menos que lo que se ha
gastado va en los centros oficiales sin resultados practi-
cos, vlo que han gastado y tendran que seguir gastando
nuestros agricultores en combatir el insecto por un na-
mero indefinide de afios. Es un trabajo delicado, repe-
timos, pero practicable, como lo demuestralo hecho en
Hawaii, California v otros lugares en empresas seme-
jantes. Y un trabajo que, una vez efectuado, promete
alivio permanente que ningéin otro procedimiento co-
nocido pudiera ofrecer».

Nadie respondié a este Hamado de Bruner, el cual se
entrevistd con Molinet, secretario de Agricultura, el 10

de mayo de 1928, en una gestidn sin acogida; sin em-
bargo, sus ideas se fortalecieron con la llegada a Cuba
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de Filippo Silvestri, al cual atendid y acompaiié en sus
expediciones durante los 21 dias que estuvo en el pais.
Silvestri lleg el 27 de septiembre, v al dfa siguiente fue
a visitar a Bruner, Asistieron al laboratorio de Zoologfa
de la Universidad de La Habana, donde encontraron al
profesor Guillermo Aguayo. Juntas visitaron plantacio-
nes de citricos, platanales y otros frutales, dirigiendo
sus observaciones, en particular, a las plagas de las cul-
tivos v a sus enemigos naturales, recogiendo ejemplares
en todas partes.

El 1 de octubre fue recibido Silvestri por el doctor Bu-
genio Molinet, secretario de Agricultura, Comercio y
Trabajo, quién se interesé mucho por los avances en la
lucha bioldgica contra la mosca prieta, que cada vez
causaba mas dafios en el pafs. También se entrevistd
con Eduardo Pimentel, secretarto general de Agricultu-
ra y con el doctor Ernesto Sdnchez Estrada, jefe de la
seccidn de Sanidad Vegetal

Entre el 2 v el 7 de octubre Silvestri v Bruner visitan a
Santiago de Cuba; el 8, Camagtey, donde los esperan
los entomélogos Stahl v Plank er el Club Azucarero de
Baragud v, en dias posteriores, visitan los naranjales
Ruspoli en Ciego de Avila, v otras plantaciones en San-
ta Clam v Clenfuegos.

En todos los recorridos fue la princtpal preccupacidn
buscar enemigos naturales autéctonos de la mosca
prieta. pero no tuvieron €xito, Al regresara La Habana
vuelve a reunirse Silvestri con Molinet, quien le propo-
ne ofrecer una conferencia que no pudo efectuarse por
falta de tiempo, va que parti6 de Cuba el 18 de octubre
de 1928.

El material colectado en estos recorridos permitis la
descripcifn de 22 especies de insectos nuevos para la
ciencia, entre ellos siete especies cavernicolas, las cua-
les forman parte del conjunto de 2 100 especies nuevas
descritas por Silvestri en sus viajes por tado el mundo.
Los nombres especificos de estas 22 especies fueron de-
dicados en su totalidad a Cuba o a sus cientificos y ami-
gos cubanos de Silvestri; asi, tres especies recibieron el
nombre de bruneri por Bruner; dos el de cbanus: dos el
de calvinii v calvinianus por Calvino; dos el de molineti
por Malinet; dos el de pimenteli por Pimentel, uno el de
aguayoi por Aguayo; uno el de barbouri por Barbour:
uno el de bonazzii por Bonazzi; tres el de poeyii por
Poey. Ademas, colectd numerosos ejemplares que tam-
hién resultaron especies nuevas, pero que fueron des-
critas por otros especialistas,

La estrecha relaciéon que se establecié entre Bruner v
Silvestri durante estos 21 dias sirvi6 para fortalecer la
idea de que la Gnica solucién para el problema de la
mosca prieta en Cuba consistia en Ja introduccion y
adaptacién de los enemigos naturales procedentes del
sur de Asia.

Coincidiendo con csta labor desplegada por Bruner
para convencer & las autoridades de la necesidad de
apovar econdmicamente el trabajo de introduccién de
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enemigos naturales, comienza a generarse una gran
preocupacién en la peninsula de la Florida ante el na-
mero cada vez mayor de materiales procedentes de las
islas del Caribe o de Centroamérica, que eran portado-
res de mosca prieta en cualquiera de sus estadios, y_que
eran decomisados ¢ incinerados por la Aduana. Esta-
ban convencidos de que, si no se tomaban medidas se-
rias, no se podiia impedir [a introduccién de la plaga en
las plantaciones citrfcolas de Florida. La crisis estalld
cuando. en septiembre de 1928, se detectaron en jack-
sonville paquetes procedentes de Cuba que contenian
hojas v flores de naranjo portadoras de huevos, larvas,
pupas v adultos de mosca prieta. El Bureau of Plant
Industrv de Florida toma cartas en el asunto y elabora
un proyecto para apoyar la introduccién de pardsitos
en Cuba con dos finalidades: lograr establecer el con-
trol en un pafs cercano con alta infestacion, que repre-
sentaba el mavor peligro de introduccion de la plaga en
la Florida, v contar con un abundante reservorio de
enemigos naturales en las proximidades de la Florida,
lo cual representaria una fuente de abastecimicxto de
estos insectos en caso de que no pudiera impedirse la
entrada de la plaga.

De esta manera, cun la intervencion de las autoridades
norteamericanas, comenzaron a crearse las condicio-
riés necesarias para traer 1os pardsitos de la mosca prie-
ta del Lejano Oriente, Lo primero que se hizo en la
Florida fue analizar y sacar experiencias de Jos resulta-
dos negativos de un esfuerzo anterior para invroducir
e ese territorio pardsitos de la mosca blanca de Jos ci-
tricos {Aleyrodes citri)

En efecto, el 31 de julio de 1910 partid para los paises
del Lejano Oriente R. S. Woglum. Un recorrido porlas
plantaciones citricotas deJa India, Ceilan ¥ otros paises
permiti6 encontrar mosca blanca en todos los lugares,
pera sin causar dafios importantes porque estaba con-
trolada por pequefios himendpteros. En dos ocasiones
fracasaron los esfuerzos por transportar estos insectos
a la Florida. En un tercer intento, después de seis se-
manas de viaje, llegaron vivos 36 insectos a Orlando
(Florida), pero no sobrevivieron las condiciones.detin-
vierno floridano, por lo que se considerd que el intento
habia fracasado. No obstante, el Bureau of Plant
Industry de Florida analizé con cuidado todo lo que se
habia hecho en esta expedicidn para sacar experiencias
y garantizar el éxito de una segunda expedicidn enca-
minada a introducir en Cuba los parasitos de la mosca
prieta. :

Introduccion de los pardsitos
de la mosca prieta en Cuba

El 5 de noviembre de 1928 el secretario de Agricultura
de Estados Unidos, W. M. Jardine, y el sectetario de
Agricultura, Comercio y Trabajo de Cuba, doctor Eu-
genio Molinet, firmaron un convenio con referencia a
la colecta de pardsitos de la llamada mosca prieta,
Black Fly (Alenrocanthus woglimi Ashby). Porla parte de
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Estados Unidos participaron representantes del Depar-
tamenta de Agricultura Federal y del Departamento de
Agricultura del Estado de la Florida; por la parte cuba-
na participaron J. L. Vega en representacién del presi-
dente Machado, v el doctor Ernesto Sanchez Estrada,
jefe de la Seccion de Sanidad Vegetal

Los términos de este convenio son los siguientes:

«POR CUANTO: hay establecida en la Repiiblica de
Cuba v otras islas de las Antillas, la zona del canal de
Panamd, Costa Rica y otras partes del hemisferio:occi-
dental, una plaga de insectos conocidos variamente
como la mosca prieta, Blach Fly (Alewrocanthus woglumi
Ashby), cuyo insecto es destructor de varios drboles v
plantas, particularmente los citricos, v obstaculiza se-
riamente la prosperidad de las industrias de la horticul-
tura en Jos distintas paises.

»POR CUANTO: esta plaga no se ha establecido todavia
en Estados Unidos de América, pero la horticultura de
este pais estd constantemente expuesta a ser infectada
con el dafo constguiente por ello.

»POR CUANTO: es sabido que en el Oriente, y especial-
mente en la India, existen determinadas agencias de
control natural tales como pardsitos, predaderes (in-
sectos rapaces) v enfermedades de la mosca prieta que
ejercen una gran influencia de Ia supresion de la plaga
€N esas Areas.

»POR CUANTO: es opinién de los goblernos de la Repa-
blica de Cuba v de Estados Unidos de América, repre-
sentados por sus respectivos Departamentos de
Agricultura, que este esfuerzo es mas probable que sea
seguido del éxito, y ha de seguirse més rapida, efectiva
v econdmicamente si de &l se encargan como una acti-
vidad conjunta ambos gobiernos, puesto que sus inte-
reses sor comunes, que si ¢l proyecto se pusiera en
ejecucion separadamente por uno o el otro gobierno.

»POR TANTO: ahora, este convenio hace constar que las
partes contratanies mutuamente convienen una con la
otra lo siguiente:

»El Departamento de Agricultura de Estados Unidos,
por medio de su negociado de entomologia, hard utili-
zables los servicios de uno de sus entomélogos practi-
cos, es decir, de un especialista en Ja busca y colecta de
parasitos v predadores de plagas de la horticultura, al
objeto de que visite los paises de Oriente donde se cree
que puedan encontrarse esas agencias de control de la
mosca prieta, y alli colecte y crfe esos enemigos natura-
les preparandolos para su embarque, v haclendo arre-
glos para su transporte apropiade a Cuba y otros
destinos determinados. El gobierno de Estados Unidos
se compromete a pagar el sueldo de este especialista.

»La Repdblica de Cuba proveera en la Estacion Experi-
mental Agricola de Santiago de las Vegas, o en algin
otro lugar adecuado, facilidades en forma de estacion
de campo o laboratorio para la recepcion, cria o.propa-
gacién v distribucién de los enemigos naturales de la

mosca prieta que sean colectados y embarcados en
Oriente. La Republica de Cuba también hara utiliza-
bles los servicios de los entomélogos de dicha Estacidn
Experimental para que ayuden a un especialista del De-
partamenio de Agricultura de Estados Unidos en el
cuidado, crfa o propagacién v distribucién de esos ene-
migos naturales, entendiéndose que el sueldo de este
altimo serd pagado por €l Departamento de Agricultu-
ra de Estados Unidos.

»La Reptblica de Cuba hard disponibles para su de-
sembolso en relacidn con los  gastos necesarios, tales
como transporte, subsistencia, Gtiles y equipos, empleo
del personal temporero necesario en relacion con la ex-
pedicién a Oriente, para encontrar, colectar, propagar
v transportar los parasitos, predadores o enfermedades
fungosas de la mosca prieta, la suma de diez mil pesos o
la parte de ella que se requiera para el corriente afio fis-
cal que terminard el 30 de junio de 1929, v la misma
suma para cada afio sucesivo en lo adelante, segiin se
renueve este convenic o inteligencia»,

Hemos querido transcribir casi completo el texto del
convenio porque contiene algunos aspectos impotr-
tantes.

En los por cuantos se pone de manifiesto que el interés
principal del gobierno de Estados Unidos es evitar que
la plaga penetre en su territorio. También el trabajo
por realizar se presenta como una actividad conjunta
de ambos gobiernos, perc més adelante aparece que los
gastos los pagard el goblerno de Cuba durante los afios
que sea necesario. El gobierno de Estados Unidos sélo
se compromete a pagar el salario de dos especialistas,
cosa que también debe hacer el gobierno de Cuba con
los especialistas que representen a la parte cubana.
Pero todos los gastos de la expedicidn al Lejano Orien-
te, incluvendo transporte, dietas, contratacion de per-
sonal nativo, etc., corren por cuenta de Cuba.

Este convenio demuestra claramente la indole lacayu-
na del gobterno de Machado. Cuando Bruner hizo sus
planteamientos para defender a los citricultores cuba-
nos, no se le hizo caso, y no habfa dinero para los gastos
que acarrearia la traida de los pardsitos, Pero basté que
en junio de 1928 visitara a Molinct un comisionado
del State Plant Board de Florida exponiendo que la
presencia de la mosca prieta en Cuba constituia un pro-
blema de interés para el gobierno de Estados Unidos,
para que se aceptara la proposicién, que tenia muy po-
cas diferencias con la presentada por Bruner un mes
antes. Hasta aparecié el dinero necesario para costear
los gastos, como aparece en el convenio firmado unos
meses después.

El coordinador general de todo el trabajo fue el doctor A.
C. Baker, del Bureau of Entomology. Curtis P. Clausen
fue el seleccionadeo para viajar al Lejano Orente, v Paul
A. Berry fue el responsable de los trabajos de aclimata-
cidn v reproduccion de los pardsitos cuando llegaran a
Cuba, junto con Bruner y con Ledn Boudlé, inspector de
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Sanidad Vegetal, Este fue el equipo que se organizd v
que desarrolls todas las tareas necesarias.

Mientras llegaban los insectos pardsitos, Berry v ]. M.
Me Gough, que estuvo un tempo avudéndolo, estudia-
ron detenidamente la biologia v el ciclo de vida de la
mosca prieta, v presentaron los resultados de su estu-
dio en junio de 1932, en la monografia titulada Lz mos-
ca prieta de los Citrus y su desarvolly en Cuba, publicada
por la Seccién de Sanidad Vegetal.

El 21 de abril de 1930 llegé a Cuba el primer envio de
pardsitos, traidas por Clausen desde Kuala Lumpur, v
consistia en posturas de mango infestadas con moscas
prietas parasitadas. Las plantas fueron situadas en el
garaje de la Seccion de Sanidad Vegetal, que actuaba
como area de cuarentena, hasta que Bruner determind
su estado fitosanitario, fundamentalmente para garan-
tizar que estuvieran libres de citrus canker o gangrena de
Jos citricos. Cuando se determiné el estado sanitario
satisfactorio de las plantas de mango, fueron traslada-
das a la Estacién Experimental y colocadas en la casa
que se habfa construido especialmente para este traba-
io, donde fueron atendidas por Bruner, Berry y Leén
Bouclé.

La primera generacién de pardsitos emergi entre el 27
de abril v €l 14 de mavo, y consistia de 34 hembras de
la especie Prospaltella divergens Silv. y 70 individuos de
Eretmecerus serius Silv. (43 hembras v 27 machos).

El primero de los parasitos, muy delicado, ne se pudo
criar, pero e} segundo, muy vigoroso, se multiplics ré-
pidamente.

La segunda generacion salio entreel 26 de mayoyel 11
de junio, y consistié de 60 hembras y 75 machos, es de-
cir, 133 individuos. Se obtuvo una tercera generacion
entre €l 21 de junio v el 14 de julio, con 945 indivi-
duos, 670 hembras y 275 machos, En la medida en
gue fue perfeccionandose la técnica de orfa se lograba
un mayor nimiero de individuos por hembra férdl, y va
en la cuarta generacion se lograron 8 700 individuos.
E} tiempo promedio de emergencia fue 24 dias.

La colonizacion en el campo se inicié con cautela, ga-
rantizdndose Ja supervivencia de las crias en el insecta-
rio. Enla finca Cementerio, en Santlago de las Vegas,
se liberaron siete parasitos el 24 de junio, 16 ¢l 26, 22
el 27y 20 el 2 dejulio. Enlafinca Santa Ludia, en San-
tiago de las Vegas, se liberaron 12 parasitos el 24 de ju-
nio, 24 el 26 , 40 el 30 v 34 el 5 de julio. En la finca
Rincén, de Alquizar, se liberaron 12 el 25 de junic, 34
el 28, 35 el 1 de julio y 95 ¢l 4.

Estos fueron 1o primeros lugares donde s libex0 el E. serfus,
apenas 63 dias después de la llegada de los primeras pa-
résitos al pafs. En la medida en que la multiplicacién
fue alcanzando mayor magnitud se fueron colonizando
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fincas en mavor escala, hasta que todas las regiones es-
tuvieron cubiertas con el pardsito. La distribucién de
los parasitos la hacia la Seccién de Sanidad Vegetal,
bien de acuerdo con un plan wazade o bien respon-
diendo a solicitudes que se recibfan de todo el pais.

A finales de 1930 v en los primeros meses de 1931 lle-
garon otros dos embarques con distintas especies de
parasitos, de los que s6lo se establecid la cotorrita de
Malava {Catania clauseni Chapin), la cual persistié has-
12 1938, cuando se colectaron 1 000 ejemplares en Cai-
mito del Guavabal para enviar a Bahamas, y todavia en
1947 se colectaron algunos cientos de ejemplares en
distintos lugares para enviar a México, La reduccién de
las poblaciones de este insecto con el transcurso de los
afios no constituyé ningGn problema, porque la avispi-
ta amarilla de Malaya (E. serius) estaba perfectamente
establecida y dominaba la plaga. Se enconird que, libe-
rando entre 100 v 500 ejemplares de E. serfus en las
plantaciones de citricos, se conseguia controlar la plaga
entre 8 v 12 meses.

El beneficio econémico reportado al pais se calculaba
en unos veinte millones de pesos hasta 1950, en una
época en que no existian las grandes plantaciones citri-
colas que hay en la actualidad. Solamente en Ceballos
manifestaba el administrador de algunas plantaciones
en 1932 que el contral biolégico les ahorraba 512 000
anuales por no tener que utilizar insecticidas, sin con-
tar el valor del incremiento del rendimiento en frutos de
calidad comercial.

En junto del mismo afo viene de Jamaica un entomdlo-
g0 del gobierno de Inglaterra para recoger parasitos en
Cuba v aprender los métodos de cria y distrtbucién. El
establecimiento de E. serius en Jarnaica fue muy efecti-
vo. Ese mismo afo se introdujo en Haitd, Bahamas y
Panama. En 1933 en CostaRica. En 1935 fue detecta-
da la mosca prieta de los citricos en México, y vinieron
especialistas a Cuba para aprender los métodos de con-
trol biolégico. E. serius se establecié bien en algunas zo-
nas de aquel pafs, aunque no resultd tan efecive como
en Cuba, debido quizds a las diferentes condiciones
climaticas de las zonas infestadas, Porelio, se envié un
entoméiogo a Cuba en octubre de 1947 para recoger
ejemplares de Catania clauseni, que se adaptd bien a las
condiciones de México. Desde 1935 visitaron la Esta-
cién Experimental Agron6mica de Santiago de las Ve-
gas representantes de muchos paises para aprender los
métodos de establecimiento de controles bioldgicos.
Cuba sirvié como centro de irradiacion de estos parasi-
t0s a numerosos paises del hemisferio occidental.

La actividad del Departamento de Patologia Vegetal v
Ertomologia de la Estacién Experimental Agrondmica
fueintensa y fundamental para lograr el éxito del con-
trol biolégico, comenzando por el descubrimiento de fa
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plaga eh Cuba por Patricio Cardin, pasando por la
campania realizada por Braner para hacer conciencia
sobre la necesidad de establecer los pardsitos en Cuba,
siguiendo con la participacion en la crfa y distribucion
de los pardsitos introducidos, junto con los especialis-
tas de la Seccidn de Sanidad Vegetal, y terminando con
el establecimiento efectivo de los parasitos en las plan-
taciones mediante un eficiente trabajo de ambas inst-
tuciones. Durante este tiempo se publicaron diez
articulos sobre la mosca prieta v sus enemigos natra-
les, v se ofrectd una eficiente informacidn sobre el con-
trol de la plaga mediante insecticidas v mediante
hongos entomopatogenos.

Honer a los hombres que, luchando contra Jas incompren-
siones, supleron sentar las bases para desarrollar lo que hoy
constituye uno de Jos mis sélidos pilares de la agricultura
socialista: el contiol bioldgico de plagas y enfermedades,
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RESUMEN

Phytormenas son protazoes fiagelados de plantas. Se puedsr foca-
fizar en los fubos de fatex, en frulos o semillas y en el ficema. Estos (it
mos se consideran causantes de diversas enfermedades en cultivos
de interés economico fafes como cocniera, cafs, yuca, paima aceltera,
entre otros. Pueden transmilirss a ravés de insectos hernipteros, y su
distribucidn natural es muy amplia. Actualments se realizan diversos
estudios mofecufarss y bioguimicos para fograr su correcta ubicacidn
taxcndmica.

Falabras claves: Fhytomonas, protozoos flagelados

PHYTOMONAS: PROTOZOOS FLAGELADOS

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

ABSTRACT

Fhytomonas are plant parasites flageliate protozoar. If can be focali-
zed on fatex tubes, on fruits ar seeds and on phivem; these last are
considerad causers of several diseases on plants with economic im-
gortangs, such as. cocontl, coffee, cassava, off palm, slc. They are
transmitted through hemipteran insects and their natural distribution
is very wide. Af present time, severaf molecular and biochemist stu-
dies are made to get their correct taxonomic location.

Key words: Phytomanas, flagellate protozoan

INTRODUCCION

El términoe protozoe se aplica a todos los organismos
animales unicelulares, algunos de los cuales pueden
formar colonias. Se incluyen en el reino protista, jun-
10 con otros organismos unicelulares, cuyo nicleo
celular estd rodeado de una membrana. No tienen
estructuras internas especializadas a modo de drga-
nos, o estdn muy poco diferenciadas. Dentro de los
protozoos se suelen admitir varios grupos: los sarco-
dines, que son compenentes importantes del planc-
ton; los cilidforos o ciliados; los cnidosporidios,
parasitos de invertebrados, peces, algunos reptiles y
anfibios; los esporozoocs, pardsitos de animales v
humanos: v los zoomastiginos, flagelados parasitos
de plantas v de animales. Por tanto, en este Gitimo
grupo se incluyen las Phytomonas.

La caracterfstica mas sobresaliente de los flagelados es
la existencia de unas prolongaciones en forma de latigo
denominadas flagelos, que les sirven para desplazarse.
Pueden vivir como células aisladas, en colonias o como
parasitos. Son abundantes en casi todos los.medios
acudticos y terrestres, Los flagelados proporcionan in-
dicios de c6mo pueden haber evolucionado las formas
de vida multicelulares, va que presentan caracteristicas
comunes con las plantas, los animales v los hongos. v

cuando forman colonias muestran una actividad
coordinada [Enciclopedia Encarta, 1997).

Phytomonas, al ser protozoos pardsitos de plantas, re-
sultan ser Jos causantes de enfermedades v patologias
en cultivos de interés econdmico. En Cuba son poco
conocidos, pero no se puede afinmar que no existan,
aungue rno constituvan un problema fitosanitario.

El objetivo de esta resena es, por tanto, presentar algu-
nas caracteristicas de estos parégenos, asi como de los
estudios que se desarrolla a nivel mundial para permitir
su correcta clasificacion, a fin de contribuir a su conoci-
miento.

Ubicacion taxondmica. Caracteristicas

Dada su morfologia v caracteristicas ultraestructuraies,
Phytomonas se clasifican en el orden Kinetoplastidia, fa-
milia Trypanosomatidae. Los protozodlegos los han
incluido en el grupe més bajo de uipanosomatidos,
que no &5 un taxon formal, pero incluye los tripanoso-
mitidos de invertebrados v plantas. [Dollet, 1994].

La actual ubicacién taxonémica de los protozoos fla-
gelados de referencia, segin Molyneux & Ashford
{1983}, citados por Dollet {1994), se presenta a con-
tinuacion:
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! |
CLASE Zoomastigophorea Phytomastigophorea
ORDEN Kinetoplastida
SUBORDEN Trypanosomatina Bodina
FAMILIA Trypanogsomatidac
GENEROS ‘
t | 1 |
Crithidia Herpetomonas Rhynchoidomonas Leishmania Endotrypanum
Leptomonas Blastecrithidia Phytemoias Trypanosama
| )
Trvpanosomatidos de insectos
| ]

“Trypanoscmatides inferiores™

Phytemonas es el (inico género de protozoos flagelados
de plantas, mientras que los otros géneros correspon-
den a protozoos parasitos de insectos, animales v hu-
manas. Los wipanosomatidos de insectos tienen
algunas caracterfsticas comunes con los del género
Phytomonas.

Protozoos flagelados de plantas
1. Clastficacion. Criterios

Desde hace algiin tiempo la literatura especializada
ha estado recopilando informacién sobre la presencia
de protozoos flagelados relacionados con plantas.
Sus antecedentes se remontan a 1909, cuando La-
font los encontrd en el latex de Euphorbia pilulifera,
aungue los nombyrd Leptomonas davidi al considerar
que estos organismos tenfan las mismas caracteriso-
cas que las de ese género {también llamado Herpetomo-
nas por algunos autores; [Harvey v Lee, 1943].
Donovan (1909 arbitrariamente propuso un nueve
géniero, Phytomenas, para distinguirlos de los tripano-
somdatidos de animales, Muchos otros autores conti-
nuaron llamando a estos organismos por el nombre
Leptomenas [Dollet, 19841, pero finaimente se im-
puso Phytomonas [Dollet, 1994}

Sin embargo, hasta 1985 no exstia alge que realmente
distinguiera a estos organismos de ciertos tripanosoméati-
dos de insectos (Leptomanas, Crithidia o Hepetomionas),
Los atributos de estos géneros dependian grandemente
de la morfologfa de los organismos v de la posicion relati-
va del nficleo v el kinetoplasto [Dollet, 1994].

Los criterios o claves de identificacion disponibles ac-
tualmente permiten agrupar con mavor seguridad or-
ganismos altamente heterogéneos dentro del género
Phytomonas.
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1.1, Criveries bioldgicos

E! hecho de que los tripanosométidos sean aislados de
plantas, no significa que se incluyan en un grupo ho-
mogéneo, va que parasitan diferentes plantas, drga-
nos o ejidos v causan diversos efectos.

Pav s wbicacidn en tefidos

Criterio {. Tripanosométidos de tubos laticiferos. La
mayoria vive en los tubos Jaticiferos de plantas produc-
toras de litex {Apocynaceae, Asclepiadaceae, Euphor-
biaccae. etc.}.

Criterio 2. Tripanosomatidos intrafloematicos. Se co-
NOCEN CUAto casos; en cada uno se localizan especifi-
camente en los tubos aribosos del floema y son
transportados por la savia, en la que se multiplican a
ios 6rganos de la planta {Doller, 1994].

Criterio 3. Tripanosomatidos de frutos. Pueden estar
en la pulpa o bajo la corteza, en 4reas mostrando
trazas de picaduras de insectos. Sin embargo, en este
caso, al menas un aislado ha sido identificade como
Leptomonas. Se ha probado experimentalmente que los
bajes tripanosomatidos (Crithidia, Leptomonas v Herpe-
tomonas), pueden multiplicarse en el fruto de tomate
después de inoculacion fisica. Asi, no porque los tripa-
nosomaridos sean aislados de plantas, automiticamen-
te pertenecen al género Phytomonas [Dollet, 1994].

Por su efecte patogénico

Criterio 4. Tripanosomatidos especificamente asocia-
dos a un sindrome patoldgico. Los tripanosomatidos
intrafloemaricos estan asociados con la marchitez de
las plantas que parasitan, Esta patogenicidad ha sido
dificil de probar de acuerdo con los postulados de
Koch [Mc Coy v Martinez, 19821, pero es razonable
asumir. por su amplia localizacién, que puedan tener
un efecte negativo en el transporte de savia [Dollet,
1994], Este criterio de patogenicidad se corresponde
con 2] eriterio 2.
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Criterio 5. Tripanosomadtidos sin efecto patégeno o
simbiontes. La mayorfa de las laticiferas que presen-
tan tripanosomitidos no muestran sintomas patogé-
nicos especificos.

Por su cultivo in vitro

Criterie 6. Tripanosomdtidos que pueden ser aislados
en medio acelular. Virtualmente todos los tripanosc-
matidos de latex v frutos se pueden obtener en un me-
dio acelular. Sin embargo, los tripanosométidas de
Asclepias curassarica son una excepcion.

Criterio 7. Tripanosomdtidos que requieren células
alimentarias. 56lo ha sido posible cultivar tripanoso-
matidos intrafloemadticos en presencia de células de
insectos o alimentarias. Esto puede ser visto en los
agrupados bajo los criterios 2, 4 v 7.

Por anticugrpos monoclonales

Criterio 8. Serolog%a, Los anticuerpcs monoclonales
usados en inmunotluorescencia indirecta pueden tener
una capacidad discriminante. Asi, méas de siete actian
contra un aislado de fatex, cuatro no reaccionan a tres
especies de Crithidia probadas, ni a Herpetomonas, ni a
tres especies de Trypanesoma, Sin embargo. tres de es-
105 CUAtro anticuerpos no reaccicnan con ciertos aisla-
dos de tripanosomatidos de plantas. Asi permiten, al
menos, hacer una distincidn entre «bajos tripanosoma-
tidos», pero no son especificos a un género.

La inmunofluorescencia con anticuerpos que actian
contra aislados intrafloemdticos o aislados del 1itex de
especies de Euphorbiacear de Sudamérica provee un mé-
todo para distinguir entre los tripanosomdtidps de
plantas intrafloeméaticos e intralaticiferos de Africa,
India v el Mediterrdneo, v los de Sudamérica, Ademas
revelan relaciones sercldgicas muy cercanas entre to-
dos los tripanosomatidos intrafloematicos ascciados
con sintomas patoldgicos [Dollet, 1994].

1.2, Criterio molecular

Los criterios moleculares confirman Ja clasificacién
que permite realizar el criterio biolégice, v definen
mejor la caracterizacion de cada aislado.

Criterip 9. Isoenzimas. Se estudiaron 31 aislados o clo-
nes de origen intraiaticifero o intrafloemitico, de dife-
rentes plantas v diferentes continentes, usando
electrofaresis de isoenzimas para 14 loci diferentes. Los
resultados revelan la extrema variabilidad de estos orga-
nismos. Por una parte, estan los tripanosométidos intra-
floeméticos de Sudamérica, mis o menos ligados a
clertos tripancsométidos de plantas productoras de [4-
tex de Ia misma regién, Por otra. estdn los aislados de
latex mediterréneos, mas o menos ligados a aislados
de latex de Africa e India. También han sido halla-
dos dos grupos independientes de aislados de plan-
tas productoras de latex de Sudamérica.

Ademds, ciertos grupos de tripanosométidos se en-
cuentran virtualmente tan lejos entre ellos, como lo
estan de Herpetoronas. Si sélo existiera un género de tri-
panosométidos de plantas. Phptomonas, podria ser al-

tamente heterogéneo. Se deduce que la poblacién
natural de tripanosomdtidos de plantas parece estar
presente en forma de clones naturales, los que pueden
ser considerados como taxa actual para todos los estu-
dios en estos organismos [Dollet, 19947,

ADN kinetoplistico

Es un ADN mitocondrial, compuesto por miles de
moléculas de ADN circulares y encadenadas que for-
man una enorme red plana semejando una cota de

iatla. Cada red contiene dos tipos de moléculas de
ADN civcular. Los minicireulos son usualmente hete-
rogéneos en la secuencia, pero idénticos en la talla
dentro de la red. Su funcién genética conocida es co-
diticar pequefias guias de ARNs que controlan la edi-
cidn de copias de maxicirculos. Los maxicireulos se
deslizan a través de una monocapa encadenada de mii-
nicirculos; codifican ARNY y proteinas mitocondria-
fes involucradas en el transporte de electrones v
sintesis de ATP [Lys y Englund, 1998].

Criterio 10. Tamafio de los minicirculos. Han sido iden-
tificadas cinco categorfas de tamafio de minicirculos a
partir de 13 aislados de tripanosomatidos de plantas.

Criterio 1. Andlisis de restriccién de endonucleasa.
Los minicirculos exhiben patrones de divisién restrin-
gidos caracteristicos de casi cada aislado de tripanoso-
ma de plantas, permitiendo su identificacion. Los
resultados alcanzados en el estudio de los mapas de
restriccién de los diferentes aislados corroboran los
obtenidos por ¢l estudio isoenzimdtico

Tomande en cuenta estos criterios, se ha concluido
que, hasta el momento, existen tres tipos de tripano-
somatidos en plantas:

1) Los localizados exclusivamente en frutos, donde
son depositados por insectos. Son facilmente culu-
vados in ritre v se multiplican rdpidamente,

2} Los simbiontes de los tubos del latex no causan sin-
tomas patclégicos v pueden ser cultivados con relati-
va facilidad en medio acelular,

31 Los intratloémicos, siempre asociados con sindro-
mes patolégicos, de los cuales ellos parecen ser los cau-
santes. Son transmitidos por chinches de la familia
Pentatomidae. Son muy diffciles de cultivar in vitro, va
que requieren células alimentarias. Este grupo tiene
una limitada distribucion geografica, sélo en Sudamé-
rica, considerando que los de frutas o latex existen en
varios continentes. Ademds, es de interés sefialar que
Jos crganismos en este grupo contienen una doble héli-
ce de ARX, probablemente de origen viral,

Distribucion natural:

Las Phytomonay se consideran organismaos digenéticos
(de dos hospederos}, debido a que se encuentran tan-
to en plantas como en insectos [Uttaro et ol 19971,

En general, presentan una amplia distribucion geogra-
fica, aunque depende de la parte de la planta en que se
havan encontrade. Por ejemplo, los que se encuentran
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en el litex han sido hallados a nivel mundial [Camargo,
1999]. En el caso de los frutos, han sido identificados
en tomates en Africa del Sur, Espafia v Brasil. Los in-
vestigadores asumen que dondequiera que los insectos
{particularmente Hemiptera), se alimenten de frutos.
es posible hallar flagelados. Sélo los que estan restringi-
dos al floema parecen estar confinados en América La-
tina, desde Perd v Brasil hasta Honduras v Trinidad v

Han sido hallados en 17 diferentes familias de plantas
[Lttaro et al., 1997]. En la Tabla I se relacionan algu-
nas de sus planias hospedantes. Ademds, se cree que
son transmitidos por insectos del orden Hemiprera, fi-
tofagos pertenecientes a las familias Coveidae (Phihia
picta, Veneza zomata, Fabrictilis gonagra, Stenocephalus
aquilis, Leptoglossus zonatus), Lygaeidae (Nysius euphor-
biacer), Pyrrhocoridae v Pentatomidae (Lincus croupius,

Tobago [Dollet, 2000].

Lincus spp.. Lincus Jabu?fger, Ochlerus sp.).

Tabla 1. Algunas familias y especies hospedantes de Phytomonas

Familia Especte Parte de ia planta Pais Referencia
Rubiaceae Coffea liberica Filoema Cuatermnals, Surinam | "Srahel, 1931]
Euphorbiaceae Euphorbia Jurta Tubos laticiferos Brasil tAlmeida, 1996)]
Euphorbiaceac Euphorbia hpssopifelic | Tubos laticiferos Brasil Almelda, 1996
Eupharbiaceae Euphorbia characias Tubos laticiferos Bragil [Almeida, F996]
Euphorbiaceae Eupherbia francai Tubos laticiferas Brasil :Ameida, 1996]
Euphorbiaceae Euphorbia lastocarpa Latex, xilema v espacias Ecuader Doller, 1594]

intercelulares
Eurhorbiaceas Euphorbia pilulifzra Tubos laticiferos JLafent, 1909,
citadg por Doblet 1994]

Euphorbiaceae Manihot esculenta Tubos laticiferos Brasil [Uttaro et al, 1997]
Euphorbiaceae Chamaesyee thymifolia | Tubos laticifercs Brasil [Almeida, 1996]
Selanaceae Lycopersicum Frutos Brasil, Espafa, [Sanchez-Moreno, 19957

esculenttups Sudéfrica [Dollet, 20007
Solanaceae Solanwm americanum Frutos Brasil, Espana [Campaner et al., [996]
Soianaceae Selamum conchinon Frutos Brasil, Espana TCampaner ¢t al., 1996
Solanaceae Selamam ertanthum Frutos Brasil, Esparia :Campaner ¢t al. 1996]
Solanaceae Solanunt robustim Frutos Brasil, Espana [Campaner et af,, | 9961
Solanaceze Selanum variabile Frutos Brasii, Espafia iCampaner et al, 1996]
Solanaceae Solanum viarum Frutos Brasil, Espafia [Camparer #f al, 1996]
Solanaceae Nyvcandra physaloides Frutos Brasil, Espania [Campaner 2t al, 1994,
Annonaceae Anmona cherimolia Frutos Espana [Sdnchez-Morena g2 al, 1995]
Bixacese Bixa orelfana Frutcs - -
Amararthaceae Amaranthus retrofleces | Tallos Espafia [Sanchez-Moreno, 1998]

Palmaceae

Cocos nucifera

Tubos erioosos, floema de

tafces, vemas e inflorescencias

Brasii, Colombia.
Ecuador

[Me Cov v Martimez, 1982]
iCuriha, {996°

Cucurbitaceae Cucrirbita moschata Flores [péralos v peciclos] | Brasil [Fiorini et al., 1996]

Asciepladaceae Asclepias curassavica Ecuador [Dollet v Gargan', 1985]

“oraceas Morus alba Frutos Brasil [Forimi et ai., 1996

Geamineae Zed mays Semiilas Brasil

Paimaceae Elagis guineensis Tutbos cribosos, floema de Ecuador, Suripam. | {Me Cov v Martinez, 19821
rafces, vernas ¢ inflorescencias | Colombia, Pert, [Chinchilia v Umania, 1996)

- Hondwoas

Zingiberacene Alpinia purpurata [Dollet, 20007

“yrtaceas Eugenia sp. Brasil [Cavazzana et al.,, 1996

Leguminosaceas Trifolium glomeratum Tallos Espana [Sinchez-Moreno, 1998)

Anacardiaceae Mangifera indica Frutos Esparia [Sanchez- Maoreno, 1998]
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Enfermedades asociadas

En 1931 Stahel, estudiando la «necrosis del floemas
del café (Coffea liberica} en Surinam, hailé flagelados
en el floema hiperpldstico de plantas afectadas.
Informd que la enfermedad era transmisible por injer-
to. v que ¢l protozoo Hagelado Phytomenas leptoraso-
rum Stahel estaba asociado con plantas sintomaticas,
aunque los postulados de Koch no se cumplieron.
Este trabajo fue confirmado por Vermuelen en 1963
[Mc Coy v Martinez, 1982].

Sin embargo, el interés en los tripanosomatidos de
plantas pronto decav( debido a sucesivas fallas para
cultivartos in vitro. Hubo una resurgimiento en la dé-
cada del setenta, con el crecimiento de problemas eco-
némicos causados por las enfermedades de cocoterc
{hartrot) v palma aceitera {la enfermedad conocida
como marchitez sorpresiva) en América Latina v el
Caribe [Dollet, 2000].

Parthasarathy et al., en 1976, descubrieran flagelados
del género Phytomonas en clementos cribosos del floema de
cocoteros (Cocs mucifera). afectados por la enfermedad
hartrot en Surinam [Me Cov v Martinez, 1982].

Mc Coy vy Martinez (1982 observaron P. stalieli en te-
jidos y savia de cocoteros, v palmas aceiteras africanas
en Colombia, con sintomas de marchitez sorpresiva, v
comprobaron que estos flagelados viven en los elemen-
tos conductores del floema de las raices e inflorescen-
clas. En Centroamérica esta enfermedad solamente ha
sido encontrada en palma aceitera en la costa norte de
Honduras, donde se presenta de manera muy concen-
wrada v aislada. Chinchilla y Umaria (1996) sefalan
que una planta de palma aceitera infestada por Phyro-
monas no desarrollard los racimos, los cuales se pudri-
rin rapidamente.

En Brasil también se observé la enfermedad hartrot
en cocoteros. Los sintomas que se describen son ama-
rillamiento de las hojas més viejas, inflorescencias ne
abiertas o parduscas, frutos inmaduros v muerte de la
regién apical [Cunha, 1996].

Se confirma que los protozoos no han side nunca ha-
ladoes en palméceas saludables ni en regiones o plan-
taciones no afectadas por hartrot o marchitez. S6lo se
encuentran cuando las plantas muestran el amarilla-
miento descendente, bronceado v secado caracterisu-
cos de estas enfermedades [ Dollet, 2000].

En Euphorbia lasiocarpa, en Ecuador, ha sido reportado
enanismo, deformacién dei tallo v defoliacién. En
este caso los tripanosomadtidos fueron detectados en
el latex, xilema v espacios intercelulares [Doller,
19947,

La litevatura acumula varias incidencias de Phytomo-
ias en Euphorbiaceas, pero [a mayoria son considera-
dos no patogénicos [Almeida, 1996}, En yuca
(Manihot esculenta), P. francai causa chochamenio das
raizes o rajces vacias [Uttaro ef af, 1997]. Aunque se
observen a veces manifestaciones patolégicas en estas
plantas laticiferas parasitadas por tripanosomatidos, es
dificil determinar exactamente su papel en cada sinto-
ma; este pudiera ser un case de infeccién mixta, por
ejernpla. con un virus [Dollet, 2000). Doll2t v Gargani
{1989}, reportaron la presencia del Asclepias rhabdovirus
asoctado con Pliptomenas sp. en Asclepias curassaviea.

Los frutos de los cuales los tripanosomatidos pueden
ser aislados ticnen generalmente manchas localizadas
famarillenias, a veces con malformaciones) directa-
mente vinculadas a la multiplicacion de microorganis-
mos en ia lesién hecha por el insecto vector {Fiorini ef
al.,, 1986, Sdnchez-Moreno et al,, 1993), Solamente
son infestados los frutos con dafios hechos por insec-
tos, mientras que Ja planta queda libre de protozoos
[Dofler, 20007,

Es necesario tener en cuenta que en muchas regiones
de América sut aparicién también ha estado asociada
a problemas agrondmicos v ambientales desfavora-
bles para ¢l cultivo. Por ejemplo, cuando la marchi-
tez sorpresiva aparecio por primera vez ern nuestro
continente, causd pérdidas severas, principalmente
debido a medidas de combate inapropiadas. Hasta la
fecha, el conocimiento sobre la enfermedad ha creci-
do, conduciendo 2 desarrollo de estrategias de lucha
m4s efectivas (como la temprana erradicacion de las
plantas enfermas), lo cual ha reducido significativa-
mente la importancia de este problema al punto de
que, cuando se implementan correctamente las medi-
das basicas de control, toma un cardcter secundario.

Estudios de identificacién

Clasicamente Phytomenas han sido descritas como
tripanosomaridos de plantas con una tipica aparien-
Cia promastigota —de acuerdo con la posicién del nu-
cleo y el kinetoplastidio—, pero esta definicidén es
ambigua, porque esta misma apariencia se observa
ademéas en Leptomonas v Herpetomenas (Fig. 1), Por
otra parte, los flagelados pueden ser hallados junto a
Crithidia v Blastocrithidia en vectores de Phytomonas.
Por todo esto, a pasar de que desde la década del
ochenta, con los primercs estudios de caracteriza-
cidn y cultivos i ritre, se ha adquirido una gran can-
tidad de informacién, no existe un criterio bien
definido para atribuir diferentes aislados de tripano-
somatidos de plantas al género Phyfomonas. Se hace
necesario un marcador simple v no ambiguo.
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Figura 1. Apariencia prom astigota de Phytomonas

Desde hace algan tiempo se han empleado en la taxo-
nomia de Phytomonas los siguientes métodos:

* Aglutinacién

+ Perfiles isoenziméticos.

* Métodos inmunoldgicos.

* Huella del ADN genémico o kinetoplastico.
* Secuencia homdloga de genes ribosomales.

* Hibridacién con oligenucleétidos especificos de la se-
cuencia del empalme gufa presente en los ARNm,
TUttarc et al,, 1997,

* Técnica de microscopia fluorescente empleando nu-
cledtidos fluorescentes para estudiar el mecanismo de
replicacién del ADN Idnetoplastice {Lvs v Englund.
1998].

Aunque algunos de estos métodos fueron especificos
para el género, fallaron al dlsungun algunos aislados
individuales; otros no permitieron distinguir entre el
género Phytemonas v algunos otros géneros. Ademas, la
mayorfa de ellos presentan alguna dificaltad metodols-
gica: necesitan aislamiento v cultivo de los pardsitos,
son muy laboriosos, consumen mucho tiempo v mu-
chas veces no son exitosos debido a dificultades en el
aistamiento de Phytermonas [Servano et al., 19967

Utraro y Opperdoes (1995} caracterizaron dos enzi-
mas que intervienen en la produccién de algunos de
los productos finales del metabolismo central de
Phytomonas. Posteriormente Uttaro et al, (1996) de-
mostraron la utilidad de una de estas enzimas {la iso-
propanol deshidrogenasa} como un marcador simple
v altamente especifico del género Phytomonas, va que
s6lo esta enzima estuvo presente en este géners. Ade-
mas, se sugiere que pudiera sexvir, junto con otras en-
zimas en futuros estudios taxonémicos de este género
Uttaro e al., 19977.

Se cree que otras técnicas v marcadores conservativos
{como el ARN ribosomal) proveeran nuevos datos,
haciendo posible perfilar niveles de clasificacion para
estos organismos al nivel de géneros v especies [Do-
let, 1994].

CONCLUSIONES

* Phytomenas son un grupo altamente heterogéneo de
protozoos flagelados pertenecientes al orden Kineto-
plastida, familia Trypanosomatidae. Esta alta hetero-

11Zifwsaridad

Ingrid Paz

geneidad ha hecho que se lleven a cabo diversos estudios
bicquimicos y mcleculares, a fin de lograr su correcta
ubicacion taxondmica.

*De acuerdo con diversos criterios de clasificacién —biolé-
gico (por su ubicacidn en tejidos, por su efecto pato-
génico, por su cultivo i vitro v mediante anticuerpos mo-
noclonales] v molecular (por isoenzimas v mediante el
ADN Aqnetoplastlco )~ se ha podido concluir que existen
tres tipos de flagelados de plantas: 1) los localizados exclu-
sivamente en frutos, donde son depositados por insectos;
2% los simbiontes de los tubos del Jatex; no causan sinto-
mas patoldgicos; 3} los intrafloémicos, siempre asociados
con sindromes patolbgicos. de los cuales parecen ser los
causantes. Son transmitidos por insectos del orden He-
miptera, familiz Pentatomidae,

+ Estos @ltimos se hallan solamente en nuestro conti-
nente, ¥ son los causantes de enfermedades en varios
cultivos de interés econémice como café, yuca, cocotero,
palma aceitera, entre otros,

* £l conocimiento profunde de cualquier problemitica
fitosanitaria constituve una gran ayuda para conducir,
de manera més eficiente, a su prevencién. Por lo tanto,
es aconsejable tener en cuenta la importancia de los pro-
tozoos flagelados pardsitos de plantas como patégenos,
para evitay incurrir, en un futuro, en la aplicacién de me-
didas de control inapropiadas.
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