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DETECCION DE PARTICULAS BACILIFORMES EN LOS
HIBRIDOS DE PLATANO FHIA-21 EN CUBA

Caridad FontT, lsaac Curbelo?, Julian FernéndezT, Surey Valdés'® y Dania Pereira’

1. Instituto de investigaciones de Sanidad Vegetal. Calfe 110 # 514 e/ 5taB y 5taF, Playa, C. de a Habana, Cuba

2. Laboratorio Central de Cuarentena de Sanidad Vegetal, (LCCV),

RESUMEN

ABSTRACT

En los ditimos afios la reproduccidn aceferada del plétanc se ha
incrementado con fines comerciales v para evitar fa diseminacién de
enfermedades virales, que en fa mayoria de los casos se presentan de forma
asintondtica, el material de partida debe ser sometido a un rigurosa
diagndstico viral. Er América, Centroamérica v el Caribe fas virosis mas
difundidas son las provecadas por los virus mosaice del pepino (CVV) y f
estriado del pldrano (BSY), éste (limo cuarentenado en Cuba, Una
plantacicn de platanc def hibrido FHIA-2T, procedente de Honduras y
multiplicadas en cultivo in vitro, s¢ mantuvo en dreas controfadas por
Cuarentena las que se anafizaron para determinar la presencia de 105 virus
BSV'v CMV. Las plantas no presentaron sintomas de enfermedades virales v
de ellas se conformaron 76 muestras canstituidas cada una por porciones
de hojas jdvenes tomadas al azar de 4 6 5 plantones. las mismas se
apalizaron con un juego de reactivo comertial (SANCF]) para ef CMVy para
el BSV con el antisuerc poficlonal donado por ef Dr. B. £ L. Lockhant
{Universidad de Minnesota, USA) el cual fue purificado por precipitacicn
safina y cromatografia de intercambio idnico; fa 1gG se conjugd con fa enzima
fosfatasa alcafina (SICMAL las téonicas utifizadas fueron ELISA-DAS e
inmunomicroscopia electrénica (SEM} con decoracitn para el BSV.
Mediante la técnica ELISA-DAS todas las muestras fueron negativas para el
CMV mientras que para el BSV ef 41% resultaron positivas. Las nuestras
dudasas ¢ negativas se confirrnaron por ISEM detectdndose en un 30% de
ellas particulas baciliformes de 180y 405 nm de fengitud. Por los resuftados
antes sehalados se concluye Ja presencia de BSY en esta drea de pldtano v
fa posibiiidad de ejecutar en nuestro pajs técnicas de diagndstico sensibles
como parte del riguroso control fitosanitario  en el material donante
destinado a la obtencién de vitrapfantas.

Palabras claves: BSV, platano, diagnéstico, FHIA-21

In the last vears banana reproduction has been increasing very fast and in
order ta avoid the spreading of virus diseases, which in most cases are
asymtomatic, the basfic material must be submitted to a serious virds
screening. In America, Central America and the Caribbean, the virus disease
more prevalent are cucumber mosaic virus (CMV and banana streak virus
(BSV;, the [aiter being a target quarantined for Cuba. From a post-entry
quarantine fleld of banana clone FHIA-21 no usual symptoms, we
conformed 76 samples of young leaves taked at random fram 4 6 5 scians,
They were analysed by ELISA sandwich using a commercial kit from SANOF
for CMV and a antiserum tkindly supplied by Or. B. E. L. Lockkar, University
of Minnesotz, USA) wich was purified by safine precipitation and ionic
exchange chrormatography and gC conjugated with phosphatase alcafine
enzyme (SIGMA) for BSV. Negative and doubiful samples for BSY were
confirmed using immunoscrbent efectron mycroscopy {ASEM;. Results
showed that all samples were negative for CMV whereas 41% reacted
positive for BSV by ELISA. 30% of the samples anatyzed by ISEA showed
bacifiform particles  of 180 and 405 nm of lenght . We concluded the
presence of BSV in this banana plantation and the reliability to carry out in
our country sensitive diagnostics techniques as a part of the program of pests
control of the donar plants for in vitro microprogagation.

Key words: BSV, banana, diagnostic, FHIA-21

INTRODUCCION

I platano v el bananc son muy apreciados por sus
cualidades alimenticias ¥ como fuente expartable.

A nivel mundial este cultive estd afectado por numerosas
enfermedades provocadas por bacterias, hongos y virus, lo que
ha llevado a tomar diversas medidas como la seleccion de
clones resistentes que contribuyan a la disminucicn de daftos.
De esta forma se han introducido en diferentes paises, entre

ellos Cuba, los hibridos FHIA provenientes de Honduras, iog
que presentan resistencia a la Sigatoka Negra (Rowe y Rosales,
1993; Musanews, 1995), enfermedad fungesa de efecto
desvastador para las plantaciones de platano y banano.

La introduccion de nuevos clones y su posible utilizacion para
la propagacion in vitro conlieva a un riguroso diagndstico para
descartar la presencia de patbgenos, fundamentalmente virus,
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los que en ia mayoria de los casos se encuentran de forma
asintordtica (Frison y Putter, 1989; Jones v Tezenas, 1993;
Diekmann y Putter, 1996).

En América, Ceniroamérica v el Caribe las enfermedades
virales mas difundidas en plitano son las provocadas por los
virus mosaice del pepino {CMV) v el estriado del platano
(BSV). la primera detectada en Cuba en clones comerciales
(Castro v eol, 1993} v la otra informada por Jones ¥ Lockhart
{1993) en los clones Mysore y Bungulan (Jones, 1993} en el
jardin clonal del Instituto de Investigaciones de Viandas
Tropicales (INIVIT) las cuales fueron rapidamente destruidas.
En la actualidad esta enfermedad se encuentra ¢cuarentenada en
nuestro pais.

El objetivo de] presente trabajo fue la aplicacion de técnicas
sensibles, confiables y rapidas para el diagnostico de astos virus
a partir de antisueros especificos para conocer ¢l estado
fitovirolégice del hibrido FHIA-21 introducide en nuestro pais.

MATERIALES Y METODOS

De un area bajo régimen de cuarentena abierta situada en
Bolondron, provincia de Matanzas, s¢ muestrearon al azar
plantas asintomdticas de pldtano del hibride FHIA-2I,
procedentes de Honduras v multiplicadas en cultivo i vitro,
de las cuales se tomaron 76 muestras formadas cada una por
porcicnes de hojas de 3 ¢ 5 plantones.

Las muestras colectadas se analizaron por la técnica
ELISA-DAS para determinar la presencia del CMV, con un
juego de reactivos (Sancfi), y para el BSV con el antisuerp
policlonal donado por el Dy, B, E. L.. Lockhart (Universidad de
Minnesota, USA), a traves del provecte FAO TC
P/ICUB/M4457.

El antisuero fue purificado por precipitacion salina y
cromatografia de intercambio ténico (Clark y Adams, 1977) v
se conjugd con la enzima fosfatasa alcalina (Sigma)
{Avrameas y col. 1978).

Se realizaron observaciones al microscopio electrénico de las
muestras procesadas por el método dip (Brandes, 1957}
utilizando acetato de uranilo al 2% como contrastante.

Para el BSV. las muestras negativas o dudosas por
ELISA-DAS se procesaron por inmunomicroscopia
elecirénica de captura (ISEM) {Milne y Luisoni, 1977).

RESULTADOS Y DISCUSION

Por las técnicas ELISA-DAS y microscopia electrdnica no se
detectd CMV en las muestras analizadas,

Las condiciones éptimas de trabajo de la [gG v el conjugado
para el diagnéstico del BSV fueron de 1 ug/ml ¥y 1/1000,
respectivamente, asi como diluciones de 1:3 de la muestra ¢n
tampon PBST + 1% NaS0Os3,

Con esta técnica resultaron positivas el 41% de las muestras
enunranga de 0,32-0,50 unidades de absorbancia, frentea 0,55
para ¢l control positivo vy 0,1 para el control negativo.

as muestras dudosas y negativas por ELISA se analizaron por
ISEM (Tabla. 1) v en un 30% de ellas se observaron particulas
baciliformes de 180 y 4¢3 am de longitud, a razén de 1.2 por
campo.

Tabla 1. Resultados de los analisis para ¢l BSY

. Muesreos ELISA* ISEM** |
!i L &2 2n4___ |
I 821 3/11
" 15/28 5/10
v 0/5 2/5 !

*muestras {+)/ total de muestras
** muestras {+}/ # de muestras dudosas o negativas

Por el método dip no se observaron en las mueswas analizadas
particulas de BSV.

Los bajos valores de ELISA, las pocas particulas capturadas en
ISEM unido a 1a ausencia de sintomas virales durante el ciclo
vegetativo de Iz plantacidn sugieren baja concentracion viral,
lo que coincide con Lockhart (1986) v Lockhart y Qlszewski
{1992) aunque no debemos descartar cierto grado de reacciones
heterdlogas entre el aislado de esie hibrido y el antisuero
empleado.

CONCLUSIONES

En el hibrido FHIA-21 se detectd solamente la enfermedad
viral producida por el virus estriado del plétano (BSV)
mediante el antisuero especifico.

RECOMENDACIONES

Conocer ¢l estado virologico de otros hibridos FHIA v clones
comerciales en Cuba,
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DETERMINACION DE PARAMETROS GPTIMOS PARA LA
DETECCION DE Phytophthora nicotianae EN SUELO
MEDIANTE UN METODO DE CEBO

. 1 . .
Ana Fernandez ', Verdnica Toledo? y Xiomara Rey *

1. instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal, (INISAV). 1710 v 5ta F # 574, Miramar,

C. de La Habana, Cuba

2. Instituto de Investigaciones def Tabaco, Km 8 _ Carretera Tumbadero San Antonio de fos Barios,

La Habana, Cuba

RESUMEN

ABSTRACT

FPara determinar fa densidad de indeulo (D), de Phyfophthora nicotiane
en sueln, se desarrollé un método, en el que se utilizan hofas de tabaco
como cebo. Para el establecimiento def método, se estudiaron aspectos
mpartantes, como tipo de agua empleada para realizar las suspensiones de
suelo, varfedad de tabaco mds susceptible al patégeno, proporciones de
apua-suefo, temperatura dptima para ef desarrolio del patdgeno v
alternancia de luz-oscuridad. Se comprobd, que la infeccidn de las hojas,
fue superior en la variedad PBDS v que las variedades Cerojo y Crioflo
también resultaron afectacdlas aungue en menor cuantfa. La Corojo Fspecial,
se mastrd més resistente al ataque del patégeno. For oira parte, se verificé
que en las suspensiones 176, 1/8 v en 1/10 fue superior ef ndmero de hojas
enfermas. tas condiciones de incubecidn iddneas para el desarrolfo del
paidgene, fueron temperatura de 27-30° Cy un fotoperiodo de 72 horas
luz. £ agua de Huvia y destilada esterilizadas o no, fueron las més adeciiadas
para fograr una mayor infeccidn de fas hojas.

Palabras claves: P, nicotianaeg, cebo, densidad de indculo

In order to determine inoculum density { 10 ) of Phytophthera nicotianae
a method was developed in which tobacco feaves are used as bait, To
establish the method some important aspects were studied for example
type of water used to prepare soff dilutions, the tobacco variery most
susceptible to the pathogen, sofl-water proportions, optimal temperaiure
for the develapment of the disease agent, and fight-darkness alternance. it
was proved that the infection of the feaves was higher in PBDE variaty, and
corojo and criolio variety were also affected but in lower degree. The variety
corojo especial showed a great resistance to the disease attacks. On the other
hand, it was verifred thar in T/6, 1/8 and 7770 soils dilutions, the number of
leaves was greater. The convenient incubation conditions far the
geveloprient of the pathogen were the temperatures 27- 30°C and an
alternance of 12 hours ligth. The rain vater and distilled stevilized warer or
not veere the most adequated in obtaining a greater infection 1o the tobacco
feaves.

Key words: P. nicotianae, bait, inaculum density

INTRODUCCION

4 pata prieta, es una de las enfermedades de mayor

importancia del cultivo del tabace en Cuba {Espine,
1996) y ha provocade grandes epidemias y pérdidas, en todas
las regiones tabacaleras, fundamentalmente en las provincias
de Pinar del Rio y La Habana (Fernéndez et al. ,1995)

Las medidas preventivas, son de particular importancia para
esta enfermedad y dentro de ellas, el conocimiento de los
niveles de indculo del patdgeno en suelo, que contribuyenala
elaboracién de estrategias de lucha v que permiten la

disminucidn del potencial de indculo en dichos sueles
{Fermnandez, 1995)

El aislamiento de Phytophthora de suelos naturalmente
infectados es dificil e imposible , a menos que se utilizen
técnicas especiales, tales como medios selectivos v cebos, que

correctamente empleadas suelen vencer estas dificultades v se
utilizan en los andlisis cuantitarivos de suelo. Para el éxito de
la téenica de cebo, debe tenerse en cuenta la seleccion y
utilizacién de partes de plantas de hospedantes susceptibles;
condiciones dptimas para el desarrollo del patégenc en el cebo;
la calidad del agua v la proporcion suelo-agua (Tsao, 1983).

Para las especies de Phytophthora, se han desarroliado diversas
técnicas, con resultados satisfactorios en los cuales se han
empleado frutos (Klotz y De Wolfe,1958), hojas (Klemmer v
Nakano, 1962; Jenkins, 1962; Neher ef of, 1993), otras partes de
plantas (Ponchet et g/, 1972; Anandaraj y Sarma, 1990}, as{ como
la combinacion de métodos (Goodin er all 1990; Dale v Irwin,
1990),
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Este trabajo consistis, en la determinacién de los parametros
optimos de la técnica de cebo para la deteccién de
Phytophthora  nicotianae (Breda de Haan), en suelos de
tabaco naturalmente infestados.

MATERIALES Y METODOS

Se elaboré un método de deteccidn def patogeno en suelo, mas
facil v con posibilidades de uso masivo, para el cual se
normalizaron algunos factores esenciales para lograr el
desarrollo éptimo del patdgeno en el suelo v 1a infeccion det
cebo. Se estudic la susceptibilidad de variedades de tabaco al
ataque del patoégeno; la suspension suglo-agua adecuada; el
tipo de agua y las condiciones de incubacién necesarias para
efectuar un recobrado 6éptimo del patdgeno en el suglo.

Se emplearon las variedades de tabaco Criollo, Corajo, Corejo

Especial y PBD6. Para la produccion de zoosporas (indculo
infectivo} se empled el método descrito por Taylor (1978). Se
tomaron 10 gramos de suelo Ferralitico Reje y se le afiadieron
5 m! de una suspension de 5 x 10° zoosporas /ml. El snelo
infestado se vertié em un recipiente con 100 ml de agug
destilada esterilizada y se realizé una suspension de 1/ 10, De
la suspension se tomaron 60 ml y se distribuyd 2 ml por cada
orificio de una placa pléstica de cuitivo de tejido gue contiene
24 orificios, cada uno con capacidad de 2 ml. Se emplearon 20
crificios por placa. En cada orificio conteniendo la suspensidn
de suelo infestado, se colocd sobre la superficie una hojita de
tabaco flotando. La incubacién fue a 28°C durante 72 horas v
s¢ observaron las hojas bajo el microscopio Optico para
detectar los zoosporangios del hongo ¥ cuantificar e] niimero
de hojas infectadas,

Para el estudio de la proporcién suelo-agua adecuada para la
infeccién en hojas de tabaco, se utilizé el procedimiento
descrito anteriormente y las suspensiones de suelo-agua
empleadas fueron de 1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10 1:12, asi como la
variedad de tabaco PBD6.

Se determiné la influencia de las condiciones de incubacién
optima para la infeccion de hojas de tabace y se probaron seis
variantes: temperaturas de 20, 25, 27-30 ¥ 30°C en oscuridad,
27-30 $C luminosidad total y 27-30 $C con fotoperfodo de 12
horas luz. Se empled el procedimiento descrito en el primer
experimento y se utilizo la suspension suslo-agua 1:10 v 1a
variedad de tabace PBDS6.

Para realizar la suspension de! suelo se probaron tres tipos de
agua: destilada, Ituviay potable, empledndose cada una de ellas
esterilizadas y sin esterilizacién, Se utilizo el procedimiento
descrito en el primer experimento v la suspension suelo-agua
1:10; Ia variedad de tabaco PBD6 v la incubacion fue a
temperatura de 27-30°C con foroperiodo 12 horas luz,

Se efectuc un andlisis de varianza simple con test de significacion
de Newman Keuls al § % de probabilidad de error.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determiné que las hojas de tabaco fueron adecuadas como
tranipa para detectar P. nicofianae en suelo infestado. Se aprecio
que la infeccidn de las hojas fue superior en las variedades PBDS,
Corgjo y Criollo; sin embargo en la variedad Corojo Especial se
evidencia la menor incidencia del hongo (Figura 1). Los sintomas
de la enfermedad, se observaron entre los3 a6 dias de incubadas
las hojas. Sobre la superficie v borde de las hojas, se observaron
los zoosporangios caracteristicos del hongo.

Con las diferentes suspensiones de suelo- agua prebadas se
observaron diferencias significativas en la infeccién en las
hojas de tabaco, que fue superior en las suspensicnes 1:6, 1:8
y 1:10. Con las suspensiones 1:4 v 1:12 se obtuvieron
resultados similares; mientras que con la suspension 1:2 se
obtuvieron los menores valores de infeccién de las hojas
(Figura 2).

Las condiciones éptimas para el desarrollo del patdgeno en que
se obtuvo una mayor infeccién de las hojas fue a la temperatura
de 27-30°C ¥ 12 horas luz, Se evidencid la importancia de la
alternancia de luz v oscuridad, al comprobar que las infecciones
fueron mas bajas en oscuridad o luminosidad total, agn en
temperaturas tan favorables para el desarrollo del kongo como
27-30°C. Se comprobd también que la iCmperatura es importante
parala incubacidn del cebo, ya que bajo condiciones de oscuridad
total los valores de infeccién fueron mas altos a la temperatura de
25°C que a la de 20°C (Figura 3).

El agua de lluvia v destilada esterilizadas o no, resultaron las
Inds adecuadas para la infeecidn del cebo. La utilizacion de
agua potable obtenida de la pila o grifo esterilizada con el
objetivo de abaratar Ia técnica fue menos apropiada, pero
resulto inaceptable cuando no fue esterilizada, por lo que su
utilizacién queda descartada de Ia técnica (Figura 4),

Segiin Tsao (1983}, para el éxito de la técnica de cebo, es muy
importante la seleccidn v utilizacion de partes de plantas (hojas,
tallos, etc) de hospedantes susceptibies, requerimiento gue
tuvimos en cuenta al seleccionar el cultivo del tabaco, asi como
¢l empleo de hojas muy pequefias que son muy susceptibles al
ataque del hongo.

Existen numerosos informes, donde se recomienda el uso de
proporciones de suelo-agua, de 1:6; 1:8 v 1:10, con lo que se
evita la inhibicién fungistatica (Tsao, 1960) v el recobrado es
satisfactorio, incluso cuando se analizan suelos con densidades
de indeulo muy bajas, las cuales no suelen detectarse cusndo
se emplean suspensiones menores de 1:6 (Tsao v Bower, 1983;
citade por Tsao, 1983),

Como se observé en nuestros ensayos la temperatura, es un
factor importante en la deteccion de especies de Phytophthora
del suelo. En este sentido, Matheron y Matejka (1992)
obtuvieron un recobrado méximo de P. Parasitica con
temperatura que oscilaron entre 13-30°C. Bajo nuestras
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Pardmetros para deteccicn de P. nicotianae
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Figura 1. Influencia de las variedades de tabaco en la infeccién de sus hojas por Pintophiora nicotianae
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Figura 2. Efecto de la suspension de suelo para la infeccién de hojas de tabaco por Phytophtora nicorianae
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Figura 3. Efecto de las condiciones de incubacién para la infeccion de las hojas de tabaco por Phyiophtora nicetianae

condiciones P. nicotiange, al parecer requiere tempetattiras
mas altas (25-30°C), para obtener un recobrado superior en

suelo, segan los resultados obtenidos en nuestros ensayos.
También Lutz ef 2l (1991) para el aislamiento de P. parasitica,
realizan un tratamiento rutinario, incrementando la
temperatura de los suelos a 32°C, durante 5 dfas antes del
aislamiente del patdgeno.

Tsao (1983) recomienda que para climas tropicales, la
incubacién de los cebos o trampas, debe hacerse en locales con
adecuadas regulacién de temperatura y bajo iluminacion
artificial. Ribeiro {1983), también considera necesaria la
exposicion del cebo a algunos perfodos de luz, por cuanto
favorece la formacion de zoosporangios.
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Ferndndez, Toledo y Rey
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Figura 4. Influencia del tipo de agua para la infeccion hojas de tabaco por Phytophthora nicotianae

Gerrettson-Cornell (1976), seitald la importancia de la calidad
delagua enlatéenica con cebos y obtuvo recobrados superiores
(94,32%), simflares a los nuestros cuando igualmente empled
agua destilada o agua desionizada en sus trabajos con
FPhytophthora spp.

La wrilizaciéon de agua de lluvia para la técnica con cebo, es
recomendada por Grimm y Alexander (1973), pero Tsao
(1983) seniala, que si esta téenica se emplea a gran escala,
entonces €5 adecuado el uso de agua desionizada de buena
calidad y menos costosa que el agua destilada.

CONCLUSIONES

® Lashojas de tabaco resultaron idéneas para el recobrado de
P. nicotinnae de suelos infectados.

® Lashojas de las variedades de tabaco PBD6, Corojo y Criollo
resultaron muy susceptibles a la infeccién del patogeno y
son cebos apropiados para el trampeo del hongo en suelo.

* El agua de lluvia y destilada, asi como las suspensiones
suelo-agua 1/6,1/8 y 1/10, resultaron més favorables para la
infeccion de las hojas de tabaco.

¢ Un rango de temperaturas de 27-30°C y un fotoperiodo de
12 horas luz, fueron las condiciones mas idéneas para el
desarrollo de la enfermedad en las hojas trampas.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se determinaron los umbrales de dafic y econdmico de fa maleza Cyvperus
rotundus L. en fos cuftivos de frijol, sova y malz sobre suelo Ferraltico Rojo
de La Habana y Matanzas, Pardo con Carbonato de Holguin y Pardo sin
Carbonato de Granma. Los resultados obtenidos mostraron gue se alcanzé
el umbral de nocrwdao‘ alos 15 dfas de interferencias para todos fos cultivos
con 64 brotes! m* para soya y 16 malezas para frijol y malz, con una pérdida
de rendimientn de 0.13 t/ha para frijol, 0.114 t/ha para sova v 0.134 tha
para mafz. £l umbral econdmico se alcanizd con 64 brotes a fos 30 dias de
competencias para maiz v soya y 16 brotes/ m™ 2 los 30 dfas parafrijol; tales
valores carresponden a un gasto e 160 pesns/ha para todos fos cultivos. Se
obiuvo correfacidn altamente significativa entre las pérdidas de rendimiento
y el tiempn de competencia, asf como la combinacién de este factor con ef
nimero de malezas. Se determind fa ecuacion de resresidn de mejor ajuste,
con fa cual es factible calcular las posibles pérdidas en dreas donde se
presente C. rotundus .

Palabras clave: Umbral da dafio, umbral sconémice, Cyperus
rotundus

Some experiments were carried out to determine the damage and economic
tresholds of the weed C. rotundus in beans, soyabeans and com crops on
red ferralitic soif of Havana and Matanzas, brown with carbonate of Holguin
and brown with carbonate of Granma. The results showed that the
nexfoousnees Lresho.’d was reached after 15 days of interference for alf crops
with 64 shootsim”® for soyabeans and 16 weeds for beans and corn, whith
a yield loss of 0.130 t/ha for bears, 0.714 t/ha for sovabeans, and 0.134
t/ha for corn. The economic treshold was reached with 64 shoatsim? after
30 days of competition for cont and soyabeans and with 16 shooisim?® after
30 days for beans, these values correspond to an expense of 160 pesosiha
for aff crops. A highly significant correfation was obtained between yield
losses and time of competition as well as between de combination of this
factor and the number of weeds. The best fitted equation of regression with
which the possible losses can be estimated in areas where C. rotundus is
present was determined.

Key words: Damage treshold, economic treshold, Cyperus
rotundus

INTRODUCCION

. rotundus estd presente en mas de 52 cultivos

econdmicos de 90 paises (Bendixen y Nardihalli 1987),
es considerada entre las 11 malezas mds importarttes del mundo
{Hawser 1967, Holm v cols. 1967 v Labrada v Paredes 1986 )y
como un problema grave en 37 paises (Doll 1996). En Cuba se
localiza en casi todos los cultivos econdmicos (Labrada 1990).

Esta maleza, se reproduce por semillas y propagules vegetativos
{tubérculos v rizomas), esta Gltima via es la fundamental (Doil
1996; Gene 1987 v Koch 1975 ). La interferencia con los cultivos
se produce tanto por la competencia como por alelopatia (Sendova
y Doll 1976). El uso inadecuado de herbicidas selectivos y el
manejo incorrecto de los cultives han dado lugar a cambios en la
composicion de malezas con predominio de C. rofundus en varias
hortalizas v granos. En maiz se producen pérdidas entre 19 v 40
% de la cosecha (Aleman 1989 v Cruz y Cérdenas 1974), y en
frijol éstas pueden llegar de 5 a 80 % (Dell 1996).

Los dafios o perdidas nto pueden verse aislados en el momento,
sing en un conjunto de factores que se interrelacionan entre si, los
que pueden determinar si se toman ¢ no las medidas de lucha
{Holm ¥ col. 1977 v Koch 1975). El objetivo de este trabajo fue
obtener informacién sobre el umbral de dafic ¥ ecendmico de C.
rotundus en frijol, soya y maiz, cultivos de importancia

econdmica en el pais que son imerferidos por la malezas en

estudio.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron experimentos para determinar los umbrales de
dafio y econdmico de la maleza C. rofundus en los cultivos de
frijol, soya v maiz scbre suelo Ferralitico Rojo, en las
provincias de La Habana ¥ Matanzas; Parde con Carbonato en
Holguin y Pardo sin Carbonato en Granma.
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Paredes y otros

Todos los experimentos se ejecutaron con disefio de bloques al
azar y parcela dividida con cuatro repeticiones y un drea de 1.4
metros cuadrados en frijol v soya v 1.8 metros cuadrados en
maiz. Las variedades utilizadas fueron GR-315 en soya, ICA
PIJAO en frijol y HT-66 en maiz. Para mantener libre de
malezas a los cnltivos de frijol y soya se aplico trifluralina 0.56
kg/ha ia. en pre-siembra incorporado al suelo a 8-10 cm ¥
metobromuron a 1.0 kg/ha i.a. en pre-emergencia ¥ en maiz;
atrazina a 4.8 kg/ha 1.a. en pre-emergencia.

Se estudiaron tres demsidades de la maleza 4, 16, v 64
individuos/metros cuadrados con periodos de competencia de
0, 15,30, 45, 60 dias y todo el ciclo del cultivo, donde se evalud
el porcentaje de cobertura y peso de la masa scca por metro
cuadrado en cada ciclo evaluativo.

Los rendimientos de cada cultivo se evaluaron al momento de
la cosecha. Elumbral de nocividad se determind como el valor
promedio de la menor diferencia significativa para las dos
medias consecutivas (3.q), tomando como base el percentil
correspondiente a la tabla de Rangos Multiples de Duncan {(q)
con el 3% de error,

Fl umbral econdmico se considerd a partir del valor de las pérdidas
de rendimientos producidas por una densidad y tiempo de
competencia que se igualan al valor de los gastos en laeliminacion
de la maleza con un valor de 160.00 pesos’ha como promedio. El
numero de malezas y dias de competencia fueron transformados
a vel % de coberturaa 2 arc sen . Los valores anteriores y el peso
de la masa seca fueron correlacionados con las pérdidas de

rendimiento v se determinaron las ecuaciones de regresion de
mejor ajuste para la posible estimacién de las pérdidas de
rendimientos en cada cultive.

RESULTADOS Y DISCUSION

Eldafio de C. rotundus alos cultivos de sova, fijol, y maiz, estuve
maés correlacionade con el tiempo de competencia ¥ la produccidn
de masa seca que con Ja poblacién v Ia cobertura de la maleza
(tabla 1). As{ mismo, la correlacidn ebtenida entre poblacion y
dias de competencia con las pérdidas, presents alta dependencia
en los tres cultivos v provincias evaluadas. En particular, en
Holguin se presentd mejor ajuste para todas las ecuaciones
evaluadas en frijol, que en el resto de las provincias. En el maiz
estas ecuaciones tuvieron mejor ajuste en Granma que en La
Habana y en sova solo se obtuvo alta diferencia significativa con
el tiempo de competencia. En los wres cultivos estudiados se logré
mayor dependencia cuando se establecid la correlacidn mitiple
entre tiempo de competencia ¥ poblacidn con las pérdidas de
rendimisnto. De estos resultados se obtuvieron las ecuaciones de
regresion de mejor ajuste para determinar las posibles pérdidas de
cada cultivo (tabla 2). Resultados obtenidos en frijol y soya en
competencia con Parthenium hysterosphorus L.(Labrada y
Paredes 1986), difieren de la interferencia de estos cultivos con
C rorundus. Esta diferencia puede tener su explicacién en las
caracteristicas fenotipicas de cada maleza, C. rotundus es
grandemente afectada por la falta de luz (Hawser 1967 ¥ Helen
1697). 1o que motivod que al cabe de 45-60 dias de competencia,

Tabla 1, Matriz de correlacién lineal y ecuacion de mejor ajuste de pérdidas de rendimientos en distintos cultivos

l! | Poblacién/m? | Dias competencia | Masa seca % de cobertura

|| Cultivos Provincias X1 xo ' xa i X3.X o
La Habana 0.39g** 0,848** 0.594* ' 0.550% | 0.936%* | 0.950%*

“Frijol Matanzas 0.789%* 0.382%* 0.928%* - | 0.817*%  0.929%*

i Holguin - 0.714 0.646 0.937%* | 0.956%* 0.963%* 0.979**

I iaiz La Habana 0.415 0.868+* 0.433 ' 0.513"* | 0.870%% 0.968** |
Granma | 0.743** 0.568* 0.808%* - _0.816%* | 0,938

‘Soya LaHabana | 0.080 0.969** 0562 0575 0.973** | 0.974** ]

Nivel de significacidén: * 5% de error, ¥* 1% de error

Tabla 2. Ecuasion de mejor ajuste de pérdidas de rendimiento en granos a causa de Cyperus rotundus L.

Ii_ Cultivos . Provincias Ecuacién de regresion x1.x2 - _
_ f La Habana y = 0,002 + 2.7 x 10°x1 + 5.8 x 10
1 Frijol I Matanzas y = -0,0230 + 1.03 x 10%x1 +5.0 x 1032 |
Holguin I y =0.066 +51x 1031 + 7.2 x 102 i
Maiz La Habana ! y=0.373 + 368X 101 + £.005x2 l
Granma y=0298 +83x107x1 +1.2x 10%%, '

| Soya La Habana y = -0,002 + 8.45 x 107x1 + 0.010x2
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Umbrales de dafio y econdmicos de Cyperus rotundus
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Figura 1. Umbral de dafic v econdmico de Cyperus rotundus L.
en fitjol

dicha maleza se redujera sclamente a la parte subterrdnea
(tubérculos v rizomas).

En frijol las pérdidas de rendimiento fueron significativas a
partir de 4 individuos v 30 dias de competencia en La Habana
v en Helguin v a los 45 dias en Matanzas. El umbral de
nocividad se obtuvo con 16 individuos y 30 dias de
competencia en La Habana, 4 individuos y 15 dias en Holguin
y en Matanzas, los valores de pérdidas con 4 individuos fueren
superiores al umbral, pero sin diferencias significativas entre

15, 30 y 45 dias {fignra.1).

Resultados similares han sido reportado en Brasil v ofros paises
(Koch v cols. 1982, William 1973 v Sendoya v Doll 1976),
donde se determinaron pérdidas de rendimiento entre el 25 v
50 % en época de lluvia y seca.

En soya las pérdidas se hiciercen significativas entre 15 y 30
dias de la brotacién del cultive. El umbral de nocividad se
egtablecié a partir de 64 individuos y 15 dias de competencia
{figura 2.}.

En maiz se produjeron pérdidas significativas entre 15y 30 dfas
con todas las densidades de la maleza (figura.3). El umbral se
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obtuvo a partir de 16 individuos y 15 dias en La Habana v
Granma. Resultados similares se obtuvieron en Colombia,
Cruzy Cardenas (1574}, donde la época critica de competencia
fue de 20 dias después de Ia siembra y al competir durante todo
el ciclo del cultivo, los rendimientos se redujeron en 40%. En
Nicaragua las pérdidas fueron significativas durante los
primeros 21 diag después de 1a giembra. (Aleman 1989).

En frijol ¢l umbral econdmico fue variable (figura 1), en La
Habana se obtuvo con 16 individuos a los 30 dias y en Holguin
se alcanzé con 4 individuos a los 30 dfas.

En soya (figura 2} el umbral econdmico se alcanzé con 4
individuos a los 45 dias y en maiz (figura 3), entre 4 v 16
individuos en 60 dfas en La Habana y 4 individuos en 60 dias
en Granma, El umbral econémico es muy variable, depende de
los rendimientos, valor de la produccién y de la localidad
independientemente de la maleza (Helen 1997 y Labrada
1990).No obstante brinda una sefial para establecer pardmetros
de control 2 partir de determinado numero de individuos por
metro cuadrado ¢ porcentaie de cobertura.
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Figura 2. Umbral de dafic y econdmice de Cyperus rotundus L.
en sova, La Habana
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CONCLUSIONES

La correlacién del tiempo de competencia v poblacidn de la
maleza'm® con las pérdidas de rendimiento fue altamente
significativa para el primer factor, excepto en frijol en
Matanzas y en maiz en Granma; y para el segundo factor fiijol,
maiz y sova en La Habana.

El umbral de nocividad se obtuve a partir de 15 dias de
competencia para todos los cultivos hasta 64 malezas para soya
v 16 para frijol ¥ maiz.

El umbral econdmico obtenide fue de 16 malezas para maiz,
soya v fiijol con 30 dias de competencia,
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RESUMEN

ABSTRACT

Se realizd un estudio comparativo entre los residuos de ditiacarbamatos en
tubéreulos de papa, correspondientes a las campadias 1995/1996 v los de
1997, A tal efecto se tomarond6 muestras en fa primera etapa (7993/1996;
y 55 muestras en la segunda (1997, todas procedentes de dreas de
proguccidn agricolas de fz provincia La Habana. Se llavé a cabo ademds un
estudio supervisado y controfado de residuos de mancozeb en el cultiva,
para lo cual se dispuso de un &rea cultivable de 200 m® y se practicaren 2
tratamientos con este fungicida a la dosis de 2.4 kg i.a/ha, con intervalo de
70 dias entre ambas aplicaciones. En todos fos casos fos andlisis de residuos
de ditiocarbarmatos se realizaron por ef método de hidrdlisis, liberacion de
bisuffuro de carbono, absorcion en potasa metandlica y medicidn
espectroforométrica. En la primera etapa (95/96), Jos residuos detectados
en los tubsreulos fueron considerablemente altos, toda vez que ef 60 % eran
superiores al LMR (G5 mg/kg), con un mayor valor de 20.9 mgfkg y un valor
medio de 3.6 mgikg. Los residuos originados en fa segunda etapa (1997},
aunque también fueron altos comparados con el LMR establecido,
disminuyeron notablemente, va que =f mayor valor descendic hasta 4.0
mgikg, con una media de 1.3 mgikg. En el estudio supervisado de
residualidad de mancozeb en papa, se encontrd que 7 dias despuds de fa
dfrima aplicacidn fos resicuos eran inferfores al LMR.

Palabras Claves: Residuos de ditiocarbamatos, mancozeb en
papa, método espectrofotométrico.

it was accomplished a comparative study between the residues of
ditiocarbamates jn potato tubers, corresponding to the campaigns
1595/1536 and of 1897, To such effect were taken 85 samples in the first
stage (1995/1996) and 335 samples in the second one (1997), alf of them
from agricuftural production areas of Havana province. # was carried out
furthermore a supervised and conirolled stidy of maneozeb residues in 2
cuitivable arez of 200 m? and were realized 2 treatments with this fungicide
to the dose of 2.4 kg a i.f ha, with interval of 10 days between both
applications. tn all the cases the residue analysis of ditiocarbamates were
aceomplished by the method of hydrofisis, release of carbon disulohide,
absorption in methanofic solution of potassium hvdroxide and
spectrophotometric measurernent | In the first stage (95/96), the rasidues
were very high. 80 % were beyond the MRL (0.5 mgfkg), with a greatest
value of 20.9 mgikg and an average of 3.6 mgikg. The residues originated in
the second stage (1997), were olso high, but, lower than in the first stage,
the greatest value descended to 4.0 mg / kg, with an average of 1.3 mg / k.
in the supenvised study of mancozeb , it was found that 7 days after the last
application the residues were inferior (o WRL.

Key Words: Ditiocarbamate Residuas, mancozeb in potato,
spectrophotometric method,

INTRODUCCION

ineb, maneb, mancozeb v metiram; constituyentes de

la familia de los etilenbisditiocarbamatos (EBDCs),
son un grupo de fungicidas frecuentemente usados para el
control de enfermedades fangosas en una gran variedad de
cultivos. Estas sustancias no son esiables en presencia de
humedad v/o oxigeno, ni en sistemas biol6gices ¥ como
resuttado de sus procesos degradativos pueden dar lugar a
compuestos tales como: etilentiurea (ETU), sulfuro de
etilenbisditiocianato (EBIS) y bisulfure de etilentiuram (ETD)
entre otros (bolsoni et al, 1993; Ahmad, 1993).

Los residuos de etilentiurea en alimentos tienen una gran
importancia toxicolégica ya que este compuesto, que ha
mostrado propiedades carcinogénicas en animales de

laboratorio, es también considerade peligroso a la salud
humana (Engst, 1974).

ETU es soluble en agua v facilmente absorbido y metabolizado
por el tejido vegetal y es un contaminante conmin en fungicidas
técnicos tales como maneb, zineb, naban v amoban (Fngst,
1974; Newsome, 1973).

Asl las cosas, se puede ver que ETU no solamente es un
metabolito de los fungicidas EBDCs; sino que ademés, es un
contaminante de sus formulaciones,
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Por todo lo antes expuesto, resulta de enorme importancia
mantener una esiricta vigilancia relacionada con la presencia
de residuos de EBDCs en los alimentos.

En Cuba, estos fungicidas se usan para el control de
enfermedades fungosas en mas de 235 cultivos diferentes, entre
los qué se encuentra la papa, tan importante en la produccion
de alimentos v tan susceptible de suftir el ataque de dichos
patdgenos. Loégicamente el uso de estos compuestos debe
realizarse en correspondencia con Buenas Précticas Agricolas
en el uso de plagnicidas (BPA).

Entre las acciones que se deben realizar para que se cumplag Jas
BPA estin: aplicacién de las dosis y niimero de tratamientos
minimos necesarios para el conirol de las plagas, asi como el
establecimiento de los Términos de Carencia correspondientes.

De los fungicidas ditfocarbémicos utilizados en papa, dos de
ellos tienen establecidos sus Términos de Carencia
experimentales en el pais : maneb (7 dfas) y zineb (2 dias) ; no
asi mancozeb y metiram. No obstante, desde hace algunos afios
se vienen observando residuos violativos de estos compuestos
en ¢l alimento, lo que implica un riesgo para Ia salud de la
poblacién y ha sido necesario dirigir determinadas
recomendaciones a la produccion agricola con la finalidad de
evitar estos riesgos toxicoldgicos.

El presente trabajo da una visién de la sifuacién existente
durante las campatias 95/96 en la provincia La Habana, con
relacion alos residuos de ditiocarbamatos en papa y lasituacidn
actual, después de las recomendaciones dirigidas a los
encargados de las atenciones fitosanitarias de la preduceion.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron monitoreos durante dos afios comsecutivos
(1695/1996), en areas de produccion de papa de la provincia
La Habana, para determinar los niveles de residucs de
ditiocarbamatos en los tubércules.

A tal efecte se tomaron 86 muestras procedentes de diferentes
zonas (Gliira, Alquizar, Giiines ¥ Bataband), siguiende la
metodologia de muestreo establecida (MINAG, 1981; Codex
Alim. 1996).

A su llegada al laboratorio los tubéreulos fueron lavados,
triturados (Codex Alim., 1985) y colocados en congelacion
(-18 ° C) hasta que se realizaron los analisis de residuos, los
que se llevaron a cabo por el métoda cuyo principio se describe
a continuacién : Los ingredientes actives se hidrolizan en
medio 4cido, el bisulfuro de carbono liberado se disuelve en
una soluci6n de hidréxido de potasio en metanol para formar
¢l xantato de potasio, al que posteriormente se le mide su
absorbancia en un. espectrofotémetro UV 2 302 nm (Rep. Cuba,
1987).

Los residuos detectados se tabularon, se determinaron las
valores méximo, medio y minimo y se compararon con el LMR

nacional. Ademds se determind fa Desviacion tipica, utilizando
el software Microsoft Excel.

Al concluir la etapa, los resultados se hicieron Hegar a las
diferentes 4reas de produccién involucradas, asi como al
Departamento Provincial de Sanidad Vegetal y Sub-Direccion
Nacional de Proteccién de Plantas, con las recomendaciones
correspondientes a fin de que se tomaran las medidas
pertinentes, para evitar tan alta residualidad en los alimentos.

Durante la préxima campaiia (1997}, se realizo un monitoreo .
dirigido a las mismas zonas y se tomaron 55 muestras de
tubérculos.

El procedimiento metodelégico seguido durante toda esta
etapa, fue el mismo que en la anterior y los resultados obtenidos
fueron enviados a la Direceién Provincial para su anélisis.

Ademés se llevé a cabo un estudio supervisado de residuos de
mancozeb en papa, para lo cual se realizaron dos aplicaciones
(separadas por 7 dfas) con el fungicida ditiocarbdmico, sobre
una parcela de 200m?, Los muestreos y analisis siguieron las
mismas metodologias planteadas en el transcurso del presente
trabajo.

Los resultados se compararon con ¢! LMR nacional y se
determind el Término de Carencia correspondiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se presentan los Tesiduos de ditiocarbamatos en
los tubéreulos detectados durante la primera etapa
(1995/19%6).

De la tabla 1 se deriva que el maximo residuo detectado (20.9
mg/kg) resulta extraordinariamente alto, con un valor medie
{3.66 mg/kg) que es 7.32 veces superior al LMR nacional (0.3

mg/kg).

En este trabajo no se analizé la presencia de residuos de ETU,
por no contar con el método analitico correspondiente
desarrollado, por lo cual no conocemos a que nivel pudo baber
llegado la residualidad de este toxico en los twbérculos
contaminados con tan altos residuos de EBDCs.

Como resultade del estudio supervisado de residualidad de
mancozeb en papa, se vio que 7 dias después de la dltima
aplicacion, los residuos en los tubéreulos eran inferiores al
LMR . :

Por oira parte , en un estudio realizado en papa mediante eluso
de radiotrazadores, se observo que 17 dias después de la Gltima
aplicacién de maneb, Ia mayor patie de los residuos se
encontraban en las hojas, mientras que menos del 0.3 % estaba
en log tubérculos {(FAQ, 1995).

Esta aparente contradiccion de los resultados obtenidos en los
estudios supervisados, con los residuos detectados durante la
etapa 95/96, solo se explica teniendo en cuenta que  €stos
residuos reflejan claramente que en dicha etapa, no se
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Residuos de ditiocarbamaios en papa

Tabla 1. Residuos de ditiocarbamatos en papa. Primera etapa

Muestras Residuos, mgfkg Muestras Residuos, mg/kg Musestras Residuos, mg/kg

R 0.5 30 117 | 60 ND

2 ND ! 31 1.5 : 61 12.6
- 11.7 32 ND : 62 : ND
i 4 . 0.8 | 33 0.7 €3 ND
' 5 1.3 34 ND - 64 ND

6 2.0 35 ND ' 65 11.2

7 7.8 : 36 0.8 66 1.5

8 25 | 37 5.2 | 67 | 19.8 ]

9 - 9.1 38 5.0 : 68 ' 5.0
10 ND : 39 1.1 69 5|
|| 11 : 7.8 40 ND 70 ND
‘ 12 i ND _ 41 5.5 . 71 ND
| 13 10.0 5 42 1.2 72 ' ND
! 14 | 2.4 43 1.1 3 73 13.3
“L 15 ’ 7.9 : 44 , 0.8 74 0.7
! 16 ' 20.9 ! 45 | 3.7 75 9.3
.17 ND 46 _' ND ' 76 : ND -
T 8.3 47 | ND 77 6.5 |
| 19 | 13 48 ! ND ! 78 - ND '
I 20 ' 17.6 49 0.7 : 79 ' 9.2
I 2 1.0 50 ND 80 36
22 11.3 51 ND .' 81 7.0
i! 23 ND 52 ND 82 ' ND

24 . 2.9 . 53 6.3 83 ' 5.0

25 | ND 54 | 1.5 84 ND

28 : 10.8 55 ' 2.3 f g5 4.6

27 ND ' 55 13.0 86 : ND

28 ND 57 ND

29 ND 58 ND

respetaren las Buenas Practicas Agricolas en ¢l uso de los
plaguicidas { BPA ).

Ademas, la desviacién tipica que da una medida de la
dispersion de los valores, en este caso presenta un alto nivel

(5.02 mg'kg), o que puede ser interpretado como.

consecuencia de irregularidades durante la practica agricola.

Laos residuos comrespondientes a la segunda etapa (1997), se
presentan en la tabla 2,

Aunque en esta etapa los residuos de ditiocarbamatos son altos
en comparacion con ¢l LMR, se observa una clara disminucién
con relacion a la etapa anterior. El residue méximo detectado
{(4mg/kg} fie considerablemente inferior v también lo fue el
valor medio obtenido (1.29 mgkg).

En los resultados de la etapa se observa una diminucién de la
Desgviacién tipica (1,22 mg/kg). lo que permite asegurar que se

logré un mayor cumplimiento { aunque no completo ain) de
las BPA,

CONCLUSIONES

® Siempre que se aplique mancozeb sobre el cultivo de la papa
a la dosis de 2.4 kg ia./ha; 7 dias después de la wltima
aplicacion los residuos seran inferiores al LMR nacional (0.5
mg'kg),

¢ Queda demostrado, que siempre que los residuos de EBDCs
en los tubérculos de papa al momento de fa cosecha, sean
superiores al LMR establecido nacionalmente, es porque no
serespetan las Buenas Practicas Agricolas en eluso de los
plaguicidas en el cultivo.
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Tabla 2, Residuos de ditiocarbamatos en papa. Segunda etapa

Muestras Residuos, mg/kg Muestras Residuos, mg/kg : Muestras i Residuos, mg/kg
B 1 1.7 ' 20 ND 39 0.6
2 0.6 21 2.3 5 40 ND ;
3 3.0 ; 22 1.2 41 : 07 !
4 1.3 23 1.7 42 é ND
5 2.8 | 24 05 43 ! ND
6 2.7 25 ' ND : 44 2.9
7 ND _ 26 3.0 45 ' 2.4 B
8 3.1 . 27 1.0 46 2.2
8 1.4 28 2.0 47 2.7
| 10 . ND : 29 1.1 N 48 : 0.8
! A ND 30 1.4 49 ND
12 i 2.7 31 ND . 50 ND
13 L 2.8 5 32 ND 51 - 3.8
14 0.9 5 33 ND ! 52 ; ND
P15 2.2 34 0.8 53 2.2 !
18 0.6 | 35 ND 54 | 4.0 |
17 27 ! 36 ND 55 . ND J
138 I 0.7 37 1.4 '
L 19 ND 38 3.1 ,
RECOMENDACIONES Replblica de Cuba. Registre Ce_mral de Plaguicidas Autorizados.

® Mantener un sistema de vigilancia de residuos de
ditiocarbamatos en papa que conlleve en iltima instancia a
la obtencidn de Alimentos inéeuos.

® Desarrollar un método analitico para la determinacién de
residucs de ETU en alimentos.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se describe el comportamiento de carbofuran en un suelo que ha recibido
aplicaciones repetidas del plaguicida, para lo cual se tomaron muestras de
un campo de fa Empresa Arrocera del Sur de Matanzas donde ha sido
apficado el insecticida por mas de 10 afios en el conwrol de plagas en ef
cuttive.  Una muestra sirnilar, del mismo tipo de suvelo { Oseuro Plastica)
pero sin tratamientos previos, fue tomada como control. Los suefos se
colocaron por separados en recipientes poco permeables v se adiciond una
pelicuta de agua de unos 3 cm sobre ef nivel de cada uno, 1a que se mantuvo
durante ef tiempo en que durd ef experimento. La contaminacion se realizd
adicionando 7 g de carbofuran 5 % C a ambos suclos { sin tratamiento previo
v aplicaciones repetidas). Se romaron muestras 2 05 3,5,7,10.13 v 20 dfas
de apficado ef insecticida v los residuos se analizaron por cromatografia
gaseosa con detector termoidnico, ¢on un fimite de deteccion de 0,02
mgikg. £ carboiuran se degradé mas rdpidamente en el suelo donde se
habian realizado aplica-ciones repetidas , lo que provocd una disminucidn
de su efecto bioldgico en la Empresa Arrocera del Sur de Matanzas donde
fue repartado un controf deficiente de fas plagas por la aplicacidn de éste
insecticida. Al principio se supuso, que Ja situacion presentada en dicha
Empresa podia deberse a que la calidad del formulado no era Iz adecuada.
Sin embargo esto se descartd despuds que se realizaron los andlisis
ordinarivs, asf come la prueba de {ixiviacidn forzada, que demostraron que
ef carbofuran satisfacia todas fas exigencias para este tipo de formulado. Efo
como es fégico condujo al resuftado que se describe.

Palabras claves: Carbofuran, degradacion, aplicaciones

It is described the behaviour of carbofuran in a soil that was treated
repeatedly with this insecticide for more than ten years. For this purpose,
soil fram the rice Enterprise * Arrocera del Sur de Matanzas” was taken for
the experiment. At the same time as conirol of the same characteristic was
taken from 2 nearby pristine area. Both soils were put in plastic boxes and
water added until a 5 cm layer covered them. This water fevel was
mainiained during the experiment, One gram of carbofuran 5 % C was
applied in each soil. Soil samples were taken 3,5,7,70,13 and 20 days after
the treatment and the carbofuran concentration determined by gas
chromatography using a thermoionic detector . The detection limit was 0,02
mgikg. Carbofuran degraded faster in the soil that was 1reated repeatsdly
than i the pristine scil. Evidently this was the reason of the low biological
effect achieved in the above mention rice enterprise and not the quality of
the formulated that was corroborated chemically and by the normal physical
essays including the forced Jeaching one

Key words: Carbofuran, degradation, treatmesnts

INTRODUCCION

a degradacion acelerada de los plaguicidas aplicados al

suelo por repeticidn de tratamientos es un fendmeno que
fie iniciaimente sefalado para el caso del2,4 Den 1949 ( Cain
et al, 1991 }, pero actualmente son multiples los plaguicidas
gue aparecen reportados en la literatura que puieden presentar
esta caracteristica entre los que se encuentran ; difemamida,
benomyl, isofenfos, MCPA, , propanil, linuron y carbofuran
entre otros { Aharonson et al, 1993; Racke eral, 1990 ; Roberts
et al, 1991)

Si por una parte la degradacién acelerada de un plaguicida en
suelo confribuye 2 la disminucién de la contaminacion
ambiental , v de hecho ha sido utilizado su principio en la

destruccion de plagnicidas en el medio { Moreno y col, 1993;
Megharaj et al, 1994 ), por ofra parte repercute en la pérdida
de su actividad bioldgica trayendo como consecuencia un
escaso control de las plagas en el cultivo donde se aplique.

Es importante en la actualidad, disponer del conocimiento de
Ia existencia de esie fenomerno, pues en muchos casos el control
deficiente de una plaga es asociado a la  mala calidad del
formulado que se utiliza ¥ en ocasiones se aumnenta 1z dosis de
aplicacién trayendo como resultado la agudizacién del
problema, asi como la pérdida del producto,
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En el presente afte fue comunicado por los especialistas de la
Empresa Arrocera del Sur de Matanzas un contro] deficiente
del carbofuran después de realizados los tratamientos
habituales, por lo que fue necesario realizar un estudio
encaminado a determinar la causa de dicho problema.

MATERIALES Y METODOS

Para determinar la calidad del carbofuran utilizado en las
aplicaciones, se determinaron los pardmetros fisico - quimico
en tres muestras del formulado, de acuerdo a las técnicas
gstablecidas en el Departamento de Quimica del INISAV,

Se realizo ¢} estudic del comportamiento de carbofuran en
suelo, para lo cual se utilizé muestras de suelo Oscuro Plastico
proveniente de la Empresa Arrocera del Sur de Matanzas donde
ha sido aplicado el insecticida por mas de 10 afios en el control
de plagas en el cultivo del arroz ( aplicaciones repetidas), ast
come de muestras de suelo sin tratamientos previos del
insecticida de la mencionada area.

Los suelos se colocaren por separados en recipientes poco
permeables y s¢ adiciono una pelicula de agua de unos 5 cm
sobre el nivel de estos, la que se mantuvo durante el tiempo que
duro ¢l experimento, La contaminacion se realizé adicionando
1 gramo de carbofuran 5 % G a ambos suelos.

Se tomaron muestras de suele ( sin tratamiento previe y
aplicaciones repetidas) a los 3,5,7,10,13 v 20 dias de aplicado
el producto ¥ los residuos se analizaren por cromatografia
gaseosa con detector termoidnico con un lmite de deteccion
de 0,02 mg'kg

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados analiticos obtenidos en las muestras de
formulados de carbofuran aparecen en la tabla 1, que
demuestran que el producto cumple con las especificaciones
de calidad contratadas, por lo que e! control deficiente
bicldgico ohservado en dicha zona no estd dado por la mala
calidad del plaguicida como se suponiaal inicio de presentarse
el problema, ya que en ofras ocasiones la disminucidn control
ha estado asociado auna liberacion muy répida del ingrediente
activo del granulado, como lo demuestra la prueba de
lixiviacion forzada que se realiza en el laboraterio, asi como el
tamafio de particulas grandes o demasiado pequefias que
aumenta la liberacién del ingrediente activo

En la tabla 2 se muestran los resultados del estudio de
degradacion del carbofuran en suelo en ambas varjantes y
donde se manifiesta la répida degradacion del insecticidaen el
suelo donde por un periodo de 10 afies se han realizade
aplicaciones reiteradas en el control de lag plagas en el cultivo
del arroz.

En general todo plaguicida aplicado al suelo es transformado
por ics microorganismes de este, pero su actividad sobre las
plagas en el area aplicada puede durar de 1 a 2 meses
(Felsot,1986), sin embargo en diferentes estudios realizados se
ha sefialado que la aplicacion repetida de carbofuran sobre un
mismo suelo conlleva a la adaptacion de la flora microbiana,
la que puede utilizar a este plaguicida como fuente de
alimentacion y por tanto a su rapida desaparicion del medio.
{(Rasul et al, 1989; Pussemier L. ,1991), Estos resultados
coineiden con los obtenidos en nuestro esmdio

Tabla 1. Resultados fisico quimicos en las muestras de carbofuran

Muestra 1 i

—

! Tipo de ensayo Muestra 2 Muestra 3 Segun ;
: especificaciones de
calidad i
f; Contenido de ingrediente 5.02 i 5.01 : 5.15 45-55 :
|activo % PP _ | “
Lixiviacion forzada 1! 12 11 8.15 ' méximo 15
| H
| H ! 7.96 7,52 8.61 _ 6-7
2 i i
. Tamano de particulas, % |
mayer de 1 mm 1.58 0.89 1.7 ; -
1 mm - 0.8 mm 5.83 6.08 5.06 : -
0.8 mm - 0.4 mm 90.0 87.77 88.2 i 90 como minimo
i 0.4-0.25mm 2.4 5.0 i 3.2 .
| Polvo 0 0 0 0
5! Humedad, % L 0.4 , 1.2 - _ méximo 1
Densidad 1.37 1.34 1.34 | 13-14
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Degradacicn de carbofurdn en suelo

Tabla 2. Cinética de degradacién de carbofuran en suelo.

Variante Residuos{img/kg) para t {dias) después de la aplicacién :

3 5 7 1 10 1 13 20

Sin tratamiento previo 6.6 - 3.2 5 1.8 : 0.48 0.1 :
| Aplicaciones repetidas .07 0.61 c4a - 026 010 ad
CONCLUSIONES carbamate Insecticides. The sixth International Congress of

El carbofuran se degrada rdpidamente en suelo donde se han
realizado aplicaciones repetidas del insecticida, lo cual
determina la disminucion del efecto biolégice de este
plaguicida en el cultive del arroz .

RECOMENDACIONES

Se recomienda sustituir el carbofuran por otro insecticida no
carbédmico para el control de plagas en suelos que presenten
estas caracteristicas ya que ademaés de no controlar Ia especie
para lo cual se aplica hay una pérdida  de producto .
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RESUMEN

ABSTRACT

Se evalud fa reproduccidn masiva de Liriomyza trifolii a partir de 15 parejas
alimentadas sobre plantas de romate flicopersicum sculentum),
papalSolanum tuberosum), haba de lima(Phaseolus funatus), v
frijoliPhaseofus vulgaris). Se observé la cantidad de farvas, el nimero de
pupas formadas y el porcentaje de adulios emergidos. La mayor cantidad
de pupas formadas se obtuvo en Ja variante de L &rifalii alimentada con
hojas de frijol, con un 63% y la emergencia de adufics fue de un 88% ;
seguida de a varlante de tomate, papa v haba de fima. De las plantas
evaluadas e frijol fue ef que desarrollé mds rdpido con un pramedio de 6
dias para obtener una planta iddnea para ser infestada por dicha mosca, Su
ciclo bioldgico tuvo una duracidn promedio de 13 a 15 dfas en fos diferentes
ctiftivos evaluados desde fa fase de huevos hasta fa emergencia def adufto,
fas hernbras depositaron un promedio de 127 a 747 huevos en dependencia
del cuttivo sobre ef que se alimentaron.

Palabras claves: L trifolii, repraduccién masiva, hospedantes

Liriomyza trifolii mass multiplication was evatuated with a starting point of
15 couples feed over tomato {Lycopersicon scufentum), potato (Sofanum
tuberosumy, Lime bean (Phaseolus lunatusi and bean (Phaseafus vuigaris)
plants. The quantity of farvas, the number of pupae formed and the emerged
adults percentage was observed. The higher quantity of formed pupae was
ohrained with L. trifolii variant feed with bearn’s leaves, with a 63% and there
was an 88% of emerged adults; the varfant of tomate, potato and Lime bean
were after. From evaluated plants, bean plants had the faster development
with 2 6 days average for the obtention of a convenfeni plant to be infected
with this fiy. It's biological cycle has an average duration of 13 to 15 days at
different evaluated crops from the egg ration to adult emerged, females puts
an average of 127 to 147 eges depending on the crop they used for feeding.

Key words: L, trifolii, hosts, mass repreduction

INTRODUCCION

iriomyza trifolii (Burgess) es una mosca cuyas larvas se

desarrollan en el meséfilo de la hoja de numerosas
plantas como: papa, hortalizas, guisantes y plantas
ornamentales (Vercambre, 1980; Minkemberg y col.1986) y
seglin los Ultimos autores la plaga llegd a causar perdides
considerables a los produciores de flores holandeses. Cabello
y col. (1993), Rodriguez- Rodriguez y col. (1995), plantearon
que esta especie de minador desplazo a otras especies en 1982
cuando se introdujo en Esparia, sobre los cultivos horticolas y
de invernaderos.

Vercambre {1980) estudié ef comportamiento bioldgico de
L.trifoli en laboratorio y observé que el apareo se produce
poco después de la emergencia ¥ que solamente un macho
fertiliza todos los huevos puesto por la hembra y obtuvo un
ciclo biolégico de 11 a 12 dias en hierba blancay de 14 a 16
dias en frijol 2 temperatura de 26°C a 30°C y humedad relativa
del 65 al 80 %, que la actividad de los adultos es esencialmente
diurna v que la hembra deposita un total de 460 huevos cuando
se alimenta con miel. Villagran{ 1993), diferencio las distintas
especies de minadores de importancia en los cultivos de
invernaderos porque son muy parecidas.

Charlton y Allen (1681); Zehnder ¥ Trumble (1983)

encontraron que los machos sélo viven 2,3 dfas v las hembras
7,2 dias.

Larew v col {1985) reprodujeron este minador manteniendo la
criz de 30-75 adultos sobre planta de 2 a 4 semanas en
invernadero v las infestaban durante 24 horas con 16 horas/luz
y de 23°C a 30°C de temperatura,

Minkenberg v Lenteren (1986} informaron que la temperatura
éptima de desarrollo para L.trifolli en crisantemo fue de 255C
y obtuvieron la mayor emergencia de pupas 2 26,78C con un
92 9% de H.R. Estos autores plantearon que las larvas producian
una mina retorcida cuya consistencia y forma dependian de las
plantas hospederas v que al principio no tenfan color ¥y
observaron que ésto ocwiria a los 3 6 4 dfas de la ovoposicion,
torméandose amarillenta entre los 6 y 7 dias coincidiendo con el
29 v er. instar de la larva.

En Cuba se ha observado este minador afectando cultivos de
importancia econémica; pero el estudio de su comportamiento
biolégico en condiciones de laboratorio ha sido escaso: por tal
motivo nuestre trabajo tuve como objetive desarrellar una
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técnica que nos permita obtener grandes cantidades de este
Insecto para realizar estudios fundamentales y lograr la
reproduccién de agentes biologicos a gran escala para su
enpleo en los programas de control integral, asi como elaborar
una metodologia de trabajo,

MATERIALES Y METODOS

Se comenzd la cria a partir de hojas infestadas colectadas en
areas de campo y se mantuvieron en condiciones de laboratorio
hasta la emergencia de los adultos.

Los cultives utilizados para este experimento fueron: tomate
(Licopersicum sculentum), papa (Solanum tuberosum), haba
de lima (Phaseolus tunatus) y frijol (Phaseolus vulgaris}., los
que se sembraron en recipientes metalicos de 8,6 cm de
didmetro y se situaron en un local a temperatura de 265C y 83
Yo de H.R. con 10:14 horas luz‘oscuridad, hasta obtener plantas
con 4 hojas las que se wasladaron a 1as jaulas de infestacion.

Una vez emergido los adultos fueron sexados en un
microscopio estereoscopico e introducidos en las jaulas de
nfestacion. Las plantas permanecieron durante 48 horas para
su infestacién y luego son trasladaron a las jaulas de cria hasta
la formacidn de las pupas, 1as que se cosecharon cortando las
hojas a los 6 dias de infestadas o cuando se observaron las
larvas amarillas, las cuales se situaron en placas de petri de 15
¥ 1,5 cm sobre un disco de papel de filtro humedecido.

A las 24 horas de formada las pupas se recogieron con un pince!
fino y se depositaron en las cajas de salida.

Los datos se transformaron a, y para su analisis se procesaron
mediante un ANAVAR simple y las medias se compararon
mediante 1a prueba de Rango Multiple de Duncan para el 5 %
de probabilidad de error.

RESULTADOS Y DISCUSION

En latabla 1 se muestran los resultados obtenidos en la biologia
de este insecto para los diferentes cultivos evaluados,
observandose que el cultivo de la papa difirié significativamente
delrestode los cultivos y en general el ciclo bioldgico oscilé entre
14y 16 dia, coincidiendo con Vercambre (1980) para la variante
del fiijol. La duracion de los adultos se comporté para las hembras
entre4 vy 5 y losmachos de 2,7a3.4 dias respectivamente, datos
similares a los obtenides por Charlton v Allen (1981} y Zehnder

y Trumble (1983); asi como diferimos de lo planteado por
Vercambre (1980} con respecto a los huevos obtenidos por
hembras y con Minkenberg v Lenteren (1986) en el porcentaje
de pupas, mientras que en el caso de las larvas se obtuvieron
resultados similares.

El periedo de desarrollo de la planta desde su germinacion hasta
el momento de su utilizacién para la infestacion, varié de 1 a3
semanas en dependencia del cultive empleado en el experimento,
siendo similar a lo planteado por Larew y col.(1985) v
discrepando con las horas reportadas para la infestacion.

Como se observa en la tabla 2 el costo por adulto obtenido fie
de 0,075 pesos.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. El mejor cultivo para 1a reproduceion masiva de Liriomyza
trifolii fue el frijol, por tener el periodo de desarrollo més
COTto.

2. Elciclo biolégico de Liriomyza trifolii oscils entre 14 ¥ 16
dias y ¢l mas corto fue en el frijol.
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Tabla 1. Buracién de las fases del ciclo bioldgico de Liriomyza trifolii (Burgess) y cantidad de huevos por hembra en diferentes cultivos.

Cultive ] Hueve | Larva | Pupa : Adultos _ Ne. !
| _hembras machos | huevosthembra
Tomate 2b 5.86b 6.32b 4s8b 34a | 13906 |
Paps 2.48a 7.64a 6.7b 5.0a 2.0b 121.7b

. Habas limas 2b B.9b 7.26a 5.3a 2.7 135.4b ]
' Frifol 2b 592 . 6.2b 5.1a 2.9 141.2a |
CV. % i 8.2 17.4 ! 13.5 10.2 1.3 18.1 i
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RESUMEN

ABSTRACT

La Técnica def Insecto £stérif y fa Esterilidad en la F-1 son métodos que han
alcarizado un gran desarrolio para la hucha contra los insectos plagas, siendo
un aspects importante en tode ef proceso fograr una técnica que permita
clasificar las criséliclas en la edad dptima para ser sometidas a fas fuentes de
irradiacién. Debido a que para la irradiacién de las crisdlidas de Diatraca
saccharafis este procedimiento se reafiza con el auxilio de un
MICrOSCopio-gstereoscapico 0 por un Manejo exacto de la cria nos
propusimos obtener una téenica mds répida v econdmica. Se realizaron
pruebas iniciafes con crisdlidas de 24 horas de formadas para determinar en
que momente se produciz fa flotacidn de fas mismas determindndose que
el 160 % flotaban en el intervalo de 4 -6 dfas. Posteriormente se escogieron
af azar crisdlidas machos de 4-6 dias y se introdujeron en la columna de
agua anotando las que flotaban y asf determinar el tiempo que demaran en
emerger los adultos, obtenféndose que entre fas 24 v 48 horas se produce
fa emergencia de estas, garantizdndose de esta forma un método gue
permite clasificar las crisdficdas de dos dfas antes de emerger, tiempo dptimo
para ser sometidas a fa frradiacidn,

Palaabras elaves: Diatraea saccharalis, irradiacion

Sterife insect and F-T sterility are methods thar have reached a great
develooment for pests’ conirol, being an important aspect all over the
process the obtention of a technigue for classifying optimal age chrysalis to
be submitted to irradiation sources. Due to Diatraea saccharalis chrysalis
rraciatian is made with the help of a stereoscopic-microscope or with an
exact handiing of the rearing we propose to obtain a faster and more
econofmical technique. initial tests were made with chrysalis 24 hours
formed to determine when its floating occur, determining that 100% were
floating in 4-6 days interval. Posteriori mafe chrysalis of 4-6 days were choose
randomly and were introduced in water columns annotating those who
floats and so determine the emergence time of adults, obtairning that
between 24 and 43 howrs is produce the emergency of this, guaranty in this
way & method that permit us to classify the chrysalis 2 days before emerge,
optimal time (o be submit to irradiaticn.

Key words: Diatraes saccharalfs, irradiation

INTRODUCCION

1 borer de la cafia de azicar, Diatraea saccharalis

(Fab){(Lepidoptera: Pyralidae) constituye la principal
plaga que ataca a este cultivo en Cuba, siendo el dafic que
proveca importante desde el punto de vista econdmico, ya que
las larvas practican tineles en los entrenudos reduciendo el
vigor de la planta v a veces hacen que se quicbre o se muera la
parte distal del tallo, provocando la muerte de las plantulas
(King, 1984). Ademds por las perforaciones del borer penetran
microorganismos que contribuyen activamente a la
descomposicion de las sustancias presentes en el tallo.

Su contrel se realiza principalmente mediante 1a utilizacion de
medios bioldgicos, pero actualmente en el mundo existen otros
métodos de lucha, siendo unos de los mas novedosos la Téenica
del Insecto Estéril y La Esterilidad en la F-1 {Knipling, 1953;
Gonzalez, 1988). Estas técnicas necesitan de la ¢ria de un gran
mimero de individuos, que serin esterilizados mediante el
sometimiento de las crislidas (unas 48 horas antes de emerger
los adultos) a radiaciones ionizantes (Gonzdlez,1989;

Gareia,1990) que permitan la trasmision de la esterilidad a la
descendencia F-1,

Actualmente Ia seleccidn de las crislidas para ser irradiadas se
realiza mediante el uso del microscopio-estersoscopico o por un
manejo exacto de la cria (Gonzalez, 1986), pero dichos métodos
resultan muy engorrosos y agotadores para el hombre porque
deben trabajar con un gran nimero de crisalidas en crias masivas.

Con vistas a facilitar este procedimiento se analizaron las
caracteristicas que cambian en las crisdlidas a través del tiempo,
come la coloracion, el tamafic y ] peso. El tamafio no tiene gran
valor para definir la madurez de esta fase del insecto pues su
variacion ¢s minima v el color varia pero su determinacién
requiere de un equipamiente no disponible actualmente. Por
ello se considerd que ¢l peso constituia una caracteristica que
podia variar con el tiempo v era relativamente ficil de medir,
por lo que el objetivo del presente estudio fie su evaluacién
para la clasificacién de 1as crisdlidas de D. seccharalis.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron crisdlidas masculinas de Diatraca saccharalis
obtenidas de una cria en dieta artificial que se realiza segtn el
método de Gonzales (1988), en el laboratorio de Cria de Borer
del INISAV, a temperatura de 291°C, 855% de HR y un
fotoperiodo de 14:10 horas L.

Primeramente se realizaron pruebas de flotacién con 13
crisalidas de 24 horas de formadas, las que se intredujeron
diariamente en una columna de agua a temperatura de 22°C, a
fin de determinar el momento de la flotacién.

A partir de los resuitados obtenidos en ¢l ensayo anterior se
evalu el tiempo en que demecren en emerger los adultos con
posterioridad a la flotacion. Para elio se realizaron 6 pruebas
con 10 crisélidas cada una, colocando las crisalidas que
flotaban en jaulas de emergencia ¥ anctando el momento en
que emergian los adultos, asi como determinando su peso en
g, para lo cual se utilizé una balanza apalitica ¥y ademas se
determind el intervalo de confianza de los resultadoes
obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determind que las crisalidas que se sumergian en agua a las
24, 48, 72 horas de formadas se hunden, al igual que el 66.6 %
de las de 96 horas {Tabla 1), mientras que of 100% de las
crisalidas de 120 horas flotan, pudiendo comprobarse ademds
de que el peso se incrementa con el tiempo de formada la
crisdlida, llegando a un momento méaximo en coincidencia con
el tiempo en que comienza a producirse el proceso de
formacioén del adulte, disminuvende con posterioridad
considerablemente,

Este fendmeno estd relacionado con las variaciones
morfoldgicas que se producen durante el proceso de
metamotfosis, va que las estructuras del adulto se forman a
partir de los cuerpos adiposos de las larvas, del azicar de la
sangre v de los musculos en una serie de procesos de
transformacién que se agrupan en dos fases: histélisis ¢
histogénesis (Ross, 1968). La histélisis es un proceso de
destruccion esencialmente catabolico; los leucocitos v las
enzimas transforman el cuerpo adiposo de la larva, la mayvor
parte de los tejides musculares, ndudablemente también partes
de otros tefidos y por Gltimo los mismos leucocitos , en una
materia nutritiva transportable por la sangre & los tejidos en
crecimiento.

La emergencia de los adultos se alcanza como maximo a las 48
horas posteriores a que las crisdlidas flotan (Tabla 2) lo que
corrobora que el método de flotacidn permite conocer la edad
optima de las mismas para someterlas a la irradiacion. ya que
segln { Dominguez, 1990) esto debe realizarse dos dias antes
de la emergencia de los adultos , momento en que tienen la
madurez necesaria para ser sensibles a este elemento, en
correspondencia con los requerimientos dados por (Li, 1987)
para alcanzar la esterilidad de la descendenciaen la F-1,

Evaluaciones realizadas con crisidlidas no irradiadas
permitieron comprobar que el proceso de inmersion en agnano
dafia somdtica ni corporakmente esta fase del insecto.

Se determind un intervale de confianza para la emergencia de
los adultos & partir de las crisdlidas que flotan de (1.53 ; 1.78}
para un 95 % de confiabilidad.

Estos resultados permitiran una reduccidn del costo de
produccion por concepto de salarie, ya que con menor mano
de obra en un menor tiempo se logrard separar un nomero

Tabla 1. Relacion entre el peso y la flotacion de crisélidas de D. saccharalis de diferentes edades introducidas en una columna de agua

Crisdlidas ‘| Dfa Peso-Respuesta Il Dfa Peso-Respuesta | Ill Dia Peso-Respussta IV Dfa Peso-Respuesta

1 ' 0.133-H 0.146 - H - 0.148 - H . 0.124-F

2 0.087 - H 0.103-H 0.135 - H ! 0.083 - F

3 0.077 - H 0,092 - H 0,123 - H 0.007 - F

4 0.137 - H 0.150 - H 0.127 -F Ernergis

5 0.084 - H 0.100 - H 0.134 - H 0.083 - F

B 8 0.095 - H 0.106 - H 0.087 - F 0.082 - F

: 7 0.140 - H 0,155 - H 0.158 - H 0.134 -F
8 0.090 - H 0.105 - H 0.035 - F 0.075-F

9 0.109 - H 0.117 - H 0.118 -H 0.086 - F

10 0.143-H 0.152 - H 0.153 - H 0,121 -F

11 0.103 - H 0.116 -H 0.100 - E Emergid

12 ; 0,106 - H 0.120-H 0.124-H 0.100 - £

13 0.086 - H 0,100 « H 0.083 -F 0.075 - F

14 : 0.114 - H 0.120 - H 0.127 - H 0,105 -F

15 __ 0.080-H 0.096 - H 0.098 - H 0.079 - F
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mayor de crisdlidas sin la utilizacién del microscopio,
eliminando de esta forma lo engorrose del método actualmente
utilizado en una cria masiva. Es decir, para detectar la madurez
necesaria en una crisalida para ser irradiada actmalmente se

“hace por medio del microscopio-esterecscopico, lo cual por

concepto de tiempo demora 1/2 minuto por crisdlida; entonces,
para 1000 crisdlidas serian aproximadamente una jornada
Iaboral de 8 horas con el consiguiente desgaste fisico y con este
meétodo se lograrfa separar estas 1000 crisalidas como méximo
en una hora.

Por concepte de salaric se ahorra diariamente 9.66 pesos, lo
que se traduce a que en un mes se ahorren 231.84 pesos.

CONCLUSIONES

Las crisdlidas que floten al ser inwroducidas en una columna de
agua son aquellas de 5 ¢ més dfas de formadas; estan en la etapa
de menos dos dias de emergencia como adulta y en condiciones
Optimas para ser iradiadas y posteriormente ser Iiberadas en el
campo sin ningdn tipo de afectacion biclogica.

Tabla 2. Tiempo que demoran en emerger las crisdlidas
después gque flotan en la columna de agua

i Montajes | Total de crisélidas emergidas por dia
' ' | Dia ? il Dia
1 2 g
2 2 8 |
3 2 8 ]
4 2 8
5 i 3] 3
6 | 6 4

|! Intervalo de confianza { 1.53;1.78}
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ESTUDIO DE DIFERENTES ALIMENTOS Y TIEMPO DE
EXPLOTACION DE LAS CAJAS PARA EL DESARROLLO DE
LA LARVA DE Corcyra cephalonica Stainton

Maida Mollineda y Yolanda Martinez
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RESUMEN

ABSTRACT

Se evaluaron 7 tipos de alimentos para ef desarroflo en faboratorio de fa
larva de Corcyra cephalonica Stainton. Los afimentos evaluadas fueron:
harina de malz, haring de trigo, de soya, sorgo molide, salvado de trigo, y
harina de mafz mas sémola de trigo a razon de 5 kg por cajas, en la ultima
variante 2.5 Kg de cada uno de fos componentes, Ef experimento se efectdo
a temperatura ambiente que fluctdo entre 28 v 37 grados celcio. Los
resuftados obtenidos nos indican que el mejor afimento para el desarroflo
de Corcyra cephalonica, resuftd ser harinade mafz y se obtuvo que el
desarrolfo pre imaginal fo realiza en 33.8 dias, se colectaron 3210 aduftos
y 13,86 gramos de huevas por cajas. el promedio de huevos por hembra
fue de 198.13. Segun fos resultados fas cajas no deben estar en produccién
por un perfodo mayor de 30 dfas.

Palabras claves: Alimentos, Corcyra cephalonica, crias masivas.

An evalyation was made of 7 types of foodstuffs for faboratory breeding of
Corcyra cephalonica (Stainton) larvas. The evalusted fodstuffs were:
cormn-meal, wheat and sovabean flour, groun sorghurn, coarse wheat bra m,
fine wheat bran.and corn-meal plus wheat grits, and 5 Kg were used per
box, but 2.5 Kg of each of the compaorents in the fast variant. The experiment
was carried out at room temperature 28-31 grados farengeis. The results
ahowed that Tor breeding Corcyra cephalonica, the besto food is corn-meal,
and that the preirmaginal development js taking place in 33.8 days. There
were 3210 adults and 73.86 grams of eggs coflected per box. The average
ege faying per female was 198.13. According to the results, the poxes should
not be kept in progduction for more than 30 days.

Key words: Foadstuffs, Coreyra cephalonica, mass rearing

INTRODUCCION

os hueves de Corcyra cephalonica Stainton son

utilizados en Cuba como hospedante de sustitucion del
entomofago Trichogramma spp. Para obtener grandes
cantidades de huevos de C. cephalonica es necesario recurrir
ala cria masiva de este insecto. Dentro de los factores que mas
influven en estos resultados, es el alimento el mas importante
(Torre, 1971-1993; Torre y dfas,1972; Amaya, 1993; Fuentes,
16943,

Breniere (1963), obtuvo que con una mezcla de maiz v mani
en la proporcién de dos partes de sémola de mafz v una parte
de maiz mondade y friturado, el desarrollo de Coreyra

cephalonica fue satisfactorio, obteniéndose 0.035 ¥ 0.047 mg
de huevos por hembra,

En estudios realizados por Torre y Diaz (1971a), con distinios
alimentes, para el desarrolle de Cereyra cephalonica,
obtuvieron, que la duracidn del ciclo es mucho mas limitado
cuando se criaban con harina de trigo o arroz que cuando lo
hacian en sémola de trige o en harina de maiz, siendo este
ultimo el mejor de los cuatro tipos de alimentos estudiados.

Tambien, Torre (1975), después de un estudio con varios
alimentos, llego a la conclusion que para un mejor desarroilo
del insecto en ¢l laboratorio se debia usar polvo de arToz sin

ningin contenido de cascara y en su defecto harina de maiz,
Estos mismos resultados los obtuvo Mollineda (1981).

El objetivo de este trabajo fue conocer 1a posible utilizacién de
distintos alimentos en la cria de las larvas de Corcyra
cephalonica, v, conocer el tlempo optimo de explotacién de
las cajas en produccion.

MATERIALES Y METODOS

Para la cria de la larva se gplico la metodologia establecida en
¢l manual metodolcgico del Dpte. de Lucha Biolégica (Torre
y Mollineda, 1982).

Los alimentos ensayados fueron los siguientes;
. Harina de maiz
. Harina de soya
. Sorgo molfido
. Harina de trigo
5. Salvado de trigo
6. Afrechillo de trigo
7. Harina de maiz mds sémola de trigo.
Cada fuente alimentaria se replicé 5 veces.

du L b =
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Para obtener los resultados se realizaron las sigulentes
evaluaciones biologicas,

- Total de aduhtos.

- Gramos de huevos obtenidos.

- Promedio de huevos por hembra.

- Total de dfas para el desarrolffo.
Los tres primeros pardmetros fueron evaluados a los 30-40-45
dias de formacion de las cajas, para poder determinar el tiempo
que debe permanecer las mismas en preduccion.

Los datos obtenidos fueron procesados por un blogue al azar,
modelo bifactorial. El primer factor (alimentos)y cada variante
con tres niveles ( dfas dptimos para la explotacion de las cajas,
30-40-45 dias} que constituyen ¢l segundo factor.

Para procesar los datos de los dias necesarios para ¢f desarrollo
larval se utilizd un blogue al azar sencille con todos los
alimentos replicades 5 veces.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se refleja la doracion en dias de los estados
preimaginales de la cria de Corcyra cephalonica, para
completar su desarrollo desde las formacidn de las cajas hasta
la primera eversidn de los adultos, no arrojo diferencia
significativa entre las variantes harina de maiz mas sémola de
rige, sorgo molido, Afrechillo de trigo ¥ harina de trigo,
tampoco entre haring de maiz, harina de soyay salvado de trigo,
pero si difieren entre dos grupos, obteniéndose los mejores
resultados con harina de maiz mas sémola de trige, harina de
soya y harinade maiz con 30.6-33.5-33 8 dias respectivamente.

-Tabla 1. Dias necesarios para el desarrollo larval de Corcyra
cephalonica Stainton en las variantes de estudio

' Variantes Medias  Clasif. %

f en diag

7. Afrechiflo de trigo e 2

3. Sorge molido © 418 l a

6. Salvado de trigo : 41.2 a

4. Harina de trigo C 418 a

11 Harina de maiz : 33.8 b

' 2. Harina de soya __ 335 b

| 5, Harina de mafz + sémola 308 b
ET=18 |
CV.=13.16 |

Estos resultados coinciden con los reportados por Torre (1972),
¢l cual plantea que el desarrello de las etapas pre-imaginales
de este insecto es de 30-33 dias,

El niimero de adultos obtenidos en cada variante aparecen en
fa tabla 2, donde se puede observar que de todas las variantes

esfudiadas la harina de maiz ofrece el mayor numere de adultos
3210 por cajas, siguiendole con resultados aceptables la harina
de mafz mas sémola de trigo con 2597 ejemplares,

Tabla 2. Nimero de adultos de Corcyra cephalonica,
obtenidos en cada variante '

%i_F’rimer facter (alimenta)
- Variantes | Mediade Clasif. 5%
._adultos
1. Harina de maiz 3210 a
. 5. H. de mafz + S. de trigo | 2597 b
4. Harina de trigo . 1eB2 c
6. Salvado de trigo | 1487 c i
3. Sorge molido 1384 c ;
7. Afrechille de trigo 811 cd :
8. Harina de sova 776 d :
!' ET.=163 -
CV.=15.26
Segundo factor (dias para la explotacién qle lag cajas) |
Varigntes | Medias de aduitos | Clasif, 5%
3-45dias | 3563 a
! 2 - 40 dias 3212 : a
[ 1-30diss 2824 b__ .
ET.=1.06
ii C.V.=15.20

En el segundo factor las variantes 40 v 45 dias son iguales entre
si y difieren de 30 dias. aunque se obtienen un mayor numero
de adultos con las variantes de 40 y 45 dias creemos que su
difsrencia con la primera variante (339 imagos) es pequefia,
comparada con las posibles infestaciones de inssctos
indeseables, al prolongarse el tiempo de explotacidn de las
cajas.

No hay significacién estadistica entre las 21 variantes
estudiadas en la interaccién.

La cantidad de gramos de huevos por cada variante estudiada
se expone en la tabla 3. Con la harina de maiz se obtuvo
mayores producciones de huevos (13.36 gramos de huevos por
caja), siguiendole la harina de maiz mas sémola de trigo con
10.5 gramos, el resto de las variantes se comportaron muy por
debaio de los promedios establecidos, 13.17 gramos
(Mollineda, 1981).

30/fitosanidad




(%]

Desarrolio de larvas de Corcyra cephalonica

Tabla 3. Namero de gramos de huevos de C. Cephalonica

Tabla 4. Promedio de huevos de C. cephalonica Stainton

Stainton obtenidos en cada variante ohtenidos
Primer factor (alimento) _ E! Primer fagtor (alimento} :
Varlantes ' Mediade | Clasif,5% | Variantes | Msdiade | Clasif. 5%
: _gramos : | gramos
1. Harina de maiz 13.36 a 1. Harina de maiz 198.13 | a ;
5. H. de maiz + 8. de trigo i 10,15 b H - B. H. de rmafz + S. de trigo - 177.44 ab
3. Sorgo molido 4.55 |3. Sorgo mofido | 168.32 be
4. Harina de trigo 3.32 cd i? Afrechillo de trigo 168.75 be
6, Salvado de trigo | 285 de . 2. Harina de soya . 13891 cd j
: 7. Afrechillo de trigo 2.06 i de 4, Harina de trigo . 113.87 de l
2. Harina de soya . 188 e 6. Salvado de trigo | 108.14 g ;g
ET=045 '  ET.=888
; CNM.=11 CV.=32.61 !
! Segundo factor {dias para la explotacion de las cajas) : ! Segunda factor (dlas para la explotacidn de las cajas)
. Variantes Medias de aduitos Clasif. 5% Variantes __Medias de adultos Clasit. 5% .
| 3-45diss 4.78 a 1-30dias____ 2,78 a |
_2-40dias 4.45 a 2-40dias 4.45 a _
1-30diag ! 3.82 b 3 - 45 dias 3.82 b '
E.T.=0.29 ET.=1.06
CV.=11 1CV.=15.20 |
El segundo factor, das dptimos para la explotacién de las cajas, CONCLUSIONES

dio como resultado que las variantes 40 y 45 dias se comportan
ignales y 30 dias difiere de estas.

Aungue se obtiene n mayor numero de gramos de huevos con
las variantes 40 v 45 dias creemos que su diferencia 0.96g es
muy pequefia v, si las cajas se mantienen mas de 30 dias se
corre el riesgo de contaminacién con otros insectos no
deseables.

En la interaccion no hay significacion estadistica entre las 21

variantes estudiadas.

Latabla 4 contiene los resultados del promedio de huevos por
hembra, teniéndose que la harina de maiz es la que mavor
promedio de huevos por hembra obtuve 198.13, siguiendo la
harina de mafz mas sémola de trigo con 177.44.

Mollineda (1981), informo que ¢l promedio de huevos por
hembra fue de 2008, siendo los resultados semejantes a'los de
este trabajo.

En cuanto al segundo factor, y la interaceién no hay diferencia
significativa entre las variantes estudiadas,

¢ [ aharina de maiz resulto ser el mejor de todos Jos alimentos
estudiados con el cual se determino, que es necesario 33.8
dias promedio para el desarrollo de los estados
pre-imaginales. Se obtuvo 3210 adultos por cajas, asi como
13.26 gramos de huevos y 198.13 huevos por hembra.

* Los dias que las cajas deben permanecer en produccion es
de 30, para no correr el riesgo de contaminaciones con
insectos indsseables.

RECOMENDACIONES

* Recomendamos utilizar harina de maiz mas sémola de trigo
en caso d¢ que exista un déficit de la primera y se pueda
adquirir la sémola de trigo,

& Pudiéndose utilizar para estos fines la barredura de sémola
de trige que queda en los molinos que trabajan con este
producto,
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RESUMEN

ABSTRACT

El hongo beneficioso Verticillium lecanii (Zimm; \Viggas representa una
alternativa muy importante para el controf de plagas, como Ja mosca blanca
{Bemisia tabaci) en los cultivos de frijol, tomare v otras hortalizas, por lo que
se incluye actualmente en los sisternas de manejo integrado. Por tal motivo
se comprohd en condiciones “invitro”, ef efecto deuntotal de 7 fungicidas,
3 insecticidas y 5 herbicidas quimicos sobre el agente bioldgico. los
plaguicidas benomyl, difenoconazol, dimetoato y propacfore son tdxicos a
V. lecanii, Zineb, mancozeb v tiram son catalagados como moderadamente
téxicos. Matalaxyl, metamidofos, trifluralin, metribuzin, napropamida y
oxicloruro de cobre se consideran ligeramente dxicos, vy endosulfan v
difenamida son inofensivos,

Palabras Claves: Plaguicidas, compatibitidad, Verticillium lecanii

The beneficial fungus Verticillium lecanii (Zimm} Viégas represents a very
important afternative in the control of insect pests, suth as the whitefly
{Bemisia tabaci) in beans, tomato and other horticuftural crops, in which
this fungus is included within the integrated management systems. For aff
this, the effect of a Llotal armount of 7 cherical fungicides, 3 insecticides and
5 herbicides over the biological agent was tested. The pesticides bencmyt,
difenoconazole, dimethoate and propacior were toxic to V. lecanii. Zineb,
mancozeb and thiram are catalogued as moderately toxic. Metajaxy),
metamicophos, triffuralin, metribuzin, napropamide and cupper oxicloride
are cansidered as Jightly toxic, and endosuffan and diphenamide are
incfensive.

Key words: Pesticides, compatibility, Verticillium lecanil

INTRODUCCION

| hongo beneficioso Ferticillinm leconii (Zimm) Vidzas
_ representa una alternativa muy importante para el
control de plagas como 1a mosca blanca (Bemisia tabaci) en
cultivos camo frijol, tomate ¥ otras hortalizas. En Cuba en la
actualidad, se emplea ampliamente en preduccion, con muy
buenos resultados, como un elementc mds, dentro de un
conjunto de medidas fitoréenicas y quimicas que permiten una
proteccién satisfactoria de estos cultivos.

A nivel mundial, desde hace algunos afios, los medios
bioldgicos ocupan cada vez més un lugar significativo en la
proteccion fitosanitaria, lo cual permite una disminucion de la
incidencia de plagas en general, asi como una reduccicn en el
empleo de los medios quimicos.

Debido a esto, muchos investigadores han realizado estudios
sobre el posible efecto negativo que pudieran provocar los
compuestos quimicos sobre estos agentes bioldgicos, Ignoffo
etal (1975) evaluaron la sensibilidad det hongo Nomurae rileyi
frente a los compuestos quimicos que se emplean en el cultivo
de la sova. Similares estudios se han realizado también para el
caso de Trichoderma sp.(Abosriwill y Clancy, 1593), para ¥,
fecani por Delpozo, 1987, Kenneth, 1976; Thseh, 1971 ¥
Wilding, 1972, citados por Cabrera et al (1990) y mads

recientemente de manera mas amplia fue publicado un listado
de plaguicidas y organismos beneficiosos donde se informa su
compatibilidad (Jacas v Vifuela, 1993; Vifiuela et al, 1993).

Por otra parte, en muchos paises fundamentalmente los
desarrollados, donde histéricamente ha existide un empleo
intensivo de los plaguicidas en la agricultura, los cientificos
han recurrido a la obtencién de mutantes resistentes (ABD-El
Moity et al, 1981) para mejorar v potenciar [a efectividad en
campo de estos agentes biolégicos, aunque ain presenta
limitaciones desde el punte de vista de su aplicacion practica.

Por tal motivo el objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto
de los plaguicidas que se emplean con mayor frecuencia en los
cultivos de frijol y hortalizas actualmente en Cuba, sobre el
hongo V. lecanii.

MATERIALES Y METODOS

Se estudié el efecto de un total de 7 fingicidas, 3 insecticidas
y 5 herbicidas.

Las pruebas *in vitro'’ se reelizaron mediante el método del
crecimiento radial de la colonia (6) v se utilizé el medio de agar
papa dextrosa, envenenado con diferentes concentraciones en mg
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1.2 de cada plaguicida. Los ajustes de las concentraciones en el
medio de cultivo se realizaron a partir de una solucidn madre can
concentracion de 2000 mg i.a/1 y ademés se inchryd un testigo sin
tratamientos. El medio preparado se vertié en placas de Pewide 9
cm de dismetro, Seprepararon 3 placas por concentracitn o variante.
La siembra del hongo se realizé colocando un disco de agar con el
inéeulo a partir de una colonia del hongo con 7 dias de crecida en
placas. Se utilizd la cepa Y-37.

Se incubé por 7 dias a temperatura de 23°C y se midi6 el
didmetro de la colonia en centimetros para cada réplica y
concentracion incluyendo el testigo v se caleuld el porcentaje
de mortalidad por la formula de Abbott (1966) donde:

% mortalidad = D.T-D. C x 100

donde: DT

D.T.= Digmetro de fa cofonia en ef testigo.
D C. = Didmetro de fa colonia en ia concentracion.

Por otra parte se realizd una prueba similar para cada
compuesto en estudio, pero mediante la siembra del hongo por
estrias. La incubacién se hizo de la manera descrita
anteriormente v se evalué cualitativamente el crecimiento del
microorganismo mediante la siguiente escala:

—++ crecimiento intenso
“—+ crecimiento normal
+- colonias contables
- no crecimiento

Los plaguicidas se clasificaron en cuante a su toxicidad, con
los valores obtenidos. teniendo en cuenta la escala de
clasificacidn de plaguicidas establecida por la OILB
(Jacas,1993; Viiiuela et al, 1993).

RESULTADQS Y DISCUSION

En los ensayos mediante siembra de discos de in6eulo (Tabla
1) podemos observar que el grupo de los fungicidas es el que
mayores valores de mortalidad provocan en la concentracion
de 1000 mg i.a.1, la cual es similar a las dosis recomendadas
en campo, incluso para algunos de ellos como el benomyl y
difenoconazol provocan el 100% de reduccion de mortalidad
muy por debajo de 50 mg i.a./l. Estos son los compuestos que
mayvor toxicidad ejercen sobre V. lecanil, los cuales se
catalogan como téxicos. Estos fungicidas pertenecen a dos
grupos (benzimidazoles y triazoles) que tienen un amplio
especta v una actividad biol6gica “in vitro™ muy alta. Los
resultados obtenides en este trabajo son similares a los
obtenidos por otros autores (Jacas v Vifluela, 1993},

Por otra parte los fungicidas ditiocarbamatos estudiados (zineb y
mancozeb) v el tiram provocaron una reduccion entre 65.2 y
71.0%, por lo que son moderadamente toxicos a este hongo
beneficioso. Keneth (1974), citado por Cabrera et al, (1990}
informo al zineb v maneozeb como moderadamente toxicos. Para
el caso del metalaxy] a concentracicnes muy elevadas provocs un

53.7% de mortalidad por lo tanto se considera ligeramente
toxico. La accién de este fungicida es especifica para hongos
Oomycetes, Comportamiento similar tuvo el oxicloruro de cobre.

Respecto a los insecticidas estudiados, el dimetoato resulté
toxice sobre el hongo, lo cual coincide con los resultados
ohtenidos por Vifinela et al en 1993 (10).

Los herbicidas estudiados, en general, no provocaron altos
porcentajes de mortalidad hongo, son lgeramente tdxicos e
inofensivos con la excepeidn del propacloro que se cataloga
como toxico,

En los ensayos realizados mediante siembra por estrias (Tabla
2} los resultados se compertaren de una manera muy similar a
los anteriores, es decir, se define claramente los plaguicidas
inofensivos al hongo v aquellos que provocan toxicidad en
mayor 0 menor grado.

Por otra parte, en estudios de compatibilidad realizados
anteriormente por Cabrera et al (1990) se informaron los
plaguicidas metamidofos, deltametrina y oxicloruro de cobre
como compatibles con V. lecanii, sin embargo, zineb, metiram,
mancozeb, dimetoato, carbaril, metil- paration, malatidn v
evpermetrina son no compatibles “in vitro™, En este caso, las
dosis empleadas fueron las de campo, con una exposicion total
del honge al plaguicida, cuestién que no ocurre en las
condiciones de campo donde la cantidad de ingrediente activo
que llega al hongo es mucho menor que la concentracion inicial
del caldo preparado. Por tanto, en la practica pueden ser
aplicados sin que afecte el hongo, siempre y cuando se cumpla
con los intervales ¥ secuencia de tratamientos recomendados,

Desde el punto de vista de la aplicacién practica de este
resultado, ¢l fungicida mas toxico es el difenoconazol, por lo
que deben cstablecerse las debidas precauciones respecto al
momento de los tratamientos del compuesto quimico y el
agente bioldgico, puesto que ambos productos se aplican
foliarmente. Con relacion a los fungicidas ditiocarbamatos y el
dimetoate ocurre de forma similar. Para el caso de los
herbicidas, a pesar de que el propacloro es tdxico sobre V.
fecanii, suaplicacion es a} suelo, por tanto no coincide con la
forma recomendada para el agente biologico por lo tanto ne
debe gjercer ningtin efecto negativo en condiciones de campo.
Es muy importante no realizar mezclas en ¢} momento de la
aplicacion con ninguno de los plaguicidas y el hongo, de
acuerdo a los resultados obtenidos en este trabaje.

CONCLUSIONES

* Los plaguicidas benomyl, difenoconazel, dimetoato y
propacloro son toxicos para V. lecanii

& Los plagnicidas zineb, mancozeb y tiram se catalogan como
moderadamente téxicos para V. lecanii,

® Los plaguicidas metalaxyl, metamidofos, trifluralin,
metribuzin, napropamida y oxiclorurc de cobre se
consideran ligeramente toxicos sobre V. lecanii.
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® Los plaguicidas endosulfan y difenamida son inofensivos a-

V. lecanii.

Efecto de los plaguicidas sobre Verticillium lecanii

Tabla 1, Efecto de los plaguicidas sobre ¥, lecansi

Tabla 3. Clasificacion de los plagnicidas de acuerdo a su
toxicidad “in vitre™ sobre V. Jecanii .

| . Plaguicida ! Categoria !
! Plaguicida % de mortalidad de V. lacanii en benamy! ! 4 téxico
las concentragiones difencconazol 4 16xico
50 100 1000 .
{mg i.a/} i{mgia/) |(mgial zineb 3 moderadamente téxico
i benomyl 100 1100 100 mancozeb 3 moderadamente téxico
. difencconezol 100 -100 100 tiram 3 moderadaments toxico .
izineb 136.8 142.1 71.0 L metalaxyl 2 ligeramente téxico
' mancozeb .47.3 65.2 652 L dimetoato | 4 téxico |
tiram | 68.4 68.4 "71.0 metamidofos 2 figeramente téxico '
. metalaxyl Ig . 104 B3.7 endosulfan 1 inofensivo 'i
| gimetoato 56.6 62.4 100 propacloro 4 toxico
' metamidofos 36.4 45,0 |59.5 trifluralin 2 ligeramente téxico |
. endosulfan 10.5 7.8 5.7 metribuzin 2 ligeramente t6xico i
| propacloro 128.9 £7.8 100 difenamida 1 ingfensivo |
trifluralin 15.7 15.7 315 napropamida 2 ligeramente t6xico 5
metribuzin 18.9 21.0 50 oxicloruro de cobrg 2 ligeramente téxico
_difenamida _ 0 0 0
_napropamidsa 1 10.4 42.1 ' 65.3
oxicloruro de cobre 52,0 566 644 REFERENCIAS

Tabla 2. Efecto de los plaguicidas sobre V. lecanii

| Plaguicida % de mortaiidad de V. iscanif en

: las concentraciones

50 100 1000

imgia  {mgie/N {mgla/}

! benomyl - I- -

| diferoconazol B -

zineb E i +- .
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- Ag crecimiento
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RESUMEN

ABSTRACT

Se efectuaron 17 colectas de la maleza Rotthoellia cochinchinesis en las
provincias de Ciudad de la Habana, Habana, Clenfuegos, Pinar del Rio y
Holgufn, Los sftomas presentes en las muesiras, fueron sembrados en
placas de agar-agua y en twbos con papa-dextrosa-agar, realizando
posteriormente fos cuitivos monospéricos de los hongos obtenidos. Con ef
objetivo de determinar Ja patogenicidad de estos aislados sobre fa maleza,
se realizaron pruebas en cortes de hofas y pléntulas; sefeccionando los cepas
mds patogénicas mediante una escala de seis grados. De los aislados
obtenidos, se reporiaron 13 nuevos registros para R. cochinchinensis en
Cuba. Se obsend, ademds, diferencias en cuanto a fa patogenicidad de
cepas de iguales especies, pero de diferentes focalidades, sobre fa mafeza.
Algunas de fas especies evaluadas solo mostraron sintomas en cortes de
hojas v otras como Bipolaris hawaiiensis, Curvilaria lunata var. aerfa,
Exserohifum rostratum y Curvularia verruculssa, no mostraron
patogenicidad en ninguna de fas pruebas realizadas. Los hongos Bipolaris
seicola, Bipolaris sp., Alternaria alfernata y C. comaoriensis, fueron
seleccionados como promizorios por resultar fos més patogénicos sobre esta
maleza.

Palabras ciave; bibsontrol, B. sefcofa, Bipolaris sp, A. alternata,
C. comoriensis, R. cochinchinensis.

Seventeen collections of the weed R. cochinchinensis, were made in the
Havana City, Havana, Clenfuegos, Pinar def Rio and Holguin provinces. The
symptoms found in the samples were sown on agar-water plates and in
potato-dextrose-agar. Afterwards, mono Ospore cultures of the fungi thus
obtained were made. With the aim to determine the patogenicity of these
jsolates on the weed, tests were performed on leaf sections and seediings
selecting the most pathogenic strains by means of a six degrees scale. from
the isolates obtained four were reported as new records for R
cochinchinensis in Cuba. Furthermors, differences were observed
concerning the patogenicity of strains of species identical but from different
parts of the weed. Some of the evaluated species showed symptoms on feaf
sections and others such as Bipolaris hawaiiensis, Curvalacda lunaia var,
aerea, Exserohilum rostratum and C. verruculosa, did not show
pathogenicity in any of the test. The fungi Bipolaris seivela, Bipelaris sp.,
Alternaria alternata and Curvularia comoriensis, were sefected as
promising for having been found pathogenic on this weed.

Key Words: biocontrol, B. seicola, Bipofaris 5p., A, alternata, C.
cemoriensis, R, cochinchinensis

INTRODUCCION

no de los problemas mas serics de la agricultura

actual lo constituye la lucha contra malezas, por los
dafios que estas ocasionan sobre los cultivos agricolas.
Actualmente se le estd brindando gran atencién a los programas
de manejo integrado, que incluye entre las altemnativas de
lucha, el contrel biolégico Pérez vy et. al. (1992). En varios
paises se han obtenido resultados satisfactorios en este sentido,
v se han desarrollado proyectos de investigacion en 86 especies
de malezas, con 192 organismos nocivos introducidos ¥ 23
especies, con 33 organismos nativos; incluyendo entre estos
proyectos los desarrollados por Ellison (1992) para R,
cochinchinensis, mediante la utilizacion de hongos.

En Cuba, las posibilidades potenciales son favorables en este
sentido. Segun Hawkswort (1991) los hongos existen en una
proporsion de 6:1 en relacion con las plantas. En los diferentes
cultivos agricolas se conocen los principales patégenos, pero

el nivel de conocimiento de los secundarios y de la micoflora
acompaftanie es mucho menor Gunter (1986),

El objetivo de este trabajo consistio en evaluar la patogenicidad
de diferentes cepas de hongos, sobre R, cochinchinensis, y
seleccionar las mds patogénicas, con vistas a su posible
utilizacién en el contro! biolégico de la maleza.

MATERIALES Y METODOS

Colectas de la maleza

Serealizaron colectas en diferentes municipios y provincias del
pais, para un total de 17, muestreando las plantas de la maleza
que presentaban sintomas foliares como manchas, clorosis,
necrosis, etc. en las zonas de cultivos, no cultivadas y en .
terrenos montafiosos. Entre las provincias muestreadas se
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encuentran; Ciudad de la Habana, La Habana, Pinar del Rio,
Holgnin y Cienfuegos.

Aislamianto e identificacion

Las muestras colectadas fueron procesadas por los métodos
convencionales; es decir camara htimeda vy siembra de las partes
afectadas de la maleza en placas de agar-agua, incubdndose a
temperatura ambiente, Cuando se observe crecimiento del hongo
en agar-agua se trasfirieron a cuffas de papa-dextrosa-agar, para
facilitar su crecimiento y esporulacion,

Las camaras himedas se examinaron al estereoscopio,
tomando asépticamente conidios de diferentes hongos que
esporularon sobre los sintomas, los cuales en algunos casos
fueron sembrados en medio de cultivo,

Los hongos fueron identificados, primeramente hasta género
siguiendo los ¢riterios de Carmichel v et. al. (1980} para los
géneros de Hyphomycetes v los de Sutton(1980) para los de
Coelomycetes. Para las determinaciones de las especies los de
Beoth(1971), Ellis{1971,19768), Alcorn{i983) v
Sivanesan(1984,1987) después de obtener cultivos
monoconidiales de cada cepa.

Pruehas de patogenicidad en cortes de hojas

Para esta prucba se inocularon los patégenos en cortes de hajas
de la maleza colocadas en placas Petri con una solucion de
sacarosa, incubandose a la luz constante a una remperatura de
232°C, realizando evaluaciones diarias hasta la aparicion de los
sintomas. A partir de ese momento se tomaron las hojas
dafiadas, a las cuales se les realizd el mismo proceso de
aislamiento antes mencicnado, seleccionando las cepas para su
posterior inoculacién en plantilas,

Pruebas de patogenicidad en plantulas

Los hongos seleccionados fueron inoculados sobre plantulas
sanas de la maleza cuando estas presentaban de 3 a 5 hojas,
asperjando Sml. de indculo sobre el follaje. Después de
inoculadas se cubricron con polietileno trasparente duramnte 24
horas, para Jograr una mayor penetracion del hongo.

A partir de la aparicién de los primeros sintomas se evalud la
severidad de la enfermedad a través de una escala de 6 grados
segtin Van Dike y et. al. (1989).

A los 15 dias se reaislaron los patégenos de los sintomas
obtenidos para corroborar la patogenicidad de los hongos
probados, seleccionando como més patdgenicos a los que
presentaron dafios a partir del grado 2 de la escala,

RESULTADOS Y DISCUSION

. Fn las muestras analizadas se detectaron los hongos que aparecen
en la (Tabla 1), sefialando 13 nuevos registros para &
cochinchinensis en Cuba, entre los que se incluyen los hongos
Alternarin. alternata, Bipolaris bicolor, B. vicforiae, B. seicola,
B. sarchari, Cladosporium oxysporum, Curvularia

cymbopogonis, C. lunata var.aerea, C, verruculosa, Fusarium

pallidoresenm, Nigrospora oryzae, N. sphaerica,
Phaecoramularia fusimaculans y Pyricularia griseqe . Se
observd el predominio de los géneros Bipolaris y Curvuloria en
esta maleza, fos cuales son frecuentes en especies gramineas.
Feméndez (1973) registré para Cuba, tres hongos sobre R.
cochinchinensis: Colletotrichum graminicoly, Drechslera
graminea y Uredo sp. Hasta el momento ninguna de las especies
encontradas por nosotres, coinciden categoricamente con las
Teportadas por el autor.

En 1a (Tabla 2} se relacionan las especies inoculadas v el lugar
donde fueron colectadas, observando diferencias en cuanto a
la patogenicidad de aislados de la misma especie pero de
diferentes localidades como, C. comoriensis de C. Habana y
Bataband vy A. alfernafa ds Jaruco vy Banes.

A. aliernata, Bipolaris seicola, Bipolaris sp. y C. comoriensis
resultaron patogénicas a R, cochinchinensis, tanto en cories de
hoja como en plantulas, por lo que se seleccionaron como
promisories para posteriores pruebas en micreparcelas.

Algunas de las especies evaluadas solo resultaron patogénicas
a la maleza en cortes de hojas y otras como B. hawaiiensis de
Bataband, C. lunata var. aerea de C. Habana, E. rostratum de
Banes ¥ Cienfuegos ¥y C. verruculose de C. Habana, no

-

mostraron patogenicidad en ninguna de las pruebas realizadas.

Los estudios llevados a cabo sobre la micoflora de R.
cochinchinensts, no se encuentran ampliamente difundidos en
el mundo, aunque en los ultimos afios se han incrementado
debido a la busqueda de organismos para el conirol biologico
de malezas, lo cual ha acelerado la gjecucidn de diferentes
proyectos de investigacion con microorganismos aislados de
esta maleza,

Dentro de los géneros de hongos que se reportan en el mundo
por su importancia para ¢l contrel biclogico de R
cochinchinensis se destaca el género Curvalaria. Ellison
(1992} estudié varios aislados de hongos del continente
americano que resultaron patogénicos a la maleza, los cuales
pertenecen a este género. Por su parte Walker et. al. (1979
aislaron el hongo Curvularia cymbopogonis, al sur de
Lousiana el cual resulté patdgenico a la maleza, siendo el
primer registro de este hongo en los Estados Unidos. Esta
especie se considera muy cercana a C. comoriensis, difiriendo
solamente en el ndmerc de septos en los conidios, ya que esta
tltima especie puede presentar de tres a cinco septos, mientras
aue C. cymbopogonis siempre presenta cuatro.

Walker et. al. {(1979) seflalaron que existen cuamro honges
registrados en el Sureste de Africa para esta maleza y son:
Puccinia rotthoelliu, Cercospora sp., Pyricularia setarige y
Sphaceloteca ophiurti, Con respecto a este iltimo Evans y
Ellison (1992) realizaron varios experimentos en Tailandia e
Inglaterra, utilizando el carbon &, ophiurii y evaluaron

ademds, cepas de Fusarium moniliforme, aislado de lamaleza
en Guatemala v Costa Rica,
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Tabla 1. Relacién de hongos detectados en R, cachinchinensis.

Tabla 2. Resultados de las pruebas de patogenicidad de dife-
rentes especies de hongos sobre R.cochinchinensis.

Hongos Parte de ia planta -
i | donde se aislé i M - T
' *Alternaria alternata ! hojas ' ! Especies dcl;::c?:rse Prusbas de p;atogemcrdad__;
| *Bipofarfs bicalor semillas i| colectaron | &7 ﬁgjréz de | en pléntulas
|
2*B. hawaiiensis hojas ‘e comoriensis | C. Habana + + !
%5, sarchari hojas I! C. comoriensis* : Bataband + + .
**8. spicifera hojas tC._verruculosa | C. Habana - - |
| *8. victorize : hojas _C. verruculosa  P.delRio + -
B, sejeola ; hojas il i C. funata var.  C. Habana - : .
| Bipolaris sp. } hojas i taeris '
| *Cladosporium oxysporum .' hojas . Bipolaris sp.* __ Alquizar + +
' **Curvularia affinis semilias || B. seicala* Bataband +
|i #%C mamoriensis ' hojas "B, seicola P. del Rio + -
L, eymbopogonis hojes | B. hawaiiensis : Bataband - -
| *C. Junata var. aeria nojas y semillas L B. spicifera Banes + -
i **C. senegalensis semillas L. rostratum Cienfuegos - -
g 3 ' .
|| *%0. trifolii semillas | E. rostratum Jaruco ' + -
I S
. *C. verruculosa hojas £ rostratum 'Banes S -
!Coﬂerotn’cum sp. hojas iimonoceras iP.delRio + -
_**Exserohilum monoceras hojas " A. afternata Jarucg + +
**E. rostratum hojas 1A afternats Banes + | +
**Eusarium equiseti , hojas Leyenda:
LRRE ateritium ' ' hojas + Patogénico +-+ Mas patogénico - No patégenico.
\ F. pallidoroseum hojas
 Fusarium sp. ' hojas CONCLUSIONES
engi i ; "_ N
- *Nigrospora oryzae hojas NCLUSIO
| Y\, sphaerica hojas 1. En lamayoria de las colectas realizadas resultaron similares
**Phoma sorghina hojas la? especnjss de .hongos 1den'51ﬁcadas, predominando los
) ) ] géneros Bipelaris y Curvilarin.
*Phaecramularia fusimacuians ; hojas
o : . di ia & 1cl
Pithomyces chartarum hojas 2 Sfe observd diferencia en ctllanto ala pa’uogemcu.Iad entre
: : o - diferentes cepas de la misma especie de diferentes
i_*Pyricularia grises ! hojas localidades

Leyenda:
* Nuevo registro para el sustrato en Cuba.
** Nuevo registro para el sustrato en el mundo.

3. Las especies B, hawaiiensis, C. lunata var. aeria, E.
rostratum 'y C.verruculosa no resultaron patogénicos a ia
maleza en ninguna de las pruebas realizadas,

4. Se seleccionaron preliminarmente los cuatro aislamientos
que resultaron mds patogénicos en cortes de hojas y
plantulas: A. alternata, Bipolaris seicola, Bipolaris sp.y C.
comoriensis.

REFERENCIAS

Alcorn, J.L.1983. Generic concepts in Drechslera, Bipefaris and
Exserofitum. Mycotaxon, 17: 1-86.

Booth, C. 1971, The genus Fusarium. CM.1, Kew, Surrey, UK. 237
PR

Carmichel, J., B. Kendrick, L.L. Conners and L. Sigler. 1980, Genera
of Hyphomycetes, Univ. Alberta Press, Edmonton, Alberta,
Canada, 386 pp.

fitosanidad/39



‘Bonillay otros

Etiis, M.B. 1971. Dematiaceous Hyphomycetes. C.M.|. Kew, Survey,
" UK. 638 pp.

Ellis,M.B. 1976. More Dematiaceous Hyphamycetes.CM.l., Kew,
Survey, U.K.506 pp.

Ellison, C.A.1992, Mycoherbicidal control of Ratiboellia
rochinchinensis: a viable alternative. Plant Protection, 7{4):
163-65.

Evans, H. Cy C. A, Eflison.1992. Control biolégico de las rnatezas con
referencia a e caminadora. Taller Regional “Manejo de [a maleza
caminadora”. Memarias. Managua, Nicaragua.

Fernandez, M. 1873. Catéfogo de enfermedades de plantas cubanas.
Academia de

Clencias de Cuba. Serie Agricela. 27: B4,

Gunter, RW.A. 1886, Lista de hongos fitopatégenos de Cuba.
{Revisada y Ampliada).

Editorial Cientffica Técnica: 174-75.

Hawksworth, 0. L. 1991, The funga! dimension of biodiversity,

magnitude, significance and conservation. Mycal,
Res.95:841-65.

Péraz, E, F. La O., E. Paredes, B. Garcla, R.Rodrigusz, R. Lebrads y
A.Suey, 1932, Mangjo Integrado de Malezas. Informa. INISAV,

Sivanesan, A. 1984. The Bitunicate Ascomycefes and their
anamorphs. Vaduz. 701 pp.

Sivanasan, A.1987. Graminocolous species of Bipolaris, Curvilaria,
Drechsiera, Exserchifum and their teleomorphs, Mycology.
Pap. 158: 1-261,

Sutton, B.C. 1980. The Coefomycetes. Comman Waaith Mycological
Institute, Kew, Surrey, U.K., 636 pp.

Walker, H.L and J.C, Whih. 1878, Curvularia cymbopogonis: a
pathogen of itchgrass in Sourthen Lousiana. Plant Disease
Reporter. £3(8): 642-43.

van Dike, G. C, M. Y, Chiang and K.J, Leonard. 1989, Evaluation of
endemic foilar fungi for biological control of johnsongrass
{Sorghum halepense). Screening and host range test, Plant
Dissase Reporter. 63(8): 842-43.

40/fitosanidad



FITOSANIDAD Volumen 2, No. 1y 2, junio 1998

EFECTO DEL BIOPREPARADO DFE Trichoderma
harzianum (Rifai) CONTRA Pseudoperonospora cubensis
(Berk Curt) Rostow Y Erysiphe cichoracearum D.C EN
PEPINO (Cucumis sativus L.)

Felipe Rodriguez, Marusia Stefanova y Ulises Gomez
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RESUMEN

ABSTRACT

Los mifdius, velloso  (Pseudoperonospora cubensis Berk,& CurtiRosiow
v polvoriento (Erysiphe cichoracearum D.C) afectan seriamente ef cuftivo
det pepino (Cucumis. Sativas L.) y en condiciones favorables pueden dafiar
cansiderablemente  fos rendimientos . Se comprobé el efecto del
biopreparado de Trichoderma harzianum (Rifai) para reducirla incidencia
de estas enfermedades . Con aplicacionas fofiares de 20 lha. se Jogrd
disminuir 2 intensidad de fas mismas enun 35y 23,2% respectivamene
. Se observd ademds un efecto estimulante sobre las plantas refativo al
incremento de la fongitud del tallo, ef fruto y su peso promedio,

Pzlabras claves: Pseudopercnospora cubensis, Erysiphe
cichoracearum, Trichoderma harzianum, biocontral.

The mildews attack strongly the cucumber culture and under favorable
condhions they can reduce considerably the crop vield. The effect of
Trichoderma harzianum formulation in the reduction of both diseases was
proved. With foliar applications at rate of 20 ffha a reduction in the disease
effect in the order of 35 and 23,2 % respectively was achieved.
Furthermore, an stimulating efiect on the plants was observed, specialy in
the stem and fruit length and the average weight of these,

Key wards: Pseudeoperanospora cubensis, Erysiphe
cichoracearum, Trichoderme harzisnum, biocontrol

INTRODUCCION

entro de la gran variedad de cultivos agricolas el

grupo de las hortalizas presenta el mayor nimero de
especies entré las cuales el pepino (Cucumis sativus L) ocupa
un lugar importante por el aporte  de vitaminas , 4cidos
organicos asimilables, sales minerales v otres a la nutricion
humana . En el pais existen buenas condiciones para la
produccién del cultive pero durante su desarrollo es afectado
por diversas plagas v enfermedades , entre ellas el mildin
polvoriento (Erpsiphe cichoracearum D.Cy y el mildin
velloso (Pseudoperonospora cubensis Berk, & CurtfiRostow
que en condiciones favorables pueden dafiar severamente el
follaje y causar mas de 50% de pérdidas en la cosecha,

Con ¢l proposite  de reducir el empleo  de los fungicidas
quimicos para ¢l control de los mildius en diverses cultivos se
han realizado ensayos con bicarbonato de sodio (soda
bicarbonada), diversos aceites y antitranspirante (Homma et al.,
1981; Kamp,1985 ; Hoest et al., 1992 ; Quarles. 1994 ), En los
ultimos affos las pruebas con antagonistas atrayeron la
atencién de los investigadores, especialmente para control
del mildit polverulente (Sphuaerotheca pannosa veor, resae
en rosas (Hajlaoni et al ., 1992,

En Cuba actualmente se utilizan ampliamente los biopreparados
de Trichoderma lharzianum (Rifgl) para el control de los
hongos de suglo en tabaco, hortalizas v otros cultivos (Stefanova
y Sandoval, 1995, Sandoval etal ., 1995). Con el propésito de
comprobar su efecto sobre los mildius en el pepino serealizd el
presente trabajo.

MATERJALES Y METODOS

El ensayo se realiz6 en el organopénico del municipio Playa. En
plantas de pepino, de la variedad Hatuey, en un disefto de parcela
grande {Ciba-Geigy 1981) compuesto de cinco canteros de 40
m. de large por 1,20 m de ancho para la variante y el testigo,

Se wiliz6 un biopreparado liquido de T. hargianum (Cepa
A-34) aladosis de201/ha conuna concentracién de 107
conidios / mi, el cual fue asperjado sobre el follaje del cultive
con una mochila manual, dotada de una boguilla conica de
1.5mm de dizmetro. '

Los tratamientos con el biopreparado comenzaron a partir de
la aparicién de los primeros sintomas y se repitieron con ua
intervalo de siete dias .
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La efectividad del biopreparado sobre el follaje de las plantas
fire determinada a través de evaluaciones foliares en 10
plantas tomadas 2l azar en cada variante , mediante una escala
de grado , la cual se describe a continuacidn.

0 Plantas sanas

1 de 0-10 % de afecracidon del 4rea foliar

2 de 11-25 % de afectacién del drea foliar

3 de 26-35 % de afectacién del drea foliar

4 de 36-50 % de afectacion del area foliar

3 Mas del 50 % de afectacion del 4rea foliar

Con los datos obtenidos de cada evaluacidén se caleuld la
intensidad de la enfermedad por medio de la formuia de
Tonwsend - Heuberger (Ciba -Geigy 1981)

El efecto estimulante del biopreparade se determind en 10
plantas tomadas al azar, en las que se midié la longimd del tallo
v tamafio del fruto asf como ¢l peso en gramo de este,

El rendimiento se determind por el pesaje de los fritos de cada
parcela en kg y luego llevado a su equivalente en tha.

RESULTADOS Y DISCUSION

El mildiu velludo aparecid a los 24 dias después de Ia
emergencia de la plantas con una intensidad, entre Ja primera
v la tercera evaluaci6n, por debajo de 3.7 % en los canteros
warados a diferencia del testigo donde se registro un 10,1 %.
Enlacuarta v @ltima evalnacion , la cual coincidio con la etapa
de fructificacion v cosecha, la intensidad del ataque en las
plantas testigo alcanzé un 60 % mientras que en la variante
donde se aplicd el biopreparado se obtuvo un 25 %. (Fig 1.

El mildiu polvoriento aparecié mas tarde casi al inicio de la
fructificacién y su incidencia en las parcelas tratadas resulto
de un 16,8 % frente a un 40 % en las parcelas testigo.(Fig 2).

Fl efecto estimulante del biopreparado en el desarrollo d= las
plantas se expreso en el incremento de la longimd del tallo, el
fruto v su peso siendo las cifras promedios relativas a la variante
tratada superiores a las obtenidas en el testigo (tabla 1) lo cual se
refiejo en los rendimientos que se incrementaren en 4 ton/ ha bajo
laproteccién del bioagente(Fig. 3}

El empleo de T. harzianmum como biocontrol de hongos de
suelo ha sido sefialado como efectivo en diversos cultivos,
incluyendo et pepino (Borda y Arbeldez, 1993). Los estudios
relativos a su uso como biopreparado foliar sen relativamente
nucvos . Bn Cuba Perez y Echemendia (1994) en condiciones
de campo bajo infeccién natural de Alternaria porri
informaron un 20% de disminucion del patégeno con la
“aplicacién de 7. harzianum en plantas de cebolla,

Referente a los mildius se sefiala que con el empleo de
Sporetrarix floceulosa  en rosas contra Sphaerothecd
pannosa var. rosae se incremerta el rendimiento y la calidad
de las flores comerciales (Hajlaoui et al., 1992).
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Figura 1. Efecio del biopreparado en el control de P. cubensis
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Figura 3, Efecto del biopreparado sobre el rendimiento en el
cultivo del pepino
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Tabla 1. Efecto estimulante det biopreparado en el desarrollo
de las plantas de pepino.

Variante l Long. Long. ! Peso '
. promedio del | promedic del ! promedio dei ;
tallo {em) fruto (em) _ fruto {g)
Tratada 108 . 35,1 836
Testigo 968 ! 272 708
Incremento 14,5 : 29,04 18,07
{%) a' |

Los resujtados obtenidos en ¢l presente trabajo muestran
igualmente el efecto foliar de T harziarum contra los mildius
en pepine expresade en unareduccién de la incidencia, del
mildfu velludo enun 35 % y del mildiu polveriento de un
23,2 % estimulando a su vez el desarrollo de las plantas.

Com.o una desventaja de los antagonistas foliares se seflala que
los mismos son efectivos solamente  bajo condiciones de alta
humedad relativa entre 60 -80 %, Quarles (1994) sefialé como
una desveniaja para la aplicacion de antagonistas foliares que
los mismos son efectivos solamente bajo condiciones de alta
humedad relativa ( 60-80 % ), condicion que existe en Cuba
durante todo el afto, por lo cual no constituye una limitante para
su etnpleo y efecto.

El desarrolle actual de los organcponicos en 1a zona urbana
demanda opciones no téxicas para la proteccion de los
cultivos, En ellos biopreparados de 7. karzianum se utilizan
para combatir los hongos fitopatdgenos del suelo v por lo visto
podran encontrar un uso mayor para reducir Ia presencia de
patégenos foliares.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La incidencia de P. cubensis v E. cichoracearum en pepino
disminuye en un 35 %y un 23.2 % respectivamente con el usc

de T. harzianum aplicado foliarmente 220 'h4, ¢l cual ademds
tiene un efecto estimulante sobre las plantas.Por lo que se
propene continuar el estudio del efecto v el mecanismo de
accidn del antagonista contra los mildius en pepino y a su vez
extender su uso a otros cultivos contra patdgenos foliares,
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NUEVOS PROCEDIMIENTOS Y ESTRATEGIAS PARA EL
ESTABLECIMIENTO DEL PRECIO DE LOS MEDIOS

BIOLOGICOS

Anail Camarere, Miriam Sénchez vy Tania Pérez

1. Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal, Calle 110 # 514 ef 5taB vy Staf, Playa, C. de La Habana. Cuba

RESUMEN

ABSTRACT

Las cuestiones refativas af precio son de las que mds interés han despertado
en faliteratura econdmica. F precio como conjunto de esfuerzos y sacrificios
que un consumidor debe realizar para la obtencidn de un determinado nivel
de utifidad, desempeda un papel muy importante en fa decision de compra
del mismo, ademds de flegar a ser una clave para ef éxito o fracasa de fa
organizacidn economica. El presente trabajo tiena como objetivos el
diagndstico de fa situacién actual de fos precios de fos Biopfaguicidas, e
esclarecimiento de fos factores internos gue influyen en la toma de
decisiones sobre precios y la puesia en préctica de procedimientos para
perfeccionar fos mismos. £ diagndstico reafizado demuestra que fos precios
oiiciales establecidos para fos Bioplaguicidas son extremadamente bajos ¥
estdn por debajo de los costos de produccion, fo que conlleva a
frrentabifidades e incluso supervivencia ¢ costeabifidad de fos Cemtros
Reproductores de Entomdfages v Ftomopatégenos ( CREE J. Para las
producciones sdlidas de hongos, el precio establecido es 7.80 $/Kg v fas
Yiguidas 1.50 §/1; of Baciflus thuringiensis tiene un precio de 1.00 /L. Por
elio (a totalidad de los CREE estdn aplicanda politicas de precios desiguales
¥ no actualizadas que oscilan entre 3.50 § y T7.00 § ef Kg de hongos v entre
1.50% - 5.00 § el fitro de B. thuringiensis, o cual conlleva a fa disminucion
de la demanda de medios bioldgicos, ademads de violaciones de indole fegal
af estar mds def 50 % de effos vinculados a fos resultados productivos y tener
el precio una influencia clara sobre los beneficioS. Por otra parte los
resultados evidendiaron que ef precio de los medios biolGgicos debe ser
refativamente bajo pero sismpre superior al precio técnico, ef cual oscifa
en &l caso de Jos hongos entre 3.94 - 6.97 §/Kg v en fas bacterias entre 7,46
-3.33 8L

Palabras claves: Precios, medios hiolégicos

The refative questions to the price are these that more interest has awaked
in economic fiterature. As a set of effons and sacrifices that a consumer must
reafize to obtain a definite utility level, the price plays a very important role
in the buying decision of &, besides it is a key for the outcome or faifure of
the economic organization. The objectives of the present work are to
disgnostic the current situation of biclogical means’ prices, the clearing up
of inner factors that has influence on terminal decisions about prices and
bring into practice procedures to perfecting the prices. The realized
ciagnostic shows that biological means’ official prices are extremely low and
are under the production costs. This provokes unprofitabifities and even
survivorship of the productive centers (CREE). For fungus solid productions
the established price is 1.80 S/kg and liquid ones is 1.50 $/; Bacillus
thuringiensis has a price of 1.00 $/L. For this reason aff the productive centers
are applying unequal prices and non-brought up-io-date pofitics that
osciffates between 3.50 Sikg and 17.00 $ikg fungusi and between 7.50
5/L-5.00 $/L Bacillus thuringfensis). This provokes a decrease of the request
of biological means, besides of legaf violations, since maore than 50 % of
those ceniers are tied to the productive results and the price has an evident
influence on the benefits. On the other hand, the results show that the
biclogical mean price must be relatively Jow but always superior to technical
price that oscillates between 3.94 $/kg-6.97 $/kg for fungus and between
1.46 §/1-3.33 S/L for bacteria,

Key words: Prices, biological means

INTRODUCCION

| precio desempefia un papel relevante en el proceso de

decisién de compra del consumidor, lo cual justifica
sobradamente la importancia de esta variable comercial en la gestién
empresarial. Elmismo se concibe como el conjunto de esfiierzos y
sacrificios que un consumidor debe realizar como contrapartida de
fa obtencidn de un determinado nivel de utilidad ( 1),

Entre las razones que permiten explicar la importancia atribuida
al precio pueden apuntarse las siguientes ( 2,3, 4,3 )1

# El precio es el dnico instrumento comercial que de forma
directa genera ingresos sin precisar de una inversion previa.

® El precio determina directamente ¢l nivel de volumen de
ventas de una empresa, la cual no solo puede estar interesada
en ¢l hecho de que exista una demanda, sinc también en la
extension de esta,

® La rentabilidad de una empresa, su capacidad para generar
recursos v para competir en el mercado v en definitiva su
supervivencia aparecen determinados, aunque no
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exclusivamente, por los precios de los productos que
comercializa.

® El precio es un instrumento competitivo sumamente
" poderoso.

En ¢l campo de la produccion de medies biolégicos, donde ha
habido un desarrollo en la generacion y transferencia de nuevas
tecnologias de reproduccién de microorganismos, ademds de
cambios en el contexto socicecondmico debido a la biisqueda
de autofinanciamiento empresarial, se aprecia lanecesidad de
desarrollar estudios de precios acorde a las condiciones téenico
- organizativas de los Centros de Reproduccién de
Entoméfagos v Entomopatdgenos ( CREE ).

En Cuba la formacidén de los precios mayoristas de los
Bioplaguicidas, se Hevd a cabo inicialmente a partir de
estimados de los costos de elaboracidn que estaban afectados
por un subsidio estatal y una tasa de rentabilidad de acuerdo al
clasificador de actividades econdmicas. En febrero de 1992 se
propuso una reduccion del precio de los productos del 35 a 50
% con respecto al vigente en aquella fecha, pero no ha existido
una actnalizacion de los mismos en base a todos los nuevos
coneeptos internacionalmente reconocidos en esta materia.

Acmalmente existe la Resolucion 118792 ( 6 ), donde solo se
hace referencia al procedimiento de fijar los precios de nuevos
productos de produccién Nacional & partir del costo mas un
margen de ingreso neto.

El presente trabajo tiene como objetivos ¢l diagndstico de la
situacién actual de los precios de los Bioplaguicidas, el
esclarecimiento de los factores internos que influyen en latoma
de decisiones de precios y la puesta en practica de
procedimientos para perfeccionar los mismos.

MATERIALES Y METODOS

El wabaje se realizd en cinco Centros Reproductores de
Entomofagos v Entomopatdgenos (CREE), distribuidos en
diferentes provincias del pais: Cuidad de Ia Habana, Matanzas,
Ciego de Avila ¥ Granma.

En cada CREE se analizaron los siguientes aspectos:

e Esmdio de los flujos de produccion { 7 ) en cada ceniro
seleccionado para conocer de forma detallada cada uno de
los pasos del proceso productivo, aspecto esencial para la
elaboracion de las cartas tecnolégicas v las fichas de costos,

& Confeccién de las cartas tecnolégicas para cada
microoorganismo, para ello se emplearon técnicas de
cronometraje de operaciones { 8 ) con el fin de determinar
los gastos de fuerza de trabajo seglin la complejidad del
proceso.

& Determinacion de los tamafios de lote dptimeo y se utilizaron
en este caso, indices de consumo normados para e] gasio
material de acuerdo a las tecnologfas vigentes (9).

» Calculo de las capacidades de produccién y para ello se
emplearon técnicas como Gréficos Gantt ( 10 ) v hojas de
balance { 11 ).

En el trabajo se realizaron observaciones, y entrevistas a
profundidad ( 12, 13 ). Otras fuentes de informacicn lo
constituyeron el aprovechamiento de la documentacidn
existente y las consultas con especialistas.

RESULTADOS Y DISCUSION

a) Diagndstico de la situacidn actual de los precios de los
Bioplaguicidas.

Los precios que hoy estdn legalmente establecidos para los
medios bieldgicos( Tabla 1), son extremadamente bajos, sin
embargo éstos se justificaban al inicio de Ia
comercializacidn de los mismos ( fase de introduccion ), va
que se consideré como objetivo principal obtener una
penetracién rdpida y fuerte en el nuevo mercado, no obstante
esto se realizd sin un conocimiento fundamentado de 1os costos
de preduccion, Tal estrategia de precios de lanzamiento bajo
es aconsejable cuando existe una amenaza de competencia
potencial, es decir cuando el producto es facil v rdpidamente
imirade, lo cual no es el caso pues 10s encontramos en una
situacidn menopolio con respecto a los medios bioldgicos.

Tabla 1, Precios establecidos de los Bioplaguicidas.

Microorganismos | Precio Aciual Precio Anterior

B. thuringiensis 1,00 $/L 2078L
Hongos (sdiidos ) 1.80 $/kg 2.87 %/kg |
i (liquidos) 0,75 $/L 12080 |

Latotalidad de los CREE estan aplicando politicas de precios
muy diferentes ( Tabla 2 ). Para que los precios sean tan
elevados como es ¢l caso de 17.00 $/Kg en el caso de los
hongos, se requiere en primer lugar la presencia en el mercado
de un segmento sustancial de consumidores que manifiesten
un interés por los productos lo suficientemente grande como
para estar dispuestos a pagar por ellos ese precio alto y
podemes considerar que esta no es una de las caracteristicas
relevantes de nuestre mercado, el cual se caracteriza por la
existencia de una demanda derivada, no directa, muy dificil de
potenciar ¢ impulsar, ademds de que las decisiongs de compras
son por clientes conocedores de ios productos a adquirir v en
el mercade se encueniran también los productes quimicos.
Todo esto puede conlievar, si no hay control, a que los
productos caigan en la fase de declive v se comiraiga la
demanda,

Con el proceso investigaiivo realizade se conocieron los
diferentes factores que han conllevado a que estos precios
fluctuen y varien, de una provincia a otra ¢ incluso dentro de
una misma provincia. Ellos som:

¢ Los ceniros no estan utilizando al maxime las capacidades
de produccion instaladas ( Tabla 3 ),
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Tabla 2. Precios nto oficiales de los bioplaguicidas

 CREE Provincia _Precics

| Hongos $/Kg ! Bacterias $/L

. 7 de dicigmbre |Granma 10.00 5.00 ;

i Citrico Ciego Ciego de Avila 17.00 - |

:i 1ro. de mayo - Ciudad de La Habana 7.50 1.50 I

| Laboratorio Matanzas Matanzag 3.50 ! 5.00 N

| DAAFAR . Ciudad de La Habana 10.00 ' 5.00 .

Tabla 3. Aprovechamiento de las capacidades de produccion.

CREE 7 de dirlziembre Citrico Laboratoric Matanzas DAAFAR 1ro. de mayo

| Lineas de B.t. ‘ rHongos Hongos © B.t - Hongos B.t. Hongos |  B.t. | Hongos

_produccion : i | i | . )

* produceion 130§ 330 | 6.43 ‘ En fase de 139 11.15 610 | 216 |
actual, t/afio | ; ‘ restauracian : i |
Capacidad de = 1.56 ‘ 1088 = 2035 ' 153 1190 @ 305 2395 | pase 8.12
produccidn, t/afo | : ‘ ;

Aprovechamiento . 8330 | 3113 3160 o - | 0 | 47219 - 1060 | 2660

_capacidad, % : I | | :

Tabla 4. Costos reales de produccidn

CREE Periodo analizado : Costos reales promedios$/Kg Pérdidas, % ;;
7 de diciembre _' 1995 7.09 6.00 i
Citrico Ciego : 1996 - 1997 3.49 13.00
1ro. de mayo 188986 - 1997 3.89 12.00
i Laborateric Matanzas 1998 6.53 i No hay control
i DAAFAR ' 1694 6.35 Q B

® Eltamafic de los lotes que producen no es el 6ptimo, travendo
como consecuencia que no se aproveche el fendmeno de
economias de escalas, es decir de la reduccion de los costos
con el aumento de los velumenes de produccion,

& La vinculacién de los CREE a los resuitados productivos.
® [ as variaciones tecnoldgicas de los procesos.

® Los altos costos con que realmente obtienen las
producciones, debido a contaminaciones ( Tabla 4 ).

Producto de la gran fluctuacién de los precios no oficiales se
impone [a necesidad del conocimiento de los factores internos
que deben tenerse en cuenta para tomar decisiones de precios.

b} Factores internos para establecer los precios de los
Bioplaguicidas.

Entre ios factores internos que deben tomarse en consideracion
para determinar el precio de venta de los Bioplaguicidas se
destacan los costos y dentro de estos es fimdamental conocer

sus componentes , asi como la evolucién del coste unitario
segln volumen de produccién.

Laestructura de costos planificados en los CREE, como reparto
del costo total en sus componentes fijos v variables { Tabla 5
}, muestra que en todos los casos los costos fijos representan
uma proporcion importante de los costos totales, por o que
estos centros se muestran muy sensibles al volumen de
produccién. Ello indica que se deben aplicar politicas de
precios relativamente bajas pero siempre superiores al costo
unitario para aumentar las cantidades a vender, ya que por cada
unidad de preducto que se venda por encima del punte de
equilibrio los CREE ganan mucho en rentabilidad,

En segundo lugar es necesario conocer la evolucién de los
costos unitarios planificados con el nivel de actividad, ( Tabla
6 ). Como se aprecia el costo unitario se reduce de forma
significativa al incrementar el volumen de produccion y esto
indica una vez més que en los CREE deben ponerse en practica
politicas de precios relativamente bajas que faciliten Ia
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Tabla §, Estructura de costos planificados

CREE 7 de diciembre | Chtrico Laboratorio ' DAAFAR lro.de maye |

: | Matanzas !

ii— - B.t Hongos : Hongos ! B.t. | Hongos °~ 8.t | Hongos B.t. Hongos |
' Costos fijos, % . 8451 74,16 79.27 7386 | 6122 | 7179 66.99 80.21 8462
| Costos variables, % | 1549 . 2583 = 2073 | 26.13 ' 3878 | 2828 | 3301 1978 15.48 ||

Tabla 6. Costos planificados de produccion segln nivel de actividad. CREE Citricos Ciego de Avila

. Nivel de actividad

Preduceién actual hongos (V. 1, P.L, B. b)

Capacidad produccién 20,35 T/afo

| 6.43 T/ano i i
| Componentes Gastos/lote $ Costo unitario $/kg l Gastos/lote § | Costo unitario $/kg T
: Preindculos 1428.80 0.22 4522.22 ! 0.22
l Materiales 587.70 0.09 1831.50 0.09 |
-fundamentales ‘
. Materiales auxiliares 103.59 0.02 327.85 0.02 _
Otros materiales 64.30 0.01 , 203.80 0.01 '
' Salario y Seguridad 3779.41 0.58 | 3779.41 0.18 "
i social _ _ :
| Amortizacién 964.50 0.15 1263.96 0.06 |
_Energla eléctrica 400.09 0.06 1266.22 0.06
' Controf de calidad 5917.39 0.92 5917,39 029 |
Distribucion y ventas 2580.00 0.40 2580.00 0.13 !
 Mantenimiento y 1720.00 0.27 1720.00 0.08 ii
< reparaciones | |
Gastos de 7843.20 122 | 7843.20 0.39 ;
adminisacién i : : :
Total ! 25334.20 3.94 31339.00 154 |

expansion de la demanda v de este modo permitan aumentar la
produccion hasta la utilizacion dptima de las capacidades
insialadas, aprovechando as{ las ventajas de la reduccion del
costo total unitario.

Una vez conocido los factores a tener en cuenta en la toma de
decisiones de precios, se hace necesario el conocimiento de
procedimientos practicos para fijar los mismos.

¢) Procedimientos para fijar ios precios de los
Bioplaguicidas.

Los procedimientos se clasifican en tres categorias segtin el
factor interno o externo de la empresa en el que se ponga
énfasis. Hablamos asi de métodos basadoes en el andlisis de: la
competencia, demanda v costos.

Los costes seffalan e limite inferior del intervalo de las

alternativas de eleccién de que se dispone a lahora de fijar el precio

de venta. De otro lado, Ia demanda establece ¢l comrespondiente

limite superior por encima del cual los clientes dejan de solicitar

los productos ¥ las presiones competitivas, puedsn reducir la
~ amplitud de ese intervalo entre limites {14}

Como la siruacién compstitiva del mercado de los medios
bioldgicos es situacion monopolio, es decir mercado dominado
por una dnica empresa frente a un gran nimero de
compradores, no tiene sentido este procedimiento pues no hay
actuacion de la competencia, No obstante en el mercado se
encuentran de forma subsidiada los plaguicidas quimicos los
que pueden impedir que las producciones bialdgicas, en las
condiciones actuales, tengan una proyeccién sostenible. Estos
productos quimicos los controla el Centro Nacional de Sanidad
Vegetal { CNSV ) y los bioldgicos los producen las distintas
unidfades agropecuarias ( empresas, cooperativas, etc.) pero
regidos por el mismo CNSV., por lo que no s¢ puede hablar de
que existe rivalidad y competencia entre ellos.

Para aplicar procedimientos sobre la base del comportamiento
de la demanda, se hace necesario conseguir informaciones que
permitan evaluar la reaccion previsible de los consumidores
ante un cambio en ¢l precio, es decir conocer la relacion
¢lasticidad - precio y nuestro sistema actual carece de la
informacién necesaria, asi como de investigaciones de
mercados por lo que resulta dificil este tipo de procedimiento.
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La decisién de seleccion del procedimiento va a descansar tan
solo en uno de ellos: el de costos. Con el an4lisis de costos
podemos identificar tres tipos de precios internos: precio
limite o umbral, precio técnico y precio objetivo { 15, 16).

Elprecio limite de los productos es aquel que coincide con su costo
variable unitario planificado. Este establece el limite inferior
absoluto por debajo del cual, en ningiin caso, puede situarse el
precio de venta y tan sclo permite recuperar el costo variable
unitario ( Tabla 7).

Como se observa para ¢l CREE 7 de Diclembre coincide el
precio oficial establecido de hongos con el precio limite y para
el Laboratorie de Matanzas y DAAFAR la diferencia entre
ellos es insignificante para los dos microorganismos. Fi resto
de los CREE, tanto para hongos como para bacterias, los
precios legales estan por encima del precio limite.

Tabia 7. Precio limite de los Bioplaguicidas

| CREE Precio limite
. Hongos ($/Kg) Bacteria ($/L)7
| 7 de Diciembre 1.80 0.27 '
| Citrico Ciego 0.78 .
Laboratorio de : 1.72 : 0.632
Matanzas
1ro de Mayo 0.63 i 0.273
DAAFAR i 1.48 0.684

Este precio al nno generar margen alguno para los costos fijos {
componente de mayor impacto dentro de la estructura de costos
totales 3, no puede establecerse en los CREE y por ello se busca
el conocimiento del precio téenico.

El precio técnico coincide con el coste total unitario
planificado v asegura la igualdad entre ingresos por ventas v
costos { Tabla 8 ).

Tabla 8. Precio técnico de los Bioplaguicidas

CREE Precio técnico
Honges ($/Kg) Bacteria {$/L)7
| 7 de Diciembre 6.97 176
Citrico Ciego ' 3.04 ]
* Laboratorio de 4.18 _ 1.8
* Matanzas L
_1ro de Mayo 4.15 1.46
i DAAFAR ' 4.48 3.33

Se puede apreciar con estos resultados que los precios
actualmente legalizados de medios bioldgicos estén por debajo
del precio técnico. De modo que si los CREE venden bajo las
circunstancias legaies, se pone en peligro su supervivencia
pues los ingresos generados por fas ventas de los productes son

insuficientes para cubrir la totalidad de sus costos. Por ofra
parte si venden bajo este precio técnico los beneficios que
obtienen son nulos y hoy en dia se busca el autofinanciamiento
empresarial de los centros. Por todo ello es imprescindible
conocer el precio objetiva.

El precio objetivo es el que permite obtener un cierto beneficio
que debe definirse en términos de una tasa de rentabilidad sobre
el capital invertido.

Segun resolucion 118/92 la magnitud de ingresos netos por
encima del costo se establece de acuerdo a la tasa de ingreso
neto para la subrama en que se clasifican los productos,
existiendo como dificultad que los Bioplaguicidas no estin
clasificados en ninguna subrama especifica,

En ¢l afto 1992 se incluyd en la subrama de Quimica Bdsica
Orgénica y posteriormente Sanchez y col. (17 ) propusieron
su clasificacién por la subrama de productos farmacetiticos
debido a su afinidad con los procesos biotecnologicos, lo que
implica una tasa de ingreso neto del 37 %. Todo esto indica la
necesidad de establecer precios objetivos de acuerdo a los
nuevos v dindmicos conceptos que existen.

En 1988 cuando se asume la creacion de los CREE, comienzan
a construirse nuevas instalaciones para reproducir los medios
bioldgicos v a remodelar otras ya existentes, B! capital que se
invirtié en todo este proceso a nivel Nacional no estd bien
registrado, por lo que deben revalorizarse las instalaciones para
profundizarse en este estudio de precios.

CONCLUSIONES

1. Los precios actuales de los Bioplaguicidas son
extremadamente bajos y ponen en peligro 1a rentabilided
de los CREE.

2. Existe una gran {luctuacién en materia de precios a nivel
Nacional, debido a:

& La vinculacion de los CREE a los resultados productivos.
@ Las variaciones tecnoldgicas de los procesos.

e Los altos costos con que realmenmte obtienen las
producciones.

® 1os lotes de produccion que montan no son los 6ptinos.

* Subutilizacion de las capacidades de produccion.

3. Loscostos fijos de las producciones bioldgicas representan
una proporcién importante de los cosios totales: hongos
entre 61,2~ 84,3 % vy bacteria 71.8 - 84.5 %, por lo que la
politica de precios a aplicar debe ser relativamente baja.

4. Enlos CREE se experimenta el fenomeno de economias de
escalas lo gue determina la aplicacién de politicas de
precios no elevadas. Actualmente no s¢ hace un buen
aprovechamiento de este fendmeno.

5. El precio umbral de los medios bioldgicos oscila de la
siguiente manera:
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Hongos 0.63-1.80 (S8Kg)
Bacteria 0.27 - 0.684 (S8/L

6. Elprecio téenico se comporta como sigus:
Hongos 3.94 - 6.97 (3/Kg)
Bacteria 1.46 - 3.33 ($/L)

7. El precio que debe establecerse en los CREE es ¢l precio
objetivo, el cual serd superior al téenico y permitird obtener
un cierto beneficio,

8. Es evidente Ia necesidad de una modificacidn en ¢l precio
actual de los Bioplaguicidas.

RECOMENDACIONES

1. Ampliar los estudios que sustenten el procedimiento de
fijecién de los precio segin comportamiento de la
demanda.

2. Profundizar en el precio objetive de los medios biologicos
para poder legalizar los mismos.

3. Extender estos andlisis a las Plantas de Bioplaguicidas.
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Y DEL BIOPREPARADO DE Trichoderma harzianum
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RESUMEN

ABSTRACT

Para combatir las enfermedades de los semilleros y agentes fingicos foliares
se reafizaron tratamientos de diferentes fungicidas y del biopreparadc de
Trichoderma harzianumn (cepa 4 34 } en el cultive de! tomate, variedad
Floradel en &l hidrapénico “8 de marzo™ de Ja provincia de fa Habana. 5e
evalud fa efectividad del biopreparadn en ef control del damping-off por
Phytophthora parasitica Dastur durante los 35 dias del semillero,
aplicando el producte en la cisterna y en ef sustrato de roca de basaito, con
registros del 710 % de incidencia en refacién con un 40 % en fas unidades
testigos. £l rendimiento de fas unidades tratadas superaron en £,5 tn/ha a
las varfantes sin traramiento, por lo que se confirma una vezr més Jos
benefizios que reportan los tratamientos de este biopreparado y en el control
de diferentes patdgenos iingicos del complejo damping-off del tomate. [a
manchatiro al blance causada por Corynespora cassiicola (Berk & Curt) Wei
fue la enfermedad foliar de mayor frecuencia e imtensidad y Jos mefores
tratarientos de fungicidas para su controf fueron, benomyl 0,2 - 0,3 kgiatha
v chiorathaiony! 1,25 kg i.a/hd. Estos tratamientos propiciaron un aumento de
fos rendfmientos de fas cosechas en refacion & estandar de produccidn.

Palabras claves: Phytophthora parasitica, Corynespora
cassiicela, Trichederma harzianum, biopreparado

in order to fight seed bed diseases and other folfar fung! different treatments
and the use of Trichoderma harzianum fstrains A 34) chemical fungicides were
camed cut in the tomate culture var. Floradel grown in the hydroponic § of
arch, in Havana Province. it was evaluated the effectivity of the Trichoderma
harzianum formulation against the damping - off caused by Phytophthora
parasitica Dastur during the 35 days seed bed period. Thichoderma harzianum
was applied in the irrigation system of the culture and directly over the basalt
substrate. Only 10% of the disease incidence was chserved while the
corresponding value in the controf units was 40%. The yield inthe treated units
were 6,5 tonha higher than in the units without treatment, this confirm the
benefits of the Thichaderma harzianurs treatments for the control of the
different pathogenic agents of the damping - off complex in the tomate crop.
The stain “tiro al blanco” caused by Coryrespora cassicola (Berk & Cury) Wei
was the most intense and frequent foliar disease. This was effectively cortroled
by benomy! at o rate of 0,2 - 0,3 kg/a.itha and chiorotalonyl al 1,25 kg a i fha,
with these treatments and Increase in the crop vield in relation to the control
was achieved.

Keys Words: Phytophthara parasitics, Corynespors cassiicols,
Trichoderma harzianum, formulation.

INTRODUCCION

1 cultivo de hidrepdnico es una técnica artificial que

presenta diversas ventajas con respecto al procedimiento
nermal v dentro de las principales hortalizas que se cultivan se
encuentra ¢l tomate, el cual es atacado en fases tempranas de su
desarrello por un grupo de hongos habitantes del suslo causanies
del damping -off.
Para el control de esta enfermedad ha sido utilizado con éxito el
biopreparado de Trichoderma harzianum (cepa A34) en los
hidropénices de la provincia de La Fabana, con reduccién de la
incidencia por Rhizoctonia solani y Pythium aphanidermatum
hasta de un 5% en unidades tratadas a diferencia de 70% de
plantas muertas en 4reas sin tratamiento (Neyra, 1992).

Phytophthora parasitica ha sido igualmente registrado como
uno de los patégenos causantes de esta enfermedad v
tltimamente se ha presentado en las unidades del hidropénico
8 de Marzo causando un gran porcentaje de plantulas muertas,
Segin estudios realizados de laboratorio y microparcelas, la

aplicacién de Thargamuom a las semillas y sustratos reduce la
incidencia del mismo en pléntulas de tomate (Sandaval et al, 1994),
sin embargo no se conocen registros del control de este patdgeno en
condiciones de produceion,

Dentre del grupo de hongos que afectan ¢l area foliar se
encugnira Corynespora cassiicola, el cual provoca la
enfermedad mancha de tiro al blanco en el tomate. Este
patdgeno ataca después de Ia fase de semillero y principalmente
en plantacién, con necrosis severa en variedades susceptibles
y defoliacion, Dafia los frutos ¥ provoca pudriciones de los
mismos (Sandoval, 1981}

Se conoce para su combate la aplicacién de fungicidas,
principalmente ditiocarbamatos y sistémicos, solos o en
mezclas, perc siempre se requiere de més de una aplicacion
durante el ciclo de! cultivo (Miller v Alfieri, 1974; Sanchez,
1970; Sdnchez v Samaniego, 1984},
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Por lo antes expuesto este trabajo tuve como objetivo comprobar
la efectividad de diferentes fungicidas para el control de C
cassiicolg, asi como extender el biocontrol del damping-off por
P. parasttica con biopreparados de T. hargianum en ¢l cultivo del
tomate en condiciones de hidropénico.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizd durante el perfodo 1992-1994 en tomate
variedad Flora del cultivado sobre roca basaltica dei
hidropénico” 8 de Marzo" de la provincia de La Habana,

Se estudié el biocontrol por P. parasftica en las unidades
afectadas por la enfermedad para lo cual se aplicé el
biopreparado de 7. harzianum (cepa A34) cultivado en sustrato
de melaza levadura,

Este biopreparado alcanzé un titulo de 6 x 10° con/mi ¥ se
aplicé 10 litros del mismo a la cisterna 24 horas antes de la
siembra . Esta se realizé de forma directa v se analizé la
efectividad del tratamiento cada 7 dias durante los primero 35
dias de crecimiento de las plantas, Se registré ia incidencia en
100 plantas de la unidad tratada y se comparé con los registros
de unidades sin fratamiento. Cada unidad abarcaba un érea
evaluativa de 1ha. En el periodo de cosecha se registraron los
rendimientos obtenidos.

Entre las enfermedades fitngicas foliares se presenté con mas
frecuencia la producida por C.cassiicela para lo cual se
evaluaron diferentes fungicidas en un disefio de bloque al azar
con cuairo repeticiones. La parcela experimental constd de 6
canaletas de 0,32 m de ancho por 8 m de largo.

Los fungicidas evaluados fueron: benomy! (Fundazol 50%);
chlorothalonil (Brave 50% EC); mancozeb 80% PH ¥ €omo
estandar metiram (Policarbazin 80% PH). Las aspersiones
contra C.cassiicola comenzaron cuendo aparecieron los
primeros sinfomas en ¢l cultivo. Se realizaren un total de 5
aplicaciones con ayuda de una mochila de mano, dotada de
boquilla cénica, con un intervalo de 10 dias; la solucién final
utilizada fue de 400-600 L'ha.

La efectividad de los tratamientos se determind a través de
evaluaciones foliares que se realizaron alos 65, 75,85y 95
dfas de la siembra en 20 plantas de cada parcela . Para efectuar
la evaluacion foliar se confecciono una escala de siete grados
1a cual se describe a continuacién,

0 Planta sana
0.1 Primeras manchas de {a enfermedad
Menos de! 10 % del drea foliar afectada
Del 10 ai 29 % del drea foliar afectada
Del 30 al 49 % del drea foliar afectada
Del 50 al 79 % del arsa foliar afectada
i Mas del 80 % del 4rea foliar afectada |

|k il

En todas las plantas evaluadas fiie observado el follaje v
determinado en cada una el porcentaje de drea atacadaLa
intensidad de ataque de Ia enfermedad fue calculada por la
férmula de Tonwsend-Heuberger.

La eficiencia téenica de los tratamientos se determing mediante
la férmula de Abbott y los rendimientos se valoraron en as 4
canaletas centrales de cada parcela, y se midieron en toneladas
por hectarea

Después de obtepidos los datos del area foliar afectada y los
rendimientos por variantes, fueron procesados
estadisticarnente mediante el test de Newman Keuls al 5% de
significacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los sintomas en los tallos se aislé el patdgeno
P.pargsitica, uno de los agentes reconocidos en este ¥ otros
cultivos como productor del damping-off de los semilleros, La
efectividad proporcionada con la aplicacién del biopreparado
demostro un elevado porcentaje de germinacion de plantas, con
registros del 90% comparado con un 40% en las unidades sin
tratamiento (Fig.1). La incidencia de la enfermedad se mantuvo
practicamente por debajo del 10% durante la fase mas
susceptible de la planta (hasta 35 dias), sin embargo las
unidades que no recibieron ¢l beneficio del biopreparado
alcanzaron registros hasta del 40% a partir de los 28 dfas
después de la germinacion (Fig.2). Consecuentemente, estas
areas registraron 6,5 th menos que las unidades tratadas con
Lhargianum (Fig.3).

Estos registos confirman la efectividad oftecida por este
biopreparade en extensién para el patdgeno P.parasitica,
productor del damping-off en el cultivo del tomate.

Semejanies resultados fueron obtenidos durante la camparia
1992-1993 en el hidropdnico “1° de Mayo” de la Habana, al
aplicar el biopreparado en las cisterna, tratamiento a las
semillas ¥ posturas an ¢l wrasplante para el biocontrol de los
patdgenos presentes en la roca de basalto, 1o que confirma la
efectividad de este para el control del damping-off bajo estas
condiciones { Sandoval ez @/, 1993 ).

Losregistros de la incidencia de la enfermedad por €, eassiicola
después de los tratamientos demuestran, segiin la figura 4, un
progresive desarrollo de la enfermedad en todas las variantes
pero con un comportamiento  diferente entre ellas. F analisis
estadistico en la Wltima evaluacién demuestra que las mejores
variantes fueron aquellas donde se aplicé benomyia 0,3 v 0.2
kg i.a /h4, aunque chlorothalonil a 1.25 kg i.a/h4 mostré efectos
favorables sin diferencias significativas con respecto a las
anteriorss a partlr de los 75 dias de la evaluacion.

La eficiencia técnica de los tratamientos apoyan esios
resuitados principalmente para benomyl a Jas dosis estudiadas
y chlorothalonil a 1,25 kg, i.a /ha.(Fig. 5). Ignalmente los
rendimientos en toneladas por hectdreas confirman la
efectividad de los mismos (Fig. 6).
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Efectividad de diferentes productos fungicidas en tomate
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Figura 1. Efecto de los tratamientos de 7. karziarum en la germinacién de las plamtas de tomate variedad Floradal
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Figura 2. Biocontrol del damping-off por P. parasitica en el hidropdnico con tratamientos de T. harzianum
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Figura 3. Rendimientos obtenidos en el hidropdnico "8 de marzo” con el iratamiento de 7. karzianum en el tomate
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Figura 4. Efecto de los diferentes fungicidas en &l control de C. cassiicola en ¢l cultivo del tomate variedad Floradel
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Figura 5. Eficiencia 1éenica de los tratamientos contra C. cassiicola en el cultivo del tomate variedad Floradel

Rendimientos (tn/ha)
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Benomyl 0,8

Benomyi 0,2
Chlorothalenyl 1,258

Chlorotzlonyl 1

Mancozeb 2,4

Metiram 2,4

Figura 6, Rendimientos abtenidos en el tomate con los tratamientos de fungicidas contra la mancha foliar por C. cassiicola
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El fungicida benomyl {Benlate 0,5 g/l } ha sido uno de los
recomendados para el control de C. cassiicola en los cultivos que
ataca (Miller v Alfier:, 1974) asi, como la mezcla de
chlorothalonil mas zineb o maneb arazon de 1.5; 2y 3kgia/ha
con ¢inco aplicaciones & intervalos semanales para el conwol de
la enfermedad en el cultivo del pepino (Sénichez, 1579).

Nuestros resuitados coinciden con algunas de las variantes
anteriormente mencionadas, principalmente para el benomyl ¥
chlorothalonil, aunque este Gltime a dosis menocres de las
recomendadas ¥ sin mezcla de ditiocarbamatos, mostrd buena
efectividad en el control de ia enfermedad en ¢! tomate.

CONCLUSIONES

Se comprobé la efectividad propoercionada por el biopreparado
de T. hargianum (cepa A34)en el biocontrol del damping-off
por P.parasitica en condiciones de hidropénico.

Los tratamientos del biopreparado aumentaron el porcentaje de
germinacién de las plantas con respecto a las unidades no
tratadas v redujeron en un 10 % el damping-off de las posturas
a diferencia de registros del 40 % obtenidos en las unidades
sin proteccion.

Se registrd un aumento de los rendimientos de 6,5 m/hé en

relacién con las 4reas sin watamiento con el biopreparado.

Los mejores tratamientos para el contral de C.cassiicola fueron
benomyl 2 0,2 ¥ 0,3 kg L.a 'ha asi como chlorothalenil a 1,5
kg ia/ha.

RECOMENDACIONES

Realizar las aplicaciones del biopreparado de T. harzzianian
(cepa A34) en los hidropdnicos para ¢l control del
damping-aff por P.parasitica.

Ante laaparicion de un 5-10 % de incidencia por €. cassiiceln
realizar apliceciones cada 10 dias de benomyl 0.2 kg.i.ahdo
chlorothalonil a 1.25 kg. i.a /ha.
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EFECTOS ALELOPATICOS DE ALGUNOS ABONOS
VERDES Y CULTIVOS DE COBERTURA

Ricardo C. Garcla

1. instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calfe 110 # 514 of 5taB y 5taf, Playa, C. de La Habana. Cuba

RESUMEN

ABSTRACY

Se evalud el comportamiento alefopdtica de los abonos verdes frijol de
terciopelo (Stizolobium aterrimun; (Wright Piper, canavalia (Canavalia
ensiformis) (i P.D.C. y leucaena ileucaena leucocephala) () Benth y el
cultivo de cobertura boniato {Ipomoea bafatas) (1) Lam, por medio de
exractos acuosos a 10% y 4% {p/v) resgectivamente v [a incorporacion af
suelo al 10% (i) de los primeros sobre semillas de arroz (Oryza sativa) |,
tomate (lycopersicum esculentum) Mill, millo (Sorghum valgare) Pers,
lechuga flactuca sativaj Lin, marabii (Dichrostachys cinerea) (L Wight &
Arn v bulhos de cebolleta (Cyperus rotundus) L en pruehas de faboratorio.
Se encontrd que los abonos verdes pueden presentar efectos inhibitorios
sobre arroz, tomate, millo y lechuga y los extractos acuosos de rafces y follajs
de boniatc afectaron J2 germinacitn de semillas de marabd y el desarrollo
de bulbos de cebolleta, o que demuestra que estos culffivos deben
estudiarse antes de decidir una asociacién o rotacidn ,para obtener mejores
resuftades.

Palabras clave: alelopatia, abonos verdes, cultivos de cobertura.

Allelopathic behaviour of green manures velvet bean, (Stizolobium
aterriimun} (Wright) Piper, canavalia (Canavalia enciformis) (1) P.D.C. and
leucaena (leuraena leucocephalal (i) Benth and the cover crop batata
tlpomoea batatas) (1; .am, were evaluated by 10% and 4% (W) agueous
extracts respectively and by plant material incorporated to soil at 10% i
over rice (Oryza sativa} L, tomato [Lycopersicum esculenturmy Mill,
sorghum (Sorghum vulgare) Pers, lettuce (Lactuca sativa; Lin and marabu
tDichrostachys cinerea) (1) Wight & Arn seeds, and purple nutsedge
(Cyperus rotundus) L tubers in laboratory tests. Inhibitory effacts of green
manures on rice, fomate, sorghum and lettuce seedlings were observed. The
foliage and root batata extracts affected marabu seeds germination and the
develope of nut sedge tubers. The results proves that the use of green
manures should be studied before deride a crop asseciation or rotation,
to reach better resuits.

Key words: allelopathy, green manures, cover crops

INTRODUCCION

| estudio de las capacidades alelopaticas de las plantas

sin duda se convertira en una practica comin con sélidos
fundamentos cientificos (Putnam,1988) debido al fuerte
desarrollo que ha experimentado en los filiimos tiempos; asi se
ha encontrade que no sdlo por competencia, sino también por
accion alelopatica, muchas malezas como Sorghum halepense
(L) Pers, C. roturdus L., Cynodon dactylon (L) Pers,
Convulvuius arvensis Ly Nicandra physaloides L entre otros,
afectan la germinacion de semillas y el desarrollo de muchas
plantas cultivables como tomate, frijol cebolla, pepino, col,
maiz, trigo y cértamo (Labrada et al., 1950; Contrera,
1991;Pereira v Braga, 1991).

Aungue se ha estudiado menos, también se ha observado que
algunos cultivos pueden afectar el desarrollo de malezas, como
los extractos acuosos de follaje de platano v cafia y estos
mismos follajes ademds el de maiz incorporados al suelo
afectaron considerablemente malezas de importancia
ccondmica como S ialepense, Corotundus v Rotthoellia
cochinchinensis (Lour) Clayton entre otras (Rodriguez, 1990;
Labrada y Garcia C.,1990); también el girasol , el arroz vy ¢l
boniato han mostrado fuerte actividad alelopética de
inhibicién (Dilday et al; 1992; Park, 1993;Harrison and

Peterson,1986). Por ofre lado se ha sefialado que algunas
plantas estimulan a unas mientras que deprimen a otras, como
la Portulaca oleracea (L), que ejerce una influencia positiva
sobre maiz y pepine, mientras que dafia el desarrollo del arroz
{Garcia C,1995) lo cual muestra que los efectos de la
interaceidn entre especies no deben generalizarse.

Actualmente se estimula en gran parte del mundo el empleo de
abonos verdes y cultivos de cobertura como componentes de
un grupo de aspectos encaminados a alcanzar una agricultura
sostenible, menos dependiente de productos quimicos, para el
control de plagas v malezas (Altieri, 1995}, aumentar la
capilaridad de los suelos y suministrar nitrdgeno. Ya s préctica
habitual sembrar frijol de terciopelo, frijol lablab, canavalia,
crotalaria y owos, bien a voleo (Anénimo, 1996), mcorporados
al suelo ¢ intercalados en rotaciones de cultivos (Sdnchez,
1995; Fuentes,1993) ¥ asociados con cultivos como maiz
{Anonomo, 1894; Flores, 1993) de forma que se restituya la
vida orgénica contribuyende a disminuir el agotamiento e
incrementar los rendimientos de los cultivos. Estas pricticas
generalmente ofrecen buenos resultados aunque a veces la
combinacidn puede resuliar perjudicial (Guzmadn et al., 1993),
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lo que indica que para utilizar las caracteristicas alelopaticas
de los abonos verdes y cultivos de cobertura deben ser
estudiados de forma casuistica y tener en cuenta el cultivo
asociado o en rotacidn.

Elconocimiento y dominio de los efectos alelopdticos dirigidos
acertadamente sin dudas puede contribuir al mejor uso de estas
plantas comeo una herramienta cient{fica en la practica agricola.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal fresco de los abonos verdes y boniato se
cortd en fracciones menores de 1 cm, después de lavado y
secado al aire. Paralos extractos acuosos s tomaron 50 gramos
¥ se batieron con agua destilada en ultrabatidora por cinco
minutos, ¢l homogenato se diluyd a 250 ml, se agitd bien y se
filrd por tela de gasa doble. Del filtrado se tomaron alicuotas
para preparar soluciones al 10% (p/v) parz los abonos verdes
v al 4% (p/v) para el boniaio.

Con las disoluciones se humedecieron papeles de filtro en
placas de Petri de 13 c¢m de didmetro donde se colocaron 30
semillas de arroz, tomate, millo y lechuga que se dejaron
germinar sobre los extractos de abonos verdes, a temperatura
ambiente (26-280C) durante 6-10 dias, al cabo de los cuales se
evalud la germinacion total v la longitud de Ia radicula de 20
plintutas por placa; sobre los extractos de boniato se colocaron
semillas de lechuga, arroz ¥ marabl que se evaluaron de igual
forma,

La inmersién de bulbos de €. rofurdus se levd a cabo
sumergiéndolos una hora en los extractos acuosos de boniato,
se dejaron secar al ajre ¥ se pusieron a germinar 20 bulbos por
placa sobre papel de filtro humedecido con agua destilada,
Cada 7 dias se evalud la germinacién y el No. de brotes/bulbo.

La prueba de incorporacién al suelo se realizé mezciando el
material vegetal fresco con suelo Ferralitico rojo a Ia
concentracidn de 10% (p/v). La mezcla se colocd en placas de
Petri de 13 cm v se sembraron 25 semillas de arroz y de millo
y & los 14 dias se evalud la emergencia y la altura.Para los
testigos de los extractos acuosos se tomd agua destiladayenla
prueba de incorporacién se utilizd suelo solamente.

Todas las pruebas se realizaren por duplicado. Los resultades
reportados constituyen el promedio de las dos réplicas del total
-de plantas evaluadas,

RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos acuosos de frijol de terciopelo, leucaena y
canavalia mostraron que. aunque estan comprendides entre los
abonos verdes, pueden ejer'n:gar efectos negativos al reducir
entre 8 y 16% la germinacion de semillas de arroz y entre 8§ v
44% las dé lechuga. Canavalia vy leucaena mostraron ser muy
agresivas sobre lechuga y moderadas sobre tomate y por el
contrario frijol de terciopelo gjercié un buen estimulo sobre
las semillas de milla (Fig. 1a).

En cuanto al crecimiento de ia radicula (Fig. 1b} la lechuga
mostré ser muy susceptible a los tres abonos verdes con una
reduccion de 30 a 40% de ia longitud; todos estimularon el
desarrollo de les demds excepto la leucaena que redujo la
radicula de tomate en un 13% v la de millo en casi 40%. Bstos
resultades demuestran el comportamiento desigual de estas
plantas empleadas comeo abonos con respecto a diferentes
cultivos.
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Figura 1. Efecto de extractos acuosos de abonos verdes al 10%
sobre algunas semillas "in vitro"

La practica habiual de sembrar, previa incorporacion al suelo
de estas plantas, podria traer consecuencias negativas si no se
tiene en cuenta el cultivo, pues como se puede apreciar en la
Fig. 2 a v b, los tres inhibieron la germinacidn de millo
mientras que sélo el frijo! de terciopelo afectd al arroz v, de
igual forma, se comportaron sobre la altura de la plantula. Estos
resultados pueden parecer contradictorios con relacion a estas
gramineas en ia prueba “in vitro”, sin embarge sdlo indican
que el suelo como medio dindmico de interaccion puede hacer
variar los efectos de los compuestos bioguimicos propios de
las plantas alelopéticas, por lo que no se debe descartar su
participacién y ademds demuestra la importancia que tiene la
alelopatia en la decisién del cultivo a rofar despuds de la
incorporacién de un abone verde.

Con relacién a los extractos acuosos de follaje y raices del
boniato se observé que fueron similares al testigo en la
germinacidn de semillas de lechuga y arroz pere inhibieron las
de marabll y muy marcadamente la de raiz {Fig. 3a), este
ultimo resultado es muy importante pues todo lo que afecte
algiin proceso fisiolégico de esta maleza tan agresiva reviste
gran interés. La longitud de radicula de lechuga fue estimulada
mientras que la de arroz presentd inhibicidn (Fig. 3b). Al
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Figura 2. Efecto de la incorporacion al suelo de material vegetal
de abonos verdes al 10% sobre arroz y millo

sumergir bulbos de C. rotundus en los extractos durante una
hora {Fig. 4a v b} se les provocd una fuerte inhibicién de la
germinacién y la emision de brotes que se prolongd durante 29
dias, lo cual constituye una afirmacién de que no sclo por
competencia gl boniate disminuye la poblacidn de esta maleza
enn un campo infestado de la misma, segin han informado
Harrison v Peterson en 1986.

% 34 Gerxinasién

-

Cm 3b Long. de radaula

. il
LECHLEA ARROZ MARABL

ZArOLLAE  TTRMZ T tEsTian

Figura 3. Efecto de extractos acuosos de follaje de raices de
boniato al 426 sobre semillas "in vitro"
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Figura 4. Efecto de la inmersién por 1 hora de bulbos de Oyperus
rotundus ent ext, ac. de follaje v raices de boniato al 4%

CONCLUSIONES

* Frijol de terciopele, canavalia y leucaena, aun cuando
estimulan algunas plantas, pueden mostrar alta capacidad
inhibitoria sobre otras por lo que al utilizarse como
cobertura viva o abono verde deben estudiarse antes en su
relacion con otras plantas para, decidir la mejor asociacidn
0 sucesion,

® Los resfduos y extractos vegetales de follaje y raices de
boniato provocan efectos inhibitorios interesantes sobre
bulbos de C. rofundus y semillas de marabd que deben
continuar estudidndose por las perspectivas titiles que
ofrzcen.
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RESUMEN

Julia AIméndozT, Hilda Neninger2 y Jeslis Parra

Livistona chinensis: UN NUEVO HOSPEDANTE DE
Phaeotrichoconis crotolariae (Salam & Rao) Subram

3

1y 3: institute de investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 710 # 514 ef 5taB v 5taf, Playa, C. de la Habana. Cuba
2: Laboratorio de Cuarentena, Centro Nacional de Sanidad Vegetal

ABSTRACT

£n fa Empresa Tropiflora, Wafay en fa provincia de La Habana, se observé
en el foflaje de un gran ntimero de fa pafmécea Livistona chinensis, lesiones
parduscas de bordes regufarss, afectando su utifizacidn con fines
ornamentales, fundamentalmente para la  exportacién. Se reafizaron
muestrecs de hofas para ef aisfamiento e identificacién del patégeno
Phaeotrichoconis crotolariae encomrada por primera vez en Cuba en hojas
de Livistona chinensis se corrobord que fos sintamas de necrosis presentados
a nivel de laberatorio son similares a los observados en campo.

Palabras claves : Livistona ¢hinensis,Phaeotrichoconis
crotolariae.

fn Tropiffora enterprise, Wajay, Havana province it was observed in several
palm trees livistona chinensis a browniah damage of regujar shape,
impairing the export valve of this ornamental plant. Leaf samples of the
damage plants were taken and a pathogen Phaeotrichoconis crotolariae was
isofate and identified for the first time in Cuba. It was observed that the
necrotic symtoms in faboratory and fiefd plants, were simifar.

Key words : Livistona chinensis,Phaeotrichaconis crotolariae

ivistona chinensis, s una Arecaceae con fines

ornamentales por el aspecto de sus hojas que la hacen
atractiva. Se encuenua distribuida en la India, Sureste de la
Florida, Sureste de California, Florida, China, Australia v
Cuba.{ Blatter,1978; Jones, 1987; Mc Currach, 1960},

En Cuba, s realizan producciones de esta especie en Ja actualidad
para la exportacién en el vivero”El Chico", perteneciente z la
Empresa Tropiflora, en la provincia La Habana.

En e} mes de Octubre de 1989, en el vivero se observaron
frecuentes ataques en en el follaje de un gran ndmero de
posturas de Livistona chinensis, sembradas en bolsas de
polietileno de 26 x 42 cm de diametro,

Las lesiones fueron manchas de color pardo oscure, de forma
oval con anillos concéniricos en un gran nimero de estas
posturas.

Para el aislamiento ¢ identificacién del patégeno se sembraron
partes del tejido foliar afectado, en placa de agua - agar y la
incubacién se efectud a temperatura de 26°C, una vez
observado el crecimiento micelial se pasaron a un medio mas
nutritivo {papa - dextrosa - agar).

A los 7 dias se observaron colonias pardos-grisaceas,
algodonosas.Se realizaron preparaciones, tomando un
portaobjeto, colocando una gota de lactofenol v sobre ello la
fruetificacién del hongo.

Se observé con el microscopio dptico un micelio pardo -
osciro, conidioforos pardos, rectos, geniculados y conidios
pardos obclavados, solitario con septos transversales y con un
largo apéndice filiforme y subhialino .

Se realizaron mediciones de conidioforos v conidios. Los

<

conidioforos estuvieron en el rango de 158-170 largo y 5,2-7
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ancho. Conidio de 5-6 septos de 60-80 de largo x 16-20 de
ancho vy el apéndice o pico de 40-120 x 1,2 ancho.

Se llego a la conclusion que e] hongo estudiade coincidia en
morfelogia, celor ¥ tamafio con los descritos para
Phaeotrichoconis crotolarige ( Salam & Rao ) Subram por
Ellis, 1971.

Para comprobar la patogenicidad, se tomaron conidios del
hongo y se pasaron a tubos de ensayos v a los 10 dias de
crecimiente en PDA, se realizaron suspensiones del cultivo en
agua destilada estéril, con una concentracién de 10 esporas.

Se tomaron 6 posturas de Livistona chinensis, sembradas en
bolsas de polietileno., Tres de las posturas, fieron inoculadas
con las suspensiones v las otras se asperjaron con agua
destilada estéril sélo. Todas las posturas, fueron colocadas en
un cuarto obscuro, tapadas con naylon, en condiciones de
laboratorio, con 96% de humedad y 26 °C de temperatura. A
las 24 horas, se le retird el naylon.

A los 15 dias, comenzaron a aparecer los primeros sintomas
foliares en aquellas posturas donde se habia realizade la
inoculacion del hongo, igual que los observados en el campo.

A partir de estas afectaciones foliares, se logro el reaislamiento
del hongo Phaeomichocornis crotoloriae { Salam & Rao )
Subriman .

Segun Farr et al {1993) para la familia Arecaceae estd
registrado Phaeotrichoconis sp, no se reporta para Livisiona
chinensis, por lo que Phaevtrichoconis crotolariae constituye
un nuevo registre de este pardgeno para el cultivo en ¢l Mundo
¥ para nuestro pais.

REFERENCIAS

Biatter Berl Ethel. The palms of btitish India and Ceylan periodical
experns hook agency D-42 vivek Vittar. Dethi - 170032, 1978,
600pp.

Ellis, MB. Commonwealth. Mycological. Institute Kevy.
Dematiaceous, Hyphomycetes. 1671, 436 pp.

Farr, David F; Bills F. Gerald; Chumuris, George, P; Rossman Y Amy.
Fungi on plants and plant products in the United States, 1995,
APS. Press the American Phytopathological Society St. Paul,
Minnesota. LUSA, 1252 pp.

Jones, David. Palms in Australia. Reed Books Pity LTD. 1987, Pag,
206.

Me Currach, James C. Palms of the world, Library of Congress
catalog card number : LC - 80 - 5968, 1980. Pag. 120.

62/fitosanidad



FITOSANIDAD Volumen 2, No. 1y 2, junio 1998

tas

Rubén P, Pérez

"
Q
o
N
a
O
©
(®)
i

n general, las plagas que afectan at cultive del

¢ de rifidn, Orthosipiron stamineus Benth,
estan pocos estudiadas, Entre las plagas que afectan
dicho cultivo ge informa al gusano de cuemno, un
esfingido, cuvas orugas destruyen las hojas y retofios
terminales v parcialmente los talios que aun estdn
tiernes. En un corto perfodo de tiempo, dos orugas
pueden deshojar completamente las plantas,
(Svanidze, 1960).

Svanidze vy Ostrouskii (1967) le confieren al nemitode,
Heterodera radicicola, gran importancia econdmica, va que
dafa fuertemente al té de rifidn, tanto en condiciones de
invernadero como de campo. Las raices dafiadas
frecuentemente s¢ pudren, lo que provoca la destruccidn del
proceso de nntricion, transpiracion v otros principios
fisioldgicos que retrasan ¢l crectmiento y desarrollo de las
plantas.

Comun

Las observaciones sobre la incidencia de Tefranychus
tumnidus, fueron realizadas en las plantaciones de té de rifion,
ubicadas en la Empresa de Flores de Giiira de Melena,
provincia de La Habana, durante los afios 1989-1990 donde
fueren descritos los dafios ocasionados en las condiciones de
Cuba.

Las poblaciones de T, tumidus se localizan sobre las partes
aéreas (hojas y ramas) de las plantas. Los sintomas producidos
por el ataque de esta plaga, comienzan con puntuaciones
rojizas, las cuales se tornan pardo amarillentas y con el avance
de la infestacidn y la actividad succionadora de este dcaro,
surge una tenue clorosis !a cudl se acentia en los bordes v
avanza hacia el nervio central.

Cuando el ataque es muy fuerte las hojas se tornan totalmente
clordticas dando la apariencia de una enfermedad virosa o

Orthosiphon stamineus Benth, NUEVO HOSPEDANTE
DE Tetranychus tumidus Banks EN CUBA

1. Instituto de investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 # 574 &/ 5taB y 5taF, Playa, C. de La Habana, Cuba

semeja la carencia de algin nutriente, lo cudl se descarta
facilmente al observarse gran nimero de 4caros v la produccién
de abundante tela de arafia la cudl puede alcanzar las ramas, y
€1 ¢asos extrenos, comienza una defoliacion de las plantas lo
cual conlleva a la afectacién de los rendimientos, ya que son
precisamente las hojas, la materia prima para la indusiria
farmacéutica.

Pérez (1996} en la lista de plantas hospedantes de T, famidus,
no sefiala ai t¢ de rifién, por lo que estos rasultados confirman
la existencia, en nuestras condiciones, de un nuevo hospedante
de esta especie, ¢l cudl engrosa la amplia lista de plantas que
son afectadas por estz polifago. Su distribucion y afectaciones
s¢ han observadoe en las provincias de Ciudad de La Habana y
1a Habana.
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a pata prieta causada por Phytophthora nicotianae

Breda de Hann, es una de las enfermedades que mas
afectaciones ha causade a la produccién tabacalera cubana,
fundamentalmente en los semilieros, donde han ocwrido
epidemias severas lo que ha provocado anualmente cuantiosas
pérdidas en el cultivo, A pesar de que esta enfermedad esta
presente en Cuba desde principios de siglo, en el pais se han
realizado sélo aigunos estudios al respecto por, lo que fue
necesario profimdizar en os conocimientos sobre la biologia,
epifitotiologia y nocividad, asi como valorar 1z efectividad de
diversas alternativas de lucha, que permitieran un manejo
adecuado de la enfermedad v disminuir las afectaciones v
pérdidas en el cultivo.

Por primera vez se obtuvo en el pais a fase sexual del patdgeno
“in vitro™, asi como se determiné la presencia de los des grupos
de compatibilidad sexual A1 y A2 que posibilita la formacién
de la fase sexual del patdgeno. Se detectarcn en campos de
produccidn ambos grupos de compatibilidad sexual, aunque en
los mismos predominaron los aislados del hongo del grupe
sexual A1 lo que no descarta la posibilidad de la formacidn de
estas estructuras en la naturaleza, que le permiten al patdgeno
una mayor sobrevivercia en el suelo y una poblacidn con
elevada variabilidad genética,

Se precis¢ que para el crecimiento micelial, formacidn de
zoosporangios ¥ de la fase sexual, es mas apropiado el empleo
de medios naturales come la avena, V-3, maiz y papa dextrosa
que los medios sintéticos como Czapeck y se determing el
efecto estimulante que ejercieron las fuentes de carbono, de

BIOLOGIA, DETECCION EN SUELO, NOCIVIDAD,
EPIDEMIOLOGIA Y CONTROL DE Phytophthora
nicotianae CAUSANTE DE LA ENFERMEDAD PATA

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal, Ministerio de Agricultura. Caveta 634, 11300
Ciudad de La Habana. £-Mail: inisav@ceniai.inf.cu.

nitrégeno organico e inorganico en las que se destacaron el
almidon, la Jeucina v el nitrato de amonio.

Se determind que los principales procesos bioldgicos del
patdgeno, se desarrollan Sptimamente bejo las condiciones
climéticas que imperan durante casi todo el afio
fundamentalmente en los meses del establecimiento de los
semilleros en Cuba, ya que el patdgeno crece desde 9°C hasta
35°C, con rango favorable de 20 a 35°C y dptimo a 30°C, la
formacién de zoosporangios ocwre desde 15°C hasta 30°C,
optimo de 20 a25°C y la germinacién de [as zeosporas se nicia
& la hora de ser incubadas en la mayoria de las ternperaturas v
ocwre desde 10 hasta 40°C, con dptimo a 27- 30°C . El
crecimiento del tubo germinativo file superior a temperaturas
desde 20 hasta 30°C, optimo de 25 a 27°C y decrece a
temperaturas por debajo de 20 v por encima de 30°C v el
periode de incubacién del patégeno fueron de 2-3 dias a
temperaturas de 235, 30 y 35°C. A 15 ¥ 20°C este se prolongd
mas de 6 dias.

Lamotilidad de las zoosporas ¢s superior a temperaturas bajas (5,
10y 20) y decrece con ¢l incremento de la temperatura. La
viabilidad de las zoosporas es tamnbién superior a temperaturas
bajas, a 10 ¥ 20 permanecen viables por més de 30 dias, a 30°C
sobreviven 15 dias v a 37°C sélo § dias.

Se demosiré la importancia de la temperatura en la
reproduccidon sexual v fue optimo a 25°C, en 30°C fue
abundante y a 20°C disminuyé, a 10°C fue minimoe v a 35°C
no s¢ observaron.
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La luz estimuld la formacion de los zoosporangios (fase
asexual}, pero inhibid la formacion de fase sexual del patdgeno,
la cual se incrementd en la oscuridad y ¢l agua favorecid la
formacion de ios zoosporangios del hongo y la infeccién del
patogeno sobre las plantas de tabaco, gue aungue no se
observaron diferencias significativas entre las humedades
probadas, para el suelo Ferralitico Rojo fue superior en 70 v
80 % de capacidad de retencion del agua y en el suelo FCAL
ocurrio en 100 %,

Se determind la variabilidad cultural, por lo que existen
aislamientos que presentan un crecimiento micelial rapido v
otros moderados, asi como la patogenicidad en los que se
muestra diferencias en cuanto a la virulencia, Se informa por
primera vez ia patogenicidad sobre tabaco de aislados de P.
micotianae de vicaria, tomate, fresa, citrico, pifia, berenjens,
gue contribuven al conocimiento epifitotiolégico de [a
enfermedad v se seiala la potencialidad patogénica de esta
especie en Cuba.

Se medificéd un medio selectivo, al que se le redujeron las
concentraciones de dos productos, que permitio el ahorro de
los mismos y afecté menos el crecimiento del hongo que el
medio original, asi mismo se elaboré una técnica en la se
emplean hojas de tabace como trampa, las variedades PBDa,
Corojo, Cricllo v Pelo de Oro; diluciones de suelo 1:10; 118
v1:6; la incubacidn a temperaturas de 27-30 °C y 12 horas luz.
Fue comprobada la efectividad de ambos métedos para el
aislamiento y la deteccién del patdgeno en més de 92 campos
de produccion, que permitio la deteccién preventiva y conocer
¢l nivel de contaminacién de los suelos antes de lIa siembra y
se observd una menor incidencia de la enfermedad en aquellos
campos con niveles de infeccion bajo, segiin el andHsis previe
de los suelos.

La distribucién horizontal del patdgeno en suelo fue al azar en
los campos evaluados y en la distribucién vertical la poblacidn
decrecid con el incremento de la profundidad del suelo y €l
mayor niimero de propagulos se observoentre 0y Scm. Enel
muestreo de suelo para lograr una deteccion positiva fue mds
adecuado la torna de suelo de 40 puntos / ha.

Los propagulos del patdgenc permanecieron viables en suelo
naturalmente infestado hajo condiciones controladas alrededor
de 15 meses v se determind que aungue el agua es necesaria
para 1a formacién de los zoosporangios, los extractos de
diferentes suelos estimularon también este proceso, asf como
la infeceion de las plantas.

Se determing 1a afectacion de ia enfermedad en semilleros v
plantaciones de tabaco en las principales provincias tabacaleras
del pafs y se observé un incremento de la enfermedad a partir
de la campafia 1982-1983, que fue muy elevada entre 1985 v
1988, la cnal que fue disminuvendo debide al empleo de
diferentes medidas como la rotacién de cultivo entre ofras,

La edad de la planta y la variedad de tabaco, influyé en la
susceptibilidad al ataque de la enfermedad v se determiné el
efecto de la intensidad del ataque sobre los caracteres
morfolégicos como la altura, nimero y peso de las hojas de las
variedades Corojo v Criollo, en la cual se observd una
correlacidn altamente significativa y negativa entre estos
parimeros.

Se determind la influencia marcada de la lluvia en el desarrolio
epifitotico de la enfermedad y se observo gue las temperawiras
en los meses donde se establecen los semilleros, son siempre
favorables para el desarrolle de la enfermedad. Los modeles
Logistico ¥ Gompertz fueron adecuados para describir la
enfermedad en el tiempo, con correlacion del 84 al 99 %. Se
observd una correlacion directa ¥ proporcional entre la
densidad de inéculo inicial en suelo y 1a incidencia posterior
de 1a enfermedad en plantas de tabaco.

Las densidades de plantas altas favorecieren el desarrollo de
la enfermedad v se determing que la seleccion de Areas para
semilleros, la deteccién del nivel de infeccidn del suelo antes
de la siembra, la rotacién de cultivo entre otras practicas
posibilitaron ia disminucion de la incidencia de la enfermedad
en el cultivo, Se determind otros métodos de lucha promisotios
para el control de la enfermedad come lz solarizacion y el
empleo de hongos formadores de micorrizas, que provocaron
¢l primero la desinfeccion del suele v el segundo la reduccidn
de la afectacion por pata prieta en tabaco,

Se aprecié que en semilleros con antecedentes de elevada
incidencia de pata prieta no resulté eficaz ninguna de las
medidas de lucha aplicadas ¥ que como premisa fundamental
s¢ observé que en campos con antecedentes de baja incidencia
de la enfermedad o con niveles bajos de infeccidn en suelo las
afectaciones fueron minimas lo que confirma que para el
manejo de pata prieta es necesario la reduccién de los niveles
de indcule en suelo, el empleo de campos con niveles de
infestacion bajos , junto a otras medidas como la aplicacion al
suelc del biocontrol Trichoderma harzianum entre otras.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE HONGOS
ENTOMOPATOGENOS

Instituto de Inivestigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV). Dpto de Biopesticidas. Calle 710 No 574 &/ 5taB y StaF -
FPlaya, 10600, Ciudad de La Habana. e-mail; inisav@cenial.inf.cu

RESUMEN

ABSTRACT

Ef presente trabajo aborda de forma simplificada Ja caracterizacién
molecular de algunos hongos entomopatdgencs de gran importancia en ef
control bioldgico de insectos plagas en 12 agricultura. Se hace referencia a
algunas técnicas que se emplean acualmente en dicha caracterizacidn
como son ¢ PCR, RFLP, carictipo, andlisis isocnzimético entre otras,
ejemplificando con ef trabajo realizado por diferentes autores, Fstos estudios
constituyen una poderosa herramienta para los investigadores, ya que tienen
la ventaja de poner en evidencia fas variaciones a niveles molecifares.

Palabras claves: hongos entomopatdgenos, técnicas
moleculares, caracterizacién.

The present work approaches the molecular characterization of some
entomopatogenic fungl of impontance in biofogical control of insect pest of
agriculiure. We made a report about some molecular techniques that
nowadays are employed i this characterization such as: PCR, RFLP,
carictype, exemplifying with the work done by different authors. This studies
are & powerful too! for researches since they have the advantage of evidence
the variations at molecufar levels that are very speciiic.,

Key words: entomopathogenic fungi, molecular techniques,
characterization.

os hongos entomopatdégenos son un grupoe de
icroorganismos ampliamente estudiados en tedo el
mundo, existiendo mas de 700 especies reunidas en 100
géneros. Ellos tienen la particularidad de parasitar a diferentes
tipos de artrépodos {insectos y 4caros), aunque existen especies
que sofo tienen un efecto limitado. El rango de hospederos de
estos hongos difiere grandemente en comespondencia con la
especie. Dentro del mismo género hay especies que infectan
insectos de varios drdenes, mieniras que otros sélo atacan un
género o algunos géneros relacionados Las enfermedades
fingicas de los insectos son comunes y a veces son lo
suficientemente severas como para eliminar casi una poblacidn
de insectos en un habitat dado. Tales epizootias son atribuibles
a una conjuncion de circunstancias que favorecen la
enfermedad. Entre estas son importantes un ambiente hamedo
y una densa poblacién de insectos, Asimismo, los hongos
pueden jugar un papel muy importante en la salud humana ya
que algunas especies son virulentas para moscas ¥ mosquitos
(Roberts ¢t al.; Papierok, 1991, 1996).

La gran mayoria de lag micosis de insectos son provocadas por
los grupos sistematicos Plnvcomycetes y los Hyphomycetes. Las
especies que se encuentran frecuentemente pertenscen a los
géneros Beauveria, Merarhyzium, Paecylomices, Nomurae ¥
Verticillium entre los cuales determinadas cepas han side
seleccionadas y comercializadas para ser utilizadas en el
contro] biologice (Ferron et al. 1991).

En el proceso de infeccién los hengos entomopatégenos
emplean diferentes estrategias para penetrar a través de la
superficie protectora del hospedante v desarrollarse
exitosamente dentro de este organismo. Estas estrategias
inveolucran la intervencién de sefiales gquimicas,
particularmente las enzimas, toxinas e inhibidores del sistema
inmune producides por el patdgeno. Algunas de estas
moléculas son conocidas como lectinas, que son proteinas o
glicoproteinas de origen no inmunolégico pero que pueden
provocar in vitro fendmenos semejantes a reacciones
inmunoldgicas (Vey, 1996),

Existen otras sustancias de naturaleza quimica que son los
mucopolisacdridos de la pared de las esporas; estas sustancias
¢ secreciones mucilaginesas aparecen en las primeras horas del
cortacto entre el hospedante y el patdgeno. Este fenomeno
puede estar relacionado con cambios a nivel conjdial como la
produccion de esterasas, elastasas, lipasas y n-acetil
glucosaminidasas durante la fase pregerminativa (St Leger,
1988},

La produccion de toxinas por los hongos entomopatdgenos es
muy importante en el proceso de infeccion yva que las mismas
pueden, en ciertos casos, provocar la muerte del insecto debido
a sus propiedades insecticidas, ademaés que actian como
inhibidoras de las reacciones de defensa del hospedante por
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alteraciones de los hemocitos ¥ retarde en la agregacion de las
células de la hemolinfa (Vey v Gotz, 1986),

Las toxinas que producen los hongos entomopatogenos son de
dos tipos:

- macromoléculas proteicas
- sustancias de bajo peso molecular.

Las macromoléculas proteicas son enzimas extracelulares
secretadas en cantidades significativas en medios de cultivos ¢
en el interior del insecto.

En Beauveria bassiane, por ¢jemplo, se han detectado dos
proteasas; una fraccion de pese molecular elevado y pH acido
y otra de peso molecular bajo y pH bésico , ademas de una
quitinasa y una amilasa (Lysenke v Kucera, 1971). En
Metarhizium anisopliae también fueron separadas dos
proteasas , la serilproteasa y la sulfhidrilproteasa, igualmente
se detectaron otras enzimas como lipasas y una glicogenasa
(Kucera, 1980).

La produccién de toxinas de bajo peso molecular (PMO) es

una propiedad genética de cada hongo, pero su produccion
puede ser alterada por factores como: nutrientes, pH,
temperatura,

Los principales metabolitos de este grupo son los
ciciodepsipéptidos producidos por B. bassianay M
anisopliae, siendo las mas conocidas las destruxinas. La
relacion entre la produccion de destruxinas y la patogenicidad
de los hongos fue sugerida por Samuels (1988), pudiendo ser
ellas la causa de la mortalidad del insecto luego de la infeccion
fiingica. Otros ciclodepsipéptidos pero aislados de B. bassiana
son; “‘beauvericine”, también producido por Paecilomyces
fumoseroseus v cuya accion insecticida fue determinada para
¢l coledptero L. decemiineata, “hassianolide” aislado de V.
Jecanti, Asimismo, se debe citar al “enniantin” A y C cuya
estructura es proxima al beauvericine y fue encontrado en
Fusarium sp.

La importancia del estudio de estas micotoxinas radica en que
ellas son méas determinantes de la virulencia de una cepa que
de su patogenicidad. Asimismo, el estudio de los mecanismos
de accion, asi como de las relaciones estructura-actividad
_ apoyan los datos de que las toxinas sintetizadas y liberadas por
los hongos entomopatégenos son capaces efectivamente de
distorsionar la defensa celular del hospedante ¥ hacer mds
facil la invasion a su organismo ( Vilcinskas et al, 1996).

Con el objetivo de formar grupos dentro de una especie o
identificar un aislamiento particular cuando éste es responsable
de una epizootia, se hace necesario buscar criterios diferentes
a la caracterizacion morfo-ontogénica. Los caracteres
moleculares basados en el estudio de proteinas (isoenzimas,
mmunologfa, dcidos nucleicos, cariotipos, RFLP, PCR y
secuenciacion) presentan la ventaja de poner en evidencia las
variaciones a niveles moleculares que son muy especificos {
Kohn, 1992).

Bard

ANALISIS ISOENZIMATICO

Segin Micaeles et al. (1992), el analisis isoenzimatico se utiliza
para resolver problemas de taxonomia, identificar taxones
desconocidos, caracterizar una cepa patentable, analizar la
variabilidad genética dentro de una poblacion, describir &l
origen de un patogeno, seguir la segregacion de loci e
identificar la ploidfa de un organismo. E! método consiste en
separar por electroforesis en geles de poliacrilamida o de
almiddn , proteinas extraidas del hongo v luege colorear los
geles para visualizar las actividades enzimaricas especificas.
Las isoenzimas pueden ser reveladas en la medida que la
proteina mutante difiera de la original en cuanic a carga,
conformacion o punto isoeléetrico.

Para estudiar los taxones, solo se toman en cuenta ¢l admero
v las posiciones de las bandas y la interpretacion de los patrones
en términos de alelos especificos permite detectar las
relaciones filogenéticas,

El analisis iscenzimatico del género Mesarhizium confirmala
gran variabilidad genética observada en los caracteres de
patogenicidad y de adaptacién al ambiente. En la especie M.
anisoplice, conocida por su amplia disribucién geografica, St
leger et al.{1992) confirman la existencia de por lo menos cinco
variedades. Las cepas de esta variedad son muy heterogéneas
y pueden ser caracterizadas por perfiles esterdsicos distintos (
Riba et al. 1990).

Entre los Hyphomycetes entomopatégenos, el género
Beauveriaes aquel aislado conmds frecuencia de los caddveres
de insectos infectados. Por 1o menos se reconocen seis especies
segtm los criterios morfolégicos ¥ bioquimicos entre [os cuales
B. bassiana ¥ B. brogniartii son las que se usan en la lucha
biolégica. El analisis isoenzimatico muestra que a pesar del
mamenimiento de una fuerte variabilidad natural dentro de
las poblaciones de B. bassigna (St leger et al. 1992), existen
homogeneidades dentro de grupos de aislamientos
provenientes de ciertos hospedantes y ciertas dreas geograficas
(Bridge et al. 1990). De los estudios isoenziméticos de 131
cepas de B. bassiana aisladas de diferentes insectos y origenes
geograficos algunos autores concluven que existe una
estructura ¢lonal de fas poblaciones.

Asimismo el analisis de enzimas ha permitide caracterizar una
variabilidad genética intraespecifica en Nomurae ( Joslyn y
Boucias, 1980}

INMUNOENSAYOS

La serclogia suzle aplicarse para diagndstico, pero las
diferencias en estructuras antigénicas pueden ser utiles también
en taxonomia. Utilizando la téenica de inmunodifusion
también llamada de Ouchterlony, la cual consiste en una
difusién doble sobre geles de agarosa, Toriello etal. (1989} han
podido discriminar diversos géneros de Enfomophihorales.
Esta técnica toma en cuenta la formacién de un arco de
precipitacién tnico enire los pozos que contienen los antigenos
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y aquel donde se encuentra el suero. La inmudifusion ha
permitido distinguir los aislamientos de Merarhizium, pero el
* examen de los niveles intraespecificos se harealizado con otros
métodos que permiten el estudio distintivo de un gran nimero
de antigenos dentro de los cuales se pueden citar;

- inmunoelectroforesis, que consiste en la separacion
electroforética de Jos antigenos sobre gel de agarosa seguida
por una inmunodifhsién, esta téenica ha sido utilizada para
estudiar cepas de Metarhizium amisopliae {St Leger et al.
1987).

- Western blot, cuyas etapas incluyen la separacion de las
proteinas sobre geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)} y luego
una transferencia a una membrana de nitrocelulosa seguida de
la incubacion con €l suerc, permitio a Tan y Ekramoddoullah
(1991) identificar gracias a sus pérfiles antigénicos, 5
aislamientos de B. bassigna. Esta caracterizacion posibilité
precisar la variabilidad observada por otra técnica
inmunoserolégica, la seroaglutinacion. Usando SDS-PAGE v
un anticuerpo disponible comercialmente, Bath et al. (1996)
establecieron la produccidén de 70 preteinas hsp (proteinas de
shock térmico), por M. awmisoplise y M. flavoviridae. Estas
proteinas son de gran importancia en los hongos
enfomopatogenos porque pucdsn ayudar a protegerlos de las
temperaturas extremas y del esirés asociado al encuentro con
el organismo blanco.

- ELISA, ha sido puesto a punto para determinades hongos
entomopatégenos (Shimizu et al. 1993), sin embargo su
aplicacidén en deteccidn ha sido realizada solamente a partir de
infestaciones artificiales en los laboratorios (Hajek etal. 1991).

“Cariotipo.

La electroforesis en campo pulsado, permite la separacion en

geles de agarosa de moldculas de ADN cuyo tamafio pusda
alcanzar méas de 10 mega bases (Mb), posibilitando la
identificacién de cromosomas intactos de eucariontes
inferiores (Mills v Me Cluskey, 1990), En general, diferentes
especies presentan cariotipes eleciroforéticos distintos y
ademds suelen existir muchas variaciones intraespecificas,
observables gracias 2 las diferencias en los patrones o en la
intensidad de las bandas (Kohn, 1992).

El mapeo de genes y la electroforesis en campo pulsado ha

permitido un mayor conocimiento de la organizacion gendmica
en Beawveria, necesario para st mejoramiento genético. El
cariotipaje eletroforético muestra un polimorfismo
significative en la longitud de los cromosomas entre los
aislados de este hongo { Muriel et al. 1996).

A través de estos estudios se ha determinado que el nimero de
cromosomas en P. fumosoroseus s de 6y su tamafio varia de
2.8a8.] Mb, es de 7 en M. anisopliae y 8 en B. bassiana von
2.9 a 8.1 Mb. Asimismo se ha puesto en evidencia, por
hibridizacién en Southern blot, diferencias en la informacién

genética contenida en los cromosomas posicionados de manera
idéntica {Shimizu et al.1993).

“RFLP {polimorfismo en la longitud de fragmentos de
restriceion).

Los RFLP se observan por hibridizacién de los fragmentos
como resultado de la digestién del ADN por una enzima de
restriccion, separados electroforéticamente con sondas de
copia dnica. Cuando las moléculas de ADN hidrolizadas son
pequefias y homogeneas, como ¢l ADN mitocondrial, en el gel
corrido con bromuro de etidio se observard un patrén de bandas
mientras que la hidrélisis de ADN nueclear produce un
chorreado continuo de bandas de secuencias tinicas con
algunas bandas marcadas correspondientes a ADN repetitivo.

El ADNmt circuiar, varfa entre los hongos de 19 a 176 kb
(Klichy Mullaney, 1992}, El ADNmt de B. bassigna extraido
con cloruro de cesie, presenta un tamafio estimado en 28.5 kb,
Typas et al. (1992) distinguieron V. lecanni, patdgenc de
insectos, de otras especies de Verticillium fitopatégenas o no
patégenas, por observacion del ADNmt revelado en
fragmentos de restriccién de la enzima Hae . La enzima corta
fragmentos de ADNmt liberando fragmentos de 1.5 a 12 kb
mieniras que hidroliza ADN nuclear en fragmentos de 1 kb.
Por este método Bridge et al. (1993) pudieron caracterizar cada
uno de los aislamientos pertenecientes a las especies M
anisopliae v M. flavoviridae. Igualmente Mavridon v Typas
(1996) detectaron polimorfismo interespecifico en 19 aislados
de M. anisopliae.

Los RFLP de ADN nuclear se detectan con més frecuencia
luego de la transferencia sobre membrana de nylon, del ADN
seguido de hibridizacidn. Eluso de sondas tinicas o multicopias
permite ta caracterizacion fina de cepas genéticamente
proximas, tales como una cepa salvaje de B. bassiana v una
mutante {Kosir et al. 1991). También ha side muy utilizado el
ADN ribosomal aprovechande su naturaleza conservada que
permite usar sondas heterdlogas para caracterizar relaciones
intergénicas e interespecificas,

“PCR. ( Amplificacién en cadena de 1a polimerasa).

La PCR es una técnica que permite determinar relaciones
filogenéticas entre especies y constituye una buena
herramienta de analisis de la biclogia de las poblaciones. La
PCR consiste en |a amplificacion enzimatica de un fragmento
de ADN en presencia de iniciadores especificos de ese
fragmento . El método es sensible, son suficientes apenas
algunos ng de ADN templado. Una region frecuentemente
ampiificada en los estudios concernientes a los hongos es el
ADN ribosomal, en particular la region de los espaciadores
transcriptos, zona variable, por lo tanto interesante. para
analizar €l parentesco y la variabilidad entre especies (White
et al. 1990). Este método se ha utilizado para detectar genes
comparables en Metarhizium spp.
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Latécnica RAPD (polimerfismo del ADN amplificado al azar)
es una PCR que utiliza un s6lo iniciador, cuyo tamafic es en
general de 10 bases, ¢ hibrida a secuencias repartidas
zleatoriamente sobre el ADN. Provee patrones de bandas cuyo
numero ¥ tamano permiten el andlisis de variaciones
moleculares (Strigman v Mackay, 1993). Este métedo ha sido
utilizado por Cravanzola y Ozino (1996) para evaluar la
presencia de polimorfismo genético entre 28 cepas de
Beauveria brogniartti de diferentes origenes geograficos ¢
insectos hospederos.

CONCLUSIONES

Lamayoria de las veces se observa una buena correlacidon entre
los caracteres moleculares v los caracteres morfo-ontogénicos;
sin embargo los estudios filogenéticos basados en andlisis
moleculares permiten a veces acercamienios de género ¥
especies que se distinguen por la clasificacion fenotipica.

La elecoion del método de analisis dependera del organismo
estudiado y sobre todo de su variabilidad genérica; mientras
que para delimitar especies o grupos deniro de especies s¢ han
utilizado ampliamente marcadores de tipo proteinas o
isoenzimas, Las téenicas basadas en el andlisis comparado del
tamafio de los fragmentos de ADN permiten distinguir
aislamientos especificos. Asi, cuidando de efectuar las
comparaciones sobre un numero de muestras lo mas variado
posible, estas herramientas permitirdn distinguir una cepa de
oira.
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