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CITROS

EFICIENCIA DA MANIPUEIRA (EXTRATO LiQUIDO
DAS RAIZES DE CASSAVA) NO CONTROLE DE
Toxoptera citricidus - O PULGAO NEGRO DOS

J. Jitio Da Ponte’ e }. Higino Ribeiro Dos Santos?

1 Professor-Emérita, Livre Docente de Fitopatologla
2 Professor Titular de Entomologia e Parasitologia Agricolas Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias
Agrérias Caixa Postal 12168, 60356-001 Fortaleza, Estado do Ceard, Brasif

RESUMO

ABSTRACT

A manipueira fextrato Hfguido das rafzes de cassava, Manihot esculenta),
cuja notdvel acdo nematicida fora demonstrada em estudos anterfores, fol
agara testada no controle do pulgao negro (Toxoptera citricidus), uma das
mafs importantes pragas da cltricultura. As trés diluices (50, 75 & 160%)]
de manipueira entdo festadas revefararm-se, mediante uma Unica
pulverizagdu, tdo eficienies quante o inseticida convencienal
{parathion -metilico) usado como referencial de controle quimico. Con
efeito, ambos 08 compostos determinaram a mortandade total dos
exemplares desse Insetc presentes nos ramos tratados.

Palabras clave: Manihiot esculenta, inseticida, Toxoptera
citricidus, eifrus

The “manipueira” (iquid extract from cassava roots, Manihot escufenta),
whose outstanding nemaiocide action had been revealed in anterior
experiments, was now tesied against the black-aphid (Toxoptera citricidus)
a serious citrus (Citrus spp.) pest, Three “manipueira” diiutions (50, 75 and
100%;, tested in only one spray, revealed as efficfent as the conventional
insecticide {methyl-parathion) used as chemical conrol. Both the
compourtds exercise absolute contref (100%; on the aphid populatisn that
was nfesting the host-plant branches.

Kev words: Manihof esculenta, insecticide, Toxoptera eitricidus,
citrus

INTRODUCAO

a busca de alternalivas para minimizar ¢ CONSYIMOC

exagerado de agrotdxicos - wn permanente risce a
ecologia & & safide humana - encontra-se em eXecugdo, na
Universidade Federal do Ceam, en Fortaleza, Estado do Ceard,
Brasil, un projeto de pesquisa que tratado aproveitamento da
manipueira -0 extrato liquido das raizes de cassava o mandioca
(Manihot esculenta Crantz)- como defensivo agricola.
AcTescente-se que 2 manipueira é abundantemente encontrada
no Bstado do Ceard ¢ em todo o Nordeste do Brasil, pois s¢
trata de um residuo da fabricio da farinha de mandioca, a qual
se constitui em um dos alimentos basicos da numerosa
populagio de baixa renda da regifo. Assim, existem milhares
de pequenas fabricas dessa farinha no nordeste brasileire.

A manipneira foi inicialmente testada como nematicida em
tratamenio de solo, mostrando uma potencialidade nematéxica
superior & dos nematicidas comerciais (Ponte et al. 1979; 1987,
Ponte e Franco, 1981; France cf al 1990) ce sem o agravante
do elevado prego e da alta toxicidade desses agrotoxicos. Para
melhor onentar o uso do composto como nematicida, aspectos
complementares (dosagem, diluigdo, tempo de estocagem,

periodo de caréncia e interferéncia com a fertilidade e com a
populagdo rizobiana do solo) foram posteriormente
esclarecidos (Ponts, 1992).

A partir de 1988, a manipueira passou 2 ser testada como
inseticida. Os resultados do teste preliminar, ervolvendo o
controle da cochonilha Coceus hesperidum L., 1738, foram
excelentes (Ponte ¢t a1, 1988).

Dando prosseguimento a esta segunda etapa do projete,
estudou-se a manipueira no controle do pulgdo negro
{Toxoptera citricidus Kirk, 1901), uma das mais importantes
pragas da laranjeira-doce (Cifrus sinensis Osb.) ¢ citriculwmra
em geral,

MATERIAL E METODOS

O expertmento, datado de margo de 1994, foi conduzido 1o
planalto da Tbiapaba, municipio de Ubajara, Estado do Ceara,
a uma altitude de 850m e sol temperatura média de 22°C e
umidade ammosférica de 80%.
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Da Ponte ¢ Ribeiro

Tabela 1. Namero de exemplares do pulgdo Toxoptera citricidus encontrados vivos sobre folhas de laranjeira-doce
(Citrus sinensis), 20 minutos antes e 24 horas apds a aplicagio dos tratamentos com manipueira, parathion-metilico
¢ dgua, {Hxperimento em Ubajara, Estado do Ceard, Brasil, 15%4).

' _ : Repeticoes ! i
 Tratamentos 1 I I v
antes apds antas _apobs antes _apds antes apds

A- manipueira a 100% | 27 0 20 10 26 0 22 0
1 B- manipteira a 75% 22 0 (22 3] 25 0 26 0
' C- manipusira a 60% | 25 0 20 o 122 0 .25 0
 D-parathion-metilico__ 28 ‘o 19 0 21 0 |27 0
-E- Agua {testemunha) : 25 25 21 21 16 16 20 20

1 Os ndmeros tabulados correspandem ao somatério de pulgdes que foram encontrados vivos, antes e depois do
tratamento, nas quatro folhas apicais de cada ramo de laranjeira-doce (repeticdo).

Uson-se nm delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeti¢des e cinco tratamentos, assim caracierizados: A
- pulverizacio com manipueira pura (100%); B - idem com
maanipueira a 75% (com adigdo de 253% de 4gua); C - idem
com manipueira a 50% (adigdo de 50% de aguay; D - idem con
inseticida comercial do grupo parathion-metilico, na dosagem
de 1'ml porlitre de 4gna, e B - idem exclusivaments com agua
{testemunha). '

As repeticdes foram censtituidas por ramos de laranjeira-doce,
medinde cerca de 40 cm, cujas folhas apresentavam-se
colonizadas pelo pulgdo negro. Ao todo, escolheram-se 20
ramos, sendo quatro para cada tratamento. Os ramos entdo
selecionados foram removidos das respectivas copas,
conduzidos a un gaipdo e ali acondicionades, individualmente,
em garrafas de plastico com capacidade para 1 litro. Este
acondicionamento se fez de modo que a extremidade amputada
do rame ficasse imersa ent uma salugdio de NaCl a 5%, contida
demtro da garrafa Assim procedendo, manteve-se a vitalidade
dos ramos durante o periodo experimental de 24h, a contar do
momento da aplicagfio dos tratamentos, fato ocorrido meia
hora apds a remogio dos ramos ¢ subseguente
acondicionamento nas garrafas.

No interior do galpdo, os 20 ramos foram separados em grupos
de quanro. A cada grupo, aplicou-se o tratamento que lhe foi
destinado mediante sorteio, Fez-se uma wnica pulverizago ,
com auxilio de um pulverizador manual com capacidade para
0,3 litro.

Utilizou-se manipueira recém colhida em uma inddstria de
farinha e extraida a partir de cassavac. “Bujd”. Acrescentou-se
4 manipueira o cquivalentc a 1% de aglcar, a fim de
garantir-lhe uma melhor aderéncia, de conformidade com a
recomendagfo de Ponte (1992).

Pouco tempo {cerca de 20 mirntos) antes da aplicagfo dos
tratamentos, fol feita a contagem dos pulgles que se
encontravam sobre as quatre folhas aplicais de cada ramo,
enquanto as demais fothas eram removidas da haste. Esta

contagem foi feita porwma equipe de oidot pessoas. Apdss 24
h, foi feita a contagem dos pulgles vives € MOMOS, PISSENIES
nas mesmas folhas, Deste modo, determinecu-ss, para efeito de
avaliaciio, o indice de mortandade devido a cada tratamento,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap fazer-se a contagem de pulgfes vivos ¢ morios, 24 horas
apds a aplicacdo dos trazamentos, verificou-s¢ que todos los
pulgdes encontrados sobre as folhas tratadas com o inseticida
convencional, bem assim com 3 manipueira nas concentragbes
de 100, 75 & 50%, estavam amrtos. Portanto, um indice de
mortandade de 100%, contrastands com o indice de 0%
observado sobre as folhas pulverizadas apenas com dgua, onde
todos os pulgdes encontrados estavam vivos. ACTesca-se que,
por ocasido da contagem inicial, o mirmero de pulgdes por cada
folba aapical variava de trés a oite. Os resultados gerais deste
ensaio estdo exposios na Tabela 1.

A flagrante diferenca entre os resultados apresentados pelos
tratamentos quimicos ¢ a testernunha dispensa uma andlise
estatistica para efeito de conclusdo.

Sendoe amanipueira um residuo industrial de baixissimo custo,
0 seu aproveitamente no combate a essa praga dos cifros e
cutTas culturas represents wma opgao tecnicamente eficaz a
bem mais econdmica do gque o inseticida comercial, além da
vantagem de ndo deixar residuos toxices ao homen,

CONCLUSAO

Qs resultados deste esmdo atestamn cabalmente  eficiéncia da
manipueira no controle do puigdo negro dos citros,
confirmando. uma agfo inseticida j4 demonstrada em teste
preliminar ervolvendo a cochonilha Coceus hesperidium L.,
1758,
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EFECTO DE Clerodendrum phillipinum SHAVER SOBRE

Afta insularis

Zoita G. Trujillo, R. P. Pérez, L. Vazquez y Elina Mass6é

Instituto de investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 170 No. 514 ef 5ta. By 5ta F. Playa, Giudad de La Habara.
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RESUMEN

ABSTRACT

Durante el afio 1923 se evalus el efecto de fa plania conocida como mil
flores Clerodendrum phillipinum Shaver sabre poblaciones de hibifagtas
(Atta insularis) localizadas en zonas residenciaies. Se realizé un chegueo
previo para conocer el nivel pohlacional de fa plaga mediante contso de los
insectos que entraban y saffap de los bibifagtieros durante un minuto a partir
de fas § p.m. donde la actividad es mayor en fas condicionas de Cuba,
Ademds se evaluaron las afectaciones existentes sobre los sembrados
aledafios a las viviendas. Préximo a cada agufero del bibijagiiero se
sembraren cinco plantas de C. philfipinum. Los resultados demostraron que
dicha plants en sus infcios de desarroflo es afectada por la piaga
disminuyendo dichas afectaciones con el decursar de! tiempo donde se
observd la disminucidn de las bibijaguas pasadc los ves meses de sembrada.
A los 6 meses no se observd actividad de fa plaga. Las afectaciones 2n fos
sembrados aledarios a las viviendas disminuyeron hasta su desaparicicn,
Palabras clave: Hormigas sortadoras de hojas, Sferodendrum
phiflipinum

Dring 1693, the effect of Clerodendrum phillipinum shower iree afso
knavn as “mit flores”, on the population of leaf-cutting ants Atta insularis,
focated in residential areas was evaluated. A previous check out was carried
outto knewthe plague s populous level. It consisted on counting the number
of leaf-cutting ants that went in and went out of the net during a minute.
This counting started at 8:00 pm when the activity of feaf-cutting ants is
bigger according to Cuban conditions. Besides, ihe existing affectation on
sown fields wich were near by houses were evaluated. Five trees of
Clerodendrum phiflipinum were planted next ta each net’s. The results
showed that this tree is affected by the plague In Jis evolution’s verv first
steps. Mowever, these affecrations disminished when the time passed by, As
aresult, the papulation of leaf-cuiting ants was smolier in three moniths. and
in the next three months, there were no plague’s activity observed, The
affectations In the sown fieids that wee near-by houses were dismirishing
until their extinetion.

Key words. jeaf-cutting ants, Cleradendrum philficinum

INTRODUCCION

a bibijagua v hormiga cortadora de hojas en Cuba, Atte

insularis (Gilerin) representa un grave peligro para
diferentes cuitivos, pues es capaz de defoliar plantas completas
€1 poco tiempo, debido a que cortan las hojas para levarlas a
sus "nidas" donde cultivan un hongo del cudl se alimentan. Para
combatir este insecto se han usado muches métodos, entre
¢llos, ¢l combate con medios mecénicos, la quema,
imundaciones, gases venenosos, aplicaciones de soluciones de
insecticidas y ¢l uso del ¢cebo nombrade MIREX (Martinez,
1964; v Hoh v Roche, 1963).

Montalvin, (1992) comunicd que la planta Clerodendrum
phillipinum Shaver, conocida cominmentte como mil flores al
ser plantada en el jardin de su casa ahuyentaron las poblacicnes
de A. insularis (Bibijaguas).

C..phiflipinwm, ¢suna planta perenme, se eleva a cuatro o cinco
pies de altura, presenta hojas aovadas anchas que terminan en
punta de medio palmo ¥ en la cima de la planta 1a macolla de
rositas blancas, rosadas o moradas, de poco olor. Se propaga
con facilidad (Roig, 1965).

Esta plaga constifiye un azote ¢n las viviendas va que las
excavaciones que realizan para construir sus midos afectan log
cimientos de estas.

El cbjetivo del presente trabajo estuvo encaminado a valorar el
efecto que ocastona la planta C. phillipinum sobre A. insularis.

MATERIALES Y METODOS

En ¢l periodo comprendido de Febrero - Agosto de 1993 se
valord el efecto de la planta C. phillipirnum Shaver scbre las
bibijaguas, en residencias del Reparto San Agustin del
nmnicipio La Lisa en Ciudad de La Habana.

Se realizé un chegueo previo sobre las afectaciones en los
sembrados coneluso dela escala de -3 grados (Piedra, 1980).
El grado de dafio se determiné per la férmula de
Towsend-Henberger {Ciba-Geygi, 1981).

La actividad de la plaga se determind en horas nectumas (a
partirde las 9 p.m.), momento de mayor actividad de la misma,
mediante el conteo de los insectos que entraban v salfan de los
huecos durante un mimo ademas de cuantificar el forrajeo. Se
marcaron los agnjeros activoes y se sembraron 3 plantas al lado

fitosanidad/7



Trufifio v orvos

de cadauno (figurz 1), v se compard con otra residencia donde
10 s sembro dicha planta (Testigo). Los cultivos afectados por
esta plaga en el area donde se sembr la planta en estudio eran
Citrus aurantivm, Musa paradisiaca v Psidium guajaba. v en
el area festigo, Cifrus aurantium, Tamarindum indica v Musa
paradisieca. Las evaiuaciones posteriores se realizaron a las 24,
72 horas v 7 cias mantenidas con frecuencia semanal durante €]
periodo evaluado. Al finai de la experiencia se realizaron
excavaciones para comprobar la ausencia de la plaga,

LEYENDA
IS Hueco deal bibilagliern

?Pisnta da &, phittiplaum

Figura 1. Croquis del experimento

Los datos de las evaluaciones fusron procesados mediante
analisis de varianza ¥ comparacién de medias conun 5 % de
probabilidad de error.

RESULTADOS Y DISCUSION

La planta C. phillipinum mostrd dafios provecados por A,
inswdaris a partir de las 24 horas de plantada lo que molivo que
en algunos casos sz hava tenido que resembrar las mismas
(figura 2), cesando estas afectaciones en un lapso de tiempo
corte (13 dias aproximadamente), despuss de lo cual las
poblaciones de bibijaguas v la actividad de forrajec se
mantuvieron inferiores, ¥ se reflejé diferencias significativas
con relacién al diea testigo.

% de dafio

24 horas 72 horas 7 dias
Evaluaciones
Wl sguiero ! ZEE Agujerc 2 I agujers 8
5 Agujera 4 [ Agujerc §

Figura 2, Dafio provocado por A#a insularis sobre
Cleredendrum phillipinum

Donde se sembraron las plantas de C. phillipinum desaparecio
la actividad del bibijagiiero a los seis meses, lo cudl se

comprob¢ con las excavaciones realizadas v en las cuales no
se observaron jardines fungosos con actividad, lo que
demuestra la influencia de esta planta sobre la actividad v
desarrolio de A. insularis (figuras 3 v 4),

En la evaluacidn final de la experiencia, no se observaron dafios
foliares en los cultivos del area donde se sembro la plama C
phillipinum, sin embargo en el drea festigo se mantuvieron 1os
mavores grados de dafios sobre los cultivos sin poderse replantar
1os mismos, debido a la presencia de esta plaga.

Poblacion media

J
Fecha de muestreos (meses)

B ¢ phiflipinum  EZE Testigo I
TR

Figura 3, Efecto de Clerodendrumn phillipimam sobre dra
insularis

Poblacion media en forrajeo

Lo

[

ocooo
oMM =y Po
1o

E F M A My J Ju Ag
Fecha de muestreos (meses)

:
i Bl . shitipinum 22 Testigo I

Figura 4. Comportamiento de la actividad de forrajeo de Arfa
insularis

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Montabvan,
(1992) quién al sembrar C. phillipinum sefialo que las
bibijaguas no provocaron dafios a los sembrados de patios ¥
Jjardines v se eliminaron las afectacionss provocadas por estos
insectos 2 los cimtentos de la vivienda.

Garcia (1995) obtuve resultados satisfactorios en ¢l combate
de las bibijaguas con la planta Vetiber, recomendando la
siembra de esta planta alrededor de los lugares donde habitan
las bibijaguas.

Lépez (1993) obtuvo resultados con extractos de Agdestes
climatidae asperjados a las plantas afectadas por las bibijaguas
donde observe disminuciones de la plaga posteriores a los’
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tratamignios v recommienda la stembra de ésta alrededor de los
bibijagiieros con vistas a ahuventarias. Con ambas variantes se
logra disminuir la incidencia de ¢sta plaga.

Resultados similares fueron obtenidos por Hebling et al, (1991)
citado por Bigi et al (1995), en bibijagileros en condiciones de
laboratorio donde suministré come alinento hojas de
Canavalia ensiforme L. v obtuvieron como resultado la
extincidn del bibijagiiero posterior a las 7 semanas del
tratamiento.

Bigi et al (1995) corroboraron los efectos de los extractos de
Canavalia ensiforme L. sobre Atta sexdens rubropilosaForel,
Los mejores resultados se obtuvieron con los exiractos
hexdnicos vy metandlicos con concentraciones de 300 mg / ml
que afectaron significattvaments la longevidad media de
operarias de 4. sexdens rubropilosa, demostrando efectos
toxicos para las mismas.

Rosangelade Almeida {1993)en Brasil, estudis encondicionas
de laboratorio el efecto toxico de los extractos foliares de Melia
azedarach L. sobre Afta sexdens rubropilosa Forel, en los que
se wutilizaron los extractos 0,0%, 12,5%, 253%, 35,5% v 5 %.
Los resultados obtenidos indicaren que Ia curva de mortalidad
tue proporcional al aumento de la concentracion enel tismpo.
Al final del periodo de exposicion las mortalidades obtenidas
fueron de 30%, 24,3%, 68,0%, 98.0% v 100%,.

Todo ello demuasira 1o beneficicso que resulta ol uso de plantas
vioextractos de plantas para el combate de las bibijaguas, como
una alternariva para pequeiios productores ¥ viviendas,

CONCLUSIONES

La planta Clerodendrum phillipinum Shaver conocida
cominmente como mil flores mostrd efectos negativos sobre
el desarrolle de A, insularis logrando 1a desaparicién de la
actividad del bibijagiiero.
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REQUERIMIENTOS DE TEMPERATURA Y VIRULENCIA DE
TRES HONGOS DEL SUELO SOBRE PLANTAS DE TABACO
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RESUMEN

ABSTRACT

Entre fas enfermedades que generalmente atacan las plamtas de tabaco en
fa fase de semiffero se encuentra ef Hamado "damping-off* ef cual puede estar
provocade  por Phytophthora nicotianae, Sclerotium rofisii v Pythium
aphanidermatum. [n este trabajo evaluamos la influencia de la temperatura
sobre la velocidad del crecimiento micefial y fa virulencia sobre plantas de
tabaco de P. nicotfanae, 5. rollsii y P. aphanidermatum. Para los tres
patégencs las temperaturas mds favorables fueron 25, 30y 35$Ca 105C fa
velocidad def crecimiento micelfal disminuyd significativamente en todos fos
cascs, P. aphanidermatum y 5. rolfsil fueron los que mds afectaciones
provocaron en las plantas causands un 75% de mortafidad, P, nicotianae
de tomate fue menos virulento aungue también provocd afectaciones
(56.25%). '
Palabras clave: Phytophthora nicotianae, Sclarctium roffsii,
Pythium aphanidermatum, tabaco, temperatura, virulencia

Among the diseases that generally attacks tohacca plants in the seedbed fase
we find the “damping off”, wich may be provoke by Phytophthora
nicotianae, Scleratium roffsii and Pythium aphanidermatum. In this wark we
evaluate the influence of temperature an the speed of micellal growth and
virulence of Phytophthora nicotianae, Sclerotium roffsii and Pythium
aphanfdermatum over tobacco plants. For the three patogens the more
favorable temperatures were 25, 36 and 35 °C, at 10 “C the speed of the
micelial growth decrece significatly in all of cases. Scherotium rofsfi and
Pythium aphanidermatum were the ones that provoke more damage on the
plarits, causing a 75% of mortality. P, nicotianae of tomato was less virulent
even though it also orovoke afectations (56,25%),

Key words: Phytophthora nicotianae, Sclerotium rolfsii, Pythium
aphanitdermatum, tobacco, temperature, virulenca.

INTRODUCCION

1 1a fase de semilleros, el culiivo de tabaco es atacado

por patogenos del snelo que provocan la enfermedad
denominada "damping-off", que ¢s ocasionada frecuentemente
por Pythivm spp, Phytophthora nicotianee Breda de Haan v,
ciLmenor cuantia, también incide Sclerotium rolfsii entre otros
patogenos fumgosos (Lugcas, 1975).

Las afectaciones de los semilleros por "damping-off" se
observan anualmente y causan numerosas pérdidas que
generalmente ne son cuantificadas ¥ que con frecuencia son
devastadoras (Shew y Lucas, 1991).

La literatura mundial disponible sobre los hongos
fitopatogenos del snelo, en su inmensa mayoria ¢std referida a
paises desarrollados en condiciones climaticas muy diversas y
ademas con caracteristicas edaficas diferentes (Camara, 1987).
Por eso es importante conocer el comportamiento de diversas
especies de hongos fitopatogenos del suelo en las zonas
tropicales.

En Cuba se han reatizado algunos estudios en este sentido sobre
todo con Rhizocionia selani Kithn, pero scbre Pythium spp. y
Selerotivm roifsii 1a informacion es escasa, con excepeion de

los trabajos realizados por Camara en 1987, quien abordd mais
profundamente la especie Rhizoctonia solani.

En log dltimos afios se ha incrementado la incidencia de
patégenos de suelo en 4reas tabacaleras tanto en la region
central, oriental & incluso en la provincia de Pinar del Rio.

Fl objetivo de este estudio fue conocer los requerinientos de
temperatura en ¢l desarrollo de Pythivm aphanidermatum,
Phviophthora nicotionae v Sclerofium rolf§ii, asi como
corparar su patogenicidad sobre plantas de tabacoe.

MATERIALES Y METODOS

Influencia de la temperatura sobrs ia velocidad del crecimiento
micelial de patégenos fungoscs del suelo.

Se utilizaron aislamientos de P. #icotianae y Sclerotium rolfsii
obtenidos de plantas de tomate v P. aphanidermatum atslado
de plantas de tabaco, todos mantenidos enplacas con medio de
agar papa dextrosa.

Para meadir el crecimiemo micelial se coloct un disco de agar
con micelio de 7 mm de didmeto en ¢l centro de las placas

fitosanidad/11



Wong v Fernandez

Petri conmedio papa dextrosa agar y se incubarona 10, 20, 25,
30y 35 °C. Dianamente se midid el crecimiento de la colonia
{mm) durante 7 dias. Se emplearon tres réplicas por cada
variante,

8¢ realizaron andlisis de varianza simple con test de
sigmificacion de Newman Keuls al 5% de probabilidad.

Virulencia de tres hongos del suelo en plantas de tabaco.

Se utilizaron plantulas de tabaco de 1a variedad Corojo, de 20
dias de germinadas las semillas, Posteriormente se
traspiantaron cnatro plamtulas a los recipientes con el suelo
Ferrralitico rojo esterilizado v se incubaron a 28 + 2 °C bajo
condiciones de iluminacion artificial ¥ elevada humedad. Los
patégenos utilizados fueron los mismos que en el experimento
anterior.

Las plantulas fueron decapitadas e inoculadas colocandoles un
disco de micelio de 3 mm de didmetro sobre Ia herida. Durante
el expermento fueron mantenidas a temperatura ambiente y
en condiciones de adecuada humedad. Fueron observadas
diariamente para detectar los sintomas de la enfermedad v
cuantificar las plantulas afectadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de la temperatura sobre 1a velocidad del crecimiento
micelial de patdgenos fungosos del suelo.

El requenimiento de temperatura fue muy similar para los tres
hongos estudiados (Figuras I, 2 ¥ 3), aungue P
aphanidermatum y S, rolfsii crecieron mas rdpidamente gue 2.
nicofionae, El crecimiento éptimo de esic dltimo patégeno
ocurrid a temperaturas de 30 v 35°C v a 25, 20y 10 °C
disminuyé significativamente.

Para P. aphanidermatum y S. rolfsii, el crecimiento fue muy
favorable a 235, 30 v 35 °C sin diferencias entre estas. Mientras
que a 10v 20°C el desarrollo del micelio fiie mas lento para
antbos.

El estudio de la temperatura ha side siempre de interés para
numerosos investigadores, por la importante influencia que
este factor ambiental e¢jerce sobre el desarrollo de los
niicroorganismos. En prucbas de Iaboratorio, fa temperatura
dptima pars el crecimiento micclial de P. aphanidermaium fue
de32a36°C{Loy Ling, 1990}. Se hacomprobado que S rolfdii
también requiere temperaturas altas para su desarrolle, lo que
fue demostrado por Camara en 1987 quien sefialod temperaturas
optimas entre 28 y 32 °C, aunque en nuestros ensayos se
observé tanibién un desarrollo satisfactoric a 353 °C. Segiineste
antor a 10 $C el patégeno no se desarrollo, incluso a las 72
horas, lo que no coincide conmmestros resultados, yagque aesta
temzperatura en ese mismo periodo de tiempo ¢l crecimiento
micekial tue superior a los 19 mm.

Un rango de temperatura de 23 a 35°C es adecuado para el
desarrollo micelial de P. nicotianae (Pérez, 1990; Hall, 1593).

El optimo de temperatura varia entve Ias especies de Purhinm
spp. v se sefiala que para P. aphanidermatum s de 35 °C (Shew
v Lucas, 1991), lo que concnerda con mestros estudios.

Virulencia de hongos de tres del suelo en plantas de tabaco.

Las pruebas realizadas con los tres hongos del suelo para
determinar su patogenicidad sobre plantas de tabaco de la
variedad Corojo se reflejan en la figura 4.

Se demostré gue existe variabilidad patogénica entre los
aislados prebados los cuales mostraron una elevada virulencia,
La mortalidad de las plantas fue de un 75 % para P.
aphanidermatum y S. rolfsii y para P. nicotionae fue de un
56,25%. El mas virulento fue P. aphanidermatum segnido de
S. rolfsiiy, por Wltimo, P. nicotianae de toniate.

Los sintomas de la enfermedad y muerte de las plantas se
observaron primero en las plantas inoculadas con P
aphanidermaium (segundo dia), posteriormente en 8. rolfsii
(tercer dia) ¥ luego en P. nicetianae (cuarto dia}. La
enfermedad progreso aceleradamente con el transcurso del
tiempo, pero fue mds acentuada en los aislados mas vimlentos,

Los sintomas que provocaron estos hongos en las plantas de
tabace fueron muy similares, afectando las raices y las partes
basales del tallo, produciendo nna podredumbre carmelita
acrosa ¥ blanda; Ias posturas se caveron vy quedaron postradas
en el snelo

P. aphanidermatum puede provocar pérdidas de mas del 20 %
en algunos campos de tabaco, principalmente en los semiileros
(Van der Plaats-Niterink, 1981). Csinos v Berrand en 1994,
ea an estudio sobre distribucion de razas en Georgia,
observaron diferencias patogénicas de los aislados cuando
fueron inoculados sobrs diferentes variedades de tabaco.
Sclerotium rolfsii puede causar pérdidas de hasta un 10 % en
campos de tabaco; este patégeno ataca aproximadamente a 200
especies de plantas (Punja, 1983), e incluso en algunos cultivos
como el kiwi ha provocado hasta el 100 % de meortalidad
{Raabe, 1988). La variabilidad patogénica de P. nicofianae fue
observada entre 8 aislamientos obtenidos de dos regiones
(Cuba y Estados Unidos), entre Ios que se encueniran aigunes
muy virulentes (Ricei et al., 1992).

CONCLUSIONES

La temperatura ¢jerce un cfecto marcade en ¢l desarrollo
micelial de P. nicotianae, P. aphanidermatum v S. volf§ii y el
rango optimo se encuentra entre 25 y 35°C. En temperaturas
bajas como 20 v 10 °C el crecimiento de los hongos fue menor
en todos los casos.

La velocidad del crecimienic micelial fue superior en P.
aphanidermatum ¥ S. rolf&ii, alcanzando el maximo al segundo
v tercer dia del ensayo,

P. aphanidermarm resultd ser el aislado mas virudento sobre
el tabaco de los aislades probado; S rolfsif también causd
severas afectaciones pero en menor cuantia v el aislado de P.
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Requerimientos y virulencia de hongos en fabaco
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Fig 1. Efecto de la temperatura sobre la
velocidad de crécimiento micelial de
Pyihium aphanidermatui.
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Fig 2. Efeste de la temperatura gosre la
velocidad de crecimiento migelial de
Sclerotium roltsii.

nicotignae de tomate, aunque menos agresivo, también fue
patogénico sobre plantas sensibles de tabaco.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se zonificd fa provincia de La Habana, segin ef comportamiento de
Afternaria solani y ef clima, en ef cuitivo de 3 papa. Con dicho objetiva
fue usada fa tasa de Infeccion logistica de la enfermedad (v}, fa frecuencia
mensual de dfas con temperaturas minimas _ 15°Cy el ndmero de periodos
favorables para su desarroffo. Los andlisis de componentes principales v
discriminantes fueron aplicados para lograr la agrupacicn de los territorios.
La pravineia fue dividida en dos zonas, una de effas con la “r” menor, que
agrupa & Ciines v Melena del Sur y fa otra con ' r” mayor, representada
por Gtiira de Melena, Alquizar, Artemisa, Quivicdn, Szn Antonio de los Bades
v Bataband. Los resultados obtenidos pueden ser usados para una mejor
aplicacién de los métodos de prondstico del tizén temprano y fa
metedologia desarrollada puede ser utilizada con el mismo fin para otros
agentes nocles.

Palabras clave: 2zonlficacion, Affernaria sofani, tizon temprane,
tasa de infeccion logistica.

The development of Alternaria sofani in relation with climate conditions
was used to get the regionafization of potato cultivation zones of Havana
province. The logistic infection rate (“r), the monthly frequency of davs with
rinimal temperatures _18_C and the number of favorable development
periods data were used. Muftivariate techniques (principal components and
discriminate analysis) were appflied to get grouping zores. Finally, the
Havana potate production areas was divided into two zones, one of them
with lawer “r”, included G_ines v Melena def Sur counties and the other
ore with higher “r", grouped G_irade Melena, Alguizar, Artemisa, Quivican,
San Antonio de los Bafios and Bataband counties. This resuits could be used
i potato early biight forecast methods better application and by the cther
hand, the methodology developed could be applied, with the same purpose,
on another pathogens.

Key words: 2onification, Aiternaria solani, potato early blight,
logistic Mfection rate,

INTRODUCCION

xisten diversas clasificaciones de las diferentes partes

que componen la biosfera, ejemplos de ello los tenemos
en la tipificacién de los suclos (Bennett ¥ Allison, 1928;
Hemandez et al., 1971 v 1973; Hemandez M., 1984 v Mesa et
al, 1982), el clima (Arveladze et al., 1983; Lecha v Florido,
1989; Lerch, 1984 vy Samek v Travieso, 1968) v lavegetacion
(Ledn, 1946; Lima et al,, 1988 v Paretas, 1990); sin embargo,
aunque existen resuliados al respecto acerca de estudios
relacionados con zonificacidn de plagas en otros paises
(Hulbert v Matthes, 1988; Huibert, 1989; Kosenkov, 1977 v
Poonetal., 1982}, en Cuba no se habia abordado esta temdtica,

A finales de la década del 70 comenzaron los trabajos de
sefializacion. ¥ prondstico de los organismos nocivos en los
cultivos agricolas v se crearon a nivel nacienal un nimero
considerable de Estaciones Temitoriales de Proteccion de
Plantas (ETPP). Se disefié un sistema de trabajo basado en la
impiantacién de metodologias (INISAV, 1978), lo que condujo
a la eliminacidn de los programas de tratamientos quinicos y

por tanto a un considerable ahorro de los insumos de
plaguicidas.

Este primer paso en la organizacién fitosanitaria del pais, se
fue adecnando a partir de resolver los aspectos mas débiles, en
particular la sustitucién de algunas de dichas metodologias
realizadas en base a blsquedas bibliograficas, por aquellas
elaboradas a partir de nuestros resnltados cientificos, como es
el caso de los métodos para el prondstico del moho azu} del
tabaco (Rodriguez v Gomez, 1984), el tizén tardio en papa v
tomate (Redrignez et al,, 1989), los métodos para sefializar la
polilia de la col {Massé, 1981), la palemilla del maiz { Piedra,
1981), el acaro del moho en citticos {Gonzalez etal., 1981) v
otros. Desde aguella época, se previé la necesidad de trabajar
en la regionalizacién de las plagas mas importantes en los
puincipales cultivos, pero no se contaba con resultados
conceretos.

Las ETPP poseen una amplia informacion biolégica en
diferentes cultivos relacionada con la fenwlogia de las plantas,
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variedades, tipos de suelgs, datos climdbicos y dindmicas
poblacionales de las plagas, las cuales pueden ser utilizadas
para regionalizar Ias provincias v de esta forma aumentar los
conocimienios sobre el comportarniznto ds los agentss nocives
en sus termitorios ¥ vincular dichos resultados con el prondstico
¥ las estrategias de control.

El objetivo de nuestro trabajo fue zonificar el tizén tempranc
de la papa en la provincia de La Habana atendiendo
fundamentalmente a su relacidon con algunos factores
meteorolégicos, aun cnando la enfermedad estd muy
relacionada con factores agrotécnices como la época de
siembra, procedencia de la semilla, fertilizacién, riego ¥
variedades (INISAV, 1990) v proporcionar unz metodologia
que pueda ser utilizada con el mismo fin en otra regién 1 otro
organismo nocivoe.

MATERIALES Y METODOS

Se recopilaron las dindmicas de desarrollo del tizon temprano
de la papa en ocho Empresas de Cultivos Varios (BCV)dela
provincia de La Habana, segiin el monitoreo reatizado por las
ETPP anivel de campos estacionarios (CE), desde la campafia
del cultivo 1985-86 hasta 1990-01,

Laintensidad de ataque alcanzada por la enfermedad se calould
segim la metodologia de seffalizacién establecida para dicha
patologia (Pifia, 1978), en las dindmicas de las tres fechas de
siembra (temprana, intermedia ¥ tardfa) del calendario del
cultivo en Cuba. El métedo empleado para correjacionar el
comportamiento de la enfermedad con el clima siguio los
criterios generales de Kosenkov (1978}, o sea una valoracion
inicial sobre Ia informacion reccpilada, seleccién de los datos
v anslisis con técnicas multivariadas para el procesamiento
matematico.

Primero se realizd una seleccion del nimero de CEs donde se
tuvo en cuenta un anglisis por ECV referents a la relacion entre
el porceniaje de 1a intensidad v disuibucion de la enfermedad,
asi como la aparicion para cada fecha de siembra. La tasa de
infeccion logistica (Log-T} (Van der Plank, 1963} fue calcnlada
para cada una de las dindmicas de desarrollo de la enfermedad
v se determind un valor promedio por campafia del cultivo por
cada ECV. '

Para cada campafia del cultive, basado an los datos de las
estaciones meteorologicas asociadas a los diferentes territorios
v a la informacion que se conoce sobre las variables
meteorologicas que mds influyen en la aparicién y desarrollo
de Ia enfermedad (Gémez et al, 1989}, se caleuld la frecuencia
mensual desde noviembre hasta abril (N-A), desde diciembre
hasta febrero (D-F) v desde enero hasta febrero (E-F) del
mmere de dias don temperaturas minimas igual o superior a
18°C (T); mimero de periodos con 2-3 dias consecutivos con
temperaturas minimas igual o superior a 18°C ), ntmero de
dias con humedad relativa media igual o superior 2 84% (H) ¥
rmero de dias con humedad relativa minima igual o superior
a 60% (M),

La variable biologica (Log-I) v las climaticas (T, X, v H) se
correfacionaron, para lo cual s¢ tuvo en cuenta el tipo de
siembra. La matriz de correlaciones totales fire calculaday a
las variables seleccionadas seghn la significacion, se le realizd
un anlisis de componentes principales, utilizando el pagquete
estadistico STATITCF.

Oftros ires analisis de componentes principales tambi¢n fheron
realizados, esta vez separados los CE por época de siembra y
para ditucidar si las agmpaciones eran cortectas, s¢ hizo un
andlisis discriminante y se calcald el estadigrafo a partir de ia
matriz de distancias de Mahalanobis {Linares, 1990) para
demostrar la diferencia estadistica entre los gnipos formados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Segun ¢l resultade de la matriz de comrelaciones totales (tabla
1) las vanables significativas fueron la tasa de infeccion
logistica y las frecuencias mensuales del mimero de dias con
temperaturas minimas, igual o superior a 18°C y el nimero de
pericdos con 2-3 dias consecutivos con temperaturas minimas
igual o superior a 18°C.

Latabla 2 nos nimestra Jos valores propios v Ia contribucion de
cada eje a la varianza total; notese (ue con los dos primeros
ejes existe un 94% de aporte a la varianza total. La ubicacidén
de los CEs en el espacie v su agrupacion logica (figura 1) estd
en fimcion de las campafias del cultivo, 1o cual nos indico la
necesidad de trabajar con los diferentes tipos de siembra, pues
nuestro imterds es la agrupacién por localidades.

El resuhado de los tres andlisis de compoenentes pancipales que
fueron realizados a los CEs separados por los diferentes tipos

e siemtbra, puede observarse en latabla 3, donde se muestan
los valores propios ¥ la contribucion de los ¢jes a la varianza
total para cada caso v la ubicacion espacial de cada uno de eflos
s pueden ver en las fignras 2,3 v 4,

Aungue para los tres tipos de siembra la contribucidn de los
dos primeros gjes a la varianza total son valores considerabies,
cuando analizamos la ubicacion en ¢l espacio de cada une de
ellos, es solo en la fecha de siembra intermedia donde los
individnos (CE) se separan en forma l0gica en dos grupos, uno
de ellos (Giiines ¥ Melena del Sur) caracterizado por tener 163
valores mas bajos en 1a tasa de infeccién logistica (0.136) ¥
donde las temperaturas minimas son mas bajas (20.1°C) y otro
(Giiira de Melena, Artemisa, Alquizar, Quivicdn, San Anionie
delos Rafios v Baiaband) que tiene 1a tasa de infeccion logistica
mayor(0.163)y las temperatras minimas superiores (23.3°C);
todo 1o cuat esta en correspondencia con los esmdios previes
realizados en Cuba sobre los factores del clima que mas
influyen en ¢l desarrcllo epidemiclogico del tizén temprano
(Pifia, 1978; Gomez et al, 1989).

E! discriminante que se realizé para saber si la separacién en
esos dos grupos era correcta, arrojé un 88.1% de buena
clasificacion v el estadigrafo calculado a partir de 1a distancia
de Mahalanobis resultd ser significativo.
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Tabla 1. Matriz de correlaciones totales entre la variable biologica (Log-I) v las variables climaticas.

Log-l ITN-A |TD-F |TE-F |[XN-4 |XD-F

XE-F |HN-A |HD-F [HE-F {MN-A |MD-F | ME-F

Log..I 1.000

Tna | 0514% | 1.000

Tor |0516% [0.942 [1.000

Ter |0598% {0936 [0.903 |1.000

Xn.a |0473% [0952 |0.926 [0862 |[1000

Xpp |0481% 10892 [0.974 0860 |0921 |1.000

Xer |0.529% [0.903 [088 10958 |0873 |-0.888

1.000

Hn.s |-0428 [-0512 |-0.478 [-0.549 |-0.458 |-0417

-0.522 1 1.000

Hor |-0279 [-0426 |-0313 |-0450 |-0311 |-0212

-3.389 |0.886 {1.000

Her |-0-18% [-0330 |-0280 |-0.390 |-0213 |-0.192

-0.350 10756 | 0.879 [1.000

Mna |-0365 |0275 |-0285 |-0.348 |-0.180 |-0.188

-0.291 10458 | 0482 | 0480 |1.000

Mp.p | 0268 [-0256 [-0.195 {-0281 |-0.156 |-0.057

0180 (0448 10569 (0448 [0.873 11.000

Mer |-0203 [-0.158 [20170 [-0226 |-0.062 |-0.054

0.142 16323 10469 10510 |0.804 [0.857 |1.000

=001

Tabla 2.-Valores propios y contribucidn de cada eje a ia varianza total.

1 2 3 4 5
Valores propios 5.89 0.68 0.21 0.12 0,06
Varianza total (%) 84.2 9.9 3.0 1.8 i.8

Tabla 3.- Valores proptos y contribucion de cada eje a la varianza total
(fecha de siembra temprana, intermedia y tardia).

EJES
Fecha de i 2 3 4 5
siembra
Temprana Valores 2.51 1.63 0.52 0.30 6,01
propios
Varianza total 0.3 323 10.6 6.1 0.3
(Vo)
Intermedia Valores 21 1.58 (1.84 0.42 0.04
propios
Varianza total 42,2 316 16.9 33 0.8
(%)
Tardia Valores 2.41 1.56 0.63 .37 0.01
propios
Varianza total 48.2 31.2 12.8 74 0.4
(%) :
Nuestros resultades aumentan los conocimientos sobre el CONCLUSIONES

comporamiento del tizén temprang en ¢l territorio estdiado
¥ brindan un método de trabajo que puede ser empleado para
ot agente nocive U ot teritorio, ademas de permitir una
mejor aplicacién del prondstico de 1a enfermedad.

La provincia de La Habana resultd dividida en dos zonas de
acirerdo al comportamiento del tizdn temprane ¥ el clima en el
cultivo de la papa.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se estudid la cinética de desaparicion de cada uno de los plaguicidas
siguientes: dimetoato,  malation, carbarifo, bromopropilate,  zineh v
benomilo en naranya, aplicando esos plaguicidas a razén de  0.04, G.08,
3,2, 9.035, 0,25 v 5,05 por clento de ingrediente active respectivamente,
sobre fas plantas comprendidas en cuatro parcelas de 40 drbofes cada una.
Excepto al carbarilo que se aplicd con un volumen final de S liplanta los
demds plaguicidas fueron aplicados a 12 liplanta. Los muestreos se llevaron
a cabo durante 25 dfas, analizdndose ef plaguicida correspondierite en fa
corteza ¥ Ja pulpa de los frutos. [as determinaciones anaffticas de fos
residuos se  realfzaron, para el caso de dimetcato, malation v
bromopropifato  por cromatografla gaseosa, mientras que carbarilo se
analizéé por cromatografiz liquida de alta resclucion y zineb y benomilo
por espectrofotometria. £a los casos de malation, bromopropifate y
benomilo as concentraciones iniciales en los futos fueron inferiores a los
Limies Mdximos de Residtios (LMRs) correspondientes. Dimetoate alcanzd
el nivel correspondiente al LMR después de 15 dias de f2 aplicacidn,
carbarilo después de fos 12 dias v zineb después de los 5 dias. los
plaguicidas dimetoato y benomila fueron encontrades en fapulpa y la
corteza; mieniras que fos restantes solo aparecieron en la corteza,

Palabras clave: residuos de plaguicidas en citricas, limites
maximos de residuos, cromatografia gaseosa.

It was studied the disappearance kinetic of each one of the following
pesticides: dimethoate, mafathfon,  carbarvl bromopropilate, zireb and
benomy! in orange, appling for this purpose thase pesticides at rates of
0,04, G,08. 0,2, 0,035, 3,25 and 0,05 percent of active ingredient
respectively on the plants grown in four plote of 45 trees each. fxcept to
carbaryl that was appfied with a final volume of 2 liplant the other
pesticides were applied to 12 {plant. The samplings were carried out during
55 days, the corresponding pesticides were analyzed in the bark and the
flesh of the druits. The analytical determinations of the residues were
accomplished, for the case of dimethoate, malathion and bromopropilate
by gas chromatography, while carbary! was analvzed by high performance
liquid chromatography and zinel and benomy! by specrrophotometry. fn
the cases of malathion, bromopropilate and benomy! the initiaf
concentrations in the fruits were lower than the corresponding Maximum
Residue Levels (VMRIs). Dimethoate reached the corresponding MRL fevel 15
days of the application, carbaryl after 12 days and zineb after 5 days.
Dimethoate and benomy! were found in the flesh and the bark. whife the
others pesticides ware found onfy in the bark.

Key words: pesticides residues in citrics, maxirmum residue
limits, gas chromatography.

INTRODUCCION

on muchas lac instituciones clentificas que en tedo el

mundo dedican grandes esfuerzos ¥y recursos para
conocer la residualidad de los plaguicidas en los alimentos de
crigen agricola (Codex Alimentarius Commission, 1992,
Comisién del Codex Alimentarins, 1978). Se trata de que se
realizan estudios a corto, mediano v largo plazo, para mediante
ellos tener una idea cada vez mds exacta de como persisten
estos productos gquimicos en los alitnenios.

Uno de estos estudios es el establecimiento de los periodos de
espera entre la aplicacion de un preparado quimico sobre el
cultive v su cosecha, para lograr que los residuos presentes, no
sabrepasen determinados niveles que como es sabido
congtituyen los Limites maximos de Residuocs (LMR). Esto se

lleva a cabo mediante experimentos realizados a mivel de
campo v en condiciones semejantes 4 las existentes en las
zonas de produccién agricola (FAQ, 1981; FAGQ, 1990).

El Codex Alimentarius realiza annalmente a nivel mundial, un
periodo d= sesiones, donde se discuten entre otros topicos, lo
relacionado con los residuos de los plaguicidas en los alimentos
v va en los 1iltimos afios, esta problemdtica se discute a niveles
regionales {Comision del Codex Alimentarius, 1984).

Logicamente, para lograr que los residuos no sobrepasen los
LMRs al efectnar 1as cosechas, se hace necesario instrunentar
una practica agricola gue garantice tal objetivo. Esto se logra
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mediante el establecimiento de los periodos pre-cosecha
constituidos como normas aplicables a la produccion agricola,

Para satisfacer las necesidades planteadas nos proponernos
informar el mesuitado de un estudio sobre las cinéticas de
desaparicion de un grupo de los plaguicidas mas utilizados enlos
citricos v en consecuencia recomendar los periodos pre-cosecha
comespondientes.

MATFRIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en la Estacion Expermental
de Citricos de Provincia Habana, sobre una plantacion de
naranja valencia en efapa de produccién, la que recibid las
atenciones culturales y fitosanitarias, normadas nacionalmente
para dicho cultive (MINAGRI, 1981} Se dispusode 0,6 ha, de
extension enla cual se escogieron cnatro parcelas de 40 drboles
cada una, conuna distancia de siembra de 4 m entre plantas y
& m entre hileras.

Se realizd un muestreo antes de las aplicaciones fitosanitarias
para asi obtener ¢l valor de blanco o testigo, fundamentales
para el ajuste v comprobacion de los métodos analiticos.

En la tabla 1 se presentan las dosis de las aplicaciones

fitosanitarias utilizadas en cada casc.

Tabla 1. Aplicaciones de insecticidas v fungicidas en citricos
{(Registro Central de Plaguicidas..., 1994)

Plaguicidas Dosis { % i. &.)
jdimetoato 0.040
" malation 0.080 :
! carbarilo 0.200 i
- bremopropilats £.035
Zineb 10.250

banomilo 0,050

Estas aplicaciones se realizaron conla miquina Keoritz Speed
Sprayer, modelo 8SO-70 HCA de origen japonés, con
volumen de solucion final de 12 Liplanta, para los plaguicidas
estudiados, excepto carbarilo del gue se aplicaron ¢ Uplanta,

En todos los casos se realizd un primer muestreo el mismo dia
de la aplicacién ¥ los restantes durante un periode de 25 dias
posterior , tomando 3 frutos por drbol.

Las muestras se reunieren para formar una muestra general;
¥ luege mediamte un cuarteo adecuado se envio la décima parte
al laboratorio para realizar las determinaciones anatiticas de
ios residuos; para lo cual se procesaron por separado la pulpa
v la corfeza ¥ se mantuvieron en congelacion hasta el
momento  de efectuar los andlisis (Comision del Codex
Alimentarius, 1996; MINAGRI, 1981),

A conrinuacién presentamos una breve descripcién de los
métodos analiticos utilizados.

¢ dimetoato y malation: Los ingredientes activos s¢ extracn
con acetona, seguido de particidn Hguido-liquide con
cloroformo y después de concentracidn del extracto
cloroférmico se realiza la deteccion simultdnea en un
cromatdgrafo de gases con detector de fosforo (MINAGRI,
1981), '

* catbarilo: Se extrae con acetona, se purifica por el métado
de coagulacién (NH4Cl-H3PO4) y se determina por
cromatografia liquida de alta resclucién, wdlizando detector
UV (NC:29-11, 1986; Trapar et al, 1995).

® bromopropilato: Se extrae con n-hexano, se purifica primero
por particién liquido-liquido v después por columna de
Florisil, para finalmente ser determinado por cromatografia
gascosa con detector de captma electronica (MINAGRI,
1987).

# zineb: Este fungicida se hidroliza en medio 4cido a 100°C.
El bisnlfaro de carbono lberado se colecta en una
solucion de potasa metandlica para formar el xantato de
potasie que se determina en un espectrofotometro a 302 nm,
comntra solucion de potasa metandlica (NC: 29-13, 1987).

benomile: Bl ingrediente activo se extrae conacetato de etilo
¥ s¢ pasa por particion liquido- liquido a una solucidn de
acide sulfirico diluide. Luego de purificacion con
cleroformo, se reextrae con este titimo solvente mediante
cambio de pH. Finalmente s¢ evapora el cloroformoe v se
disuelve el residuc en sohucidn de dcido sulfilrico diluido
para ser determinada su  abserbancia en un
espectrofotémetro a 281 nm contra sclucion de  4cido
sulfirico diluido (MINAGRI, 1980).

Los residuos detectados tanto en la corteza como en la pulpa
se convirtieron a los valotes comespondientes de fruto total v
éstos  se comelacionaron con los tempos transcurridos
después de la aplicaciém en cada caso, para asi obtener las
cinéticas de desaparicidn y compararlas con los LIMRs
establecidas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Enlatabla 2 aparecen los resultados analiticos del estudio, en
Ia que se presentan Jos residuos detectados en cada muestreo
de fruto citrico. En ella se puede apreciar que en todos los
muestreos, incluyendo los realizados el mismo dia de las
aplicaciones, los residues de malation, bromopropilato v
benomiloe encontrados estuvieron por debajo de los LMRs
establecidos.

En el caso especifico del bromepropitato, después de tramscurir
15 dias desde 1a aplicacién, los residuos son inferiores a 0.3 mg /
kg: sin embargo, en ensayos efectuados en Brasil sobre naranjas
¥ mandarinas, aplicande las Buenas Pricticas Agricolas ( BPA)
nacionales, 14 dias después de la aplicacidn los residuos
estuvieron al nivei de 2 mg/kg. Esto estd dado por las diferencias
de las BPA entre ambos paises (FAO, 1993).

Labaja residualidad de malation ests dada por el hecho de que
este plaguicida se hidroliza con relativa facilidad para dar
especies no toxicas (The Pesticide Manual..,, 1994),
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Tabla 2, Residuos de insecticidas y fungicidas encontrados en fruto total después de Ia aplicacién
Limites de determinacion (LD ) y Limites Mcrcimos de Residuos ( LMR )

Trempo (dias}

Plaguicidas 0 5 | 1z ! 15 I 25 L0, {mg/kg) I LMR {mg/kg} |i

Residuos (mg/kg) !

dimetoato 0.93 0.55 036 020 | 010 002 i 02

malation 0.49 0.12 0.1 0.12 nl* 00t | o5
carbarilo 0.29 0.68 0.50 0.36 : 0.14 0.10 0.5
' Bromopropilato 1.25 0.38 0.30 027 | 0.12 0.02 2.0
Zineh 1,04 Nd | na | nd nd . 06 05
benomilo 1.60 075 ' 071 , 053 040 | 05 2.5

* - nd: no se detectan residuos per encima del limite de determinacién del método analitico.

Los residuos de benomilo dismimiyen lentamente debido al
cardcter sistéinico de este fungicida (The Pesticide Mammual ..,
1994) mediante el cual se estabiliza dentro del tejido vegetal,
pere son inferiores al LMR, por ser éste bastante alto en
comparacién con el resto de los plagunicidas ensayados,

Por otra parte fue necesario que transcurrieran 15 dias para que
los residuos de dimetoato disminnyeran hasia el nivel del
LMR; 12 dias para que gsto ocurriera con ¢l carbarilo v S con
el zineb,

Este ultimo dejé un residuo inicial de alrededor de 1 mg/ke,
que descendio rapidamente hasta el Limite de Determinacién
(0.5 mg/kg), lo que se debe a la gran facilidad con que este
compuesto se degrada por efecte de Ia humedad y ¢l oxigeno
{Ahmad et al, 1995; Boisoni, 1993). El efecto residual de
dimetoato s¢ justifica por la estabilidad de este insecticids vy
porque es sistémico (The Pesticide Manual..., 1994), no asi el
carbarilo gne es susceptible s¢ suffir reacciones de hidrdlisis
{Barcelo, 1993 ).

Ademds se dio el caso que todos los plagnicidas empleados
presentaron residuos en a cortsza; pere selamente dimetoato
v benomilo aparecieron en la pulpa del frato, Esto
evidentemente corrobora lo planteado por alganos autores,
acerca del cardcrer sistémico de estos nltimos compuestos
(The Pesticide Mamual..., 1994).

CONCLUSIONES

Aun el mismo dia de las aplicaciones fitosanitarias con estos
ptaguicidas sobre naranjavalencia, los residucs de malation,
bromopropilato ¥ beromilo, son inferiores al LMR
correspondiente, establecido nacionalmente.

En los cases de dimetoato, catbarilo ¥ zineb; es necesario que
transcurran 135 dias, 12 diasy 3 dias respectivamenic para que
los residuos desciendan hasta el nivel del LMR
correspondiente.

Transcurridos 25 dias después de 1a aplicacion, los residuos de
malationl en naranja vaiencia, son infericres del limite de

determinacién del método analitico que es 0,01 mg/kg. En el
caso del zineb los residuos son inferiores al limite de
determinacidn, después de transcurridos 5 dias desde la
ultima aplicacién fitosanitaria,

Dimetoato ¥ Benomyl dejan residuos en la costeza vy la pulpa
de Ios fratos; mientras que el casbaryl , Bromopropilato,
matationy Zineb s6lo dejan residuos en la corteza.

REFERENCIAS

Ahmad Mazir, Guo Lin, Mandarakas Peter ansd Appleby Simeone,
Cetermination of dithiocarbamates and its hreakdown product
ethvylensthiurea in fruits and wvegetables. Journal of AQAC
International. 78 {5}, 1996,

Barceld D. Enviromental Protection Agency and other methods for
the daterimination of priotity pesticides and thair transformation

products in Water. Journal of Chromatography, 1893, 117-143.

BalsoniL. Sannino A. & Bandini M. Determination of ethylenethiurea
and propylenethiurea in tomato products and in fruit purees.
Food Chamistry 47, 298-302. Itaiy 1993,

Codex Alimentarius Commission. Pesticide Residues in Faod. Vol,
2,1992,

Camisién del Codex Alimentarius, Informe de
Regional Mixta FAQ-_OMS sobre
América Latina, México, 1978,

Comision del Codex Alimentarius, CX / PR 96 /7. Revisidn de los
Métedos Recomendados de Muestrso, para la Determinacién
de Residuos de Plaguicidas, 1996.

Comisién del Codex Alimentarius, Talier scbre normalizacion de
alimentos y salud para América Latina. La Habana, 1984,

ta  Conferencia
nermas alimentarias para

FAQ. Orientaciones para la experimentacién de residucs de
plaguicidas y establecimiento de Limites méximos de
residuos, Bolet/n Informative Vol, 29, 1881,

FAQ Guideiines aon Producing Residuss Data from Supervised
Trials. Rome, 1990,

FAQ Residucs de los plaguicidas en [os alimentos. Produccidn vy
Proteccidn Vegetal, 122, 1993,

MINAGRL Direccion MNacional de  Sanidad Vegetal. Progrzma
Fitosanitaric del  cultive de los citricos. C. Hahana. 198t.

MINAGRI. NRAG: 165.
Plaguicidas. Téenjcas de Muestreo.
el Campao.Cuba, 1881,

MINAGRi, NRAG 463 Plaguicidas organofosforadoes.
Determinacidn de residuos. Cuba, 1981.

Determinacién de Residuos de
Productos Agricolas en

fitosanidad/23



Hernandez y otros

MINAGRI NRAG 940. Plaguicidas. Bromopropilato, Determinacion
de Residuos en material Vegetal. Cuba, 1987.

MINAGR!. NRAG. Plaguicidas TBZ y MBC Determinacion de
residuos. Cuba, 1980.

NC:29-11. Plaguicidas. Carbaril. Determinacidn de Residuos, 1886,

NC:29-13, Plaguicidas. Ditiocarbamatos.Deterrninacion Fotométrica
de Residuosg, 1987.

Diclembre 14-15 de 1989

Convocado por;

Objetivos:

areas.

asistentes.

Para mayor informacién contacte con:

ing. Juan B. Fuentes Nordet

INICA

Ave. Van Troi No. 17203, Apdo. 8070,
Boyeros, CP 19210, C. Habana

Fax: 666038

Tel. 579061

e-mail: osiei@inica.edu.cu

I ENCUENTRO NACIONAL DE CIENCIA DE MALEZAS

Registro Central de Plaguicidas, Lista Oficial ds plaguicides
autorizedos, Limites maximos de residuos de plaguicidas en
alimentos. pg 235-244,1994.

Tha Pesticide Manual. "A World Compendium " The British Crop
Protection Council. Tenth edition, 1984,

Trapar. 5. ; Bhushan. A. ; Mathur. R.P. Degradation of
organophosphorus and carbamate pesticides in soil. HPLC
determinaticn. Biomed. Chromatogr. ,Jan-feb 1395, 8 {1},18-22

Centro de Capacitacion Azucarera (CENCA), Municipio Boyeros

Instituto Nacional de Investigaciones de la Carfia de Azucar {INICA)
Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV)

- Intercambio de resultades y experiencias de todas aguellas personas, tanto de
la investigacidn, produccion, docencia, registro y otros campos, dedicados
directa o indirectamente al mejoramiento del conccimiento del manejo de las
malezas o plantas indeseables en todos los cultivos. espejos de agua y ofras

- Realizar un censc actuzlizade de todas las personas descritas en el punto
anterior, presentes o no al Encuentrs, que serd distribuido a todos los

Servir de embridn de la futura Sociedad Cubana de Ciencia de Maiezas y poder
establecer los vinculos con sus similares nacionales, regional y mundial.

Dr. Eduardo Pérez Montesbravo
INISAV

Calle: 110 No. 514 Esq. 5% B Playa, C.
Habana

Fax: 240535

Tel. 222510-14 y 233807

e-mail: inisav@ceniai.inf.cu

24ffitosanidad



FITOSANIDAD Volumen 2, No. 3 y 4, diciembre 1998

EFECTIVIDAD DE RIMSULFURON SOBRE MALEZAS EN
PAPA (Solanum tuberosum, L.) Y TOMATE (Lycopersicon

esculentum, Mill)

E. Paredes, F. La Oy R. Garcia

Institto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 No. 514 ef 5ta. By 5ta F. Playa, Ciudad de fa Habana.
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RESUMEN

ABSTRACT

Para evaluar ef efecto sobre malezas entre 4 y & hojas y fa ftotoxicidad de
rimsulfurom 25% g.d. en los cuftivos de papa y tomate, se realizaron cuatro
axperimentos en fa Estacion Experimental def Instituto de Investigaciones de
Sanidad Vegetaf en Alquizar y una extension en fa CPA "Ubalde Diaz" en Gitira
de Mefena, 1a Habana, sobre suelo Ferrafttico Rojo.

Los resuftados obtenidos demostraron que rimsuifuron a .025-0.626 kg fha
fue selectivo a ambos cultvos en post emergencia, sofa o en mezcl con
napropamida (0,025 +1.25 kgiha} La efectividad sobre malezas anuales
fue similar 2 la preducida por prometrina a 2.0 kg /ha, y metribuzin 0.35 kg
fha, wsados como estindar de produccidn, excepto sobre Parthenium
hysterophorus L. y fuphorbla heterophylla 1. las que mostraron figera
tolerancia a dosis menores de 0.030 kg fha. No tuve efecto sobre Cyperus
rotundus L., pero sf sobre Sorghum halepense (L) Pers,

Palabras clave: rimsulfuron, napropamida, metribuzin,
prometrina, control de malezas, tomate, papa.

Wiih the objective of evaluate the herbicide effect on four to efgth feavas
weeds and fitotoxicity of rimsulfuren on potato and tomato crops, faur
axperinents were carrled out at Experimental Station of Plant Health
Research fnstitute in Alquizar and a extension at C,P.A,” Ubalo Diaz “in
Gilira de Melena, both in La Habana province, on Red Ferralitic soff,

The resuits showed that rimsuffuron between 0.025- 0,038 kg/ha alone or
mixed with napropamide { 0.025 -+ 1.50) kgiha, or metribuzin ( 0.025 +
0.35) kgtha, was nat toxic to the crops. When applied In post emergentce,
the effectivity ori annuaf weeds was as same as prometrine (2.0 kgiha) and
tetribuzin (0.50 kg/ha) used as standard, except on Parthenium
hystherophorus L, and fuphorbia heterophylla L., wich showed some
tolerance at dosis fesser than 0.030kg/ha, There was effect on Sorghum
halepense (L) Pers, but was not on Cyperus rotundus L.

Key words: rimsulfuron, metribuzin, prometrina, napropamida,
weed contrei, tomato, potato

INTRODUCCION

a papay ol tomate son cultivos de alte nivel produciivo;
onstituyen la vianday Ia hortaliza de mayor importancia
mundial por la gran cantidad de paises que los cultivan
extensivamente, :
L as malezas sonuna de las limitantes para la obtencidn de attos
rendimientos, ne séle por la interferencia gue causan a las
plantas cultivables, sino por ser hospederas de plagas v
enfermedades gue reducen el potencial de Ios rendimientos de
estos cultivos, si no se realizan medidas de manejo adecnadas
oporiomamente, {Carlote ¢t af, 1994; Darren et al, 1990 v
Gonzdlez, 1997). Las pérdidas estdn asociadas al potencial
productive de cada variedad vy a medida que éste aumenta se
hacen muvorss las rednccionss (Arhens et al, 1983),

Para combatir1as malezas de hoja estrecha que inciden en papa
v tommate se conoce el uso de distintos herbicidas de accién

foliar selectivos a estos cuitivos (Americanos, 1996; Labrada,
1996). Conira dicotiledoneas anuales se ha estado usando
metribuzin por mas de 20 afios como herbicida estandar en
papa, tomate, sova ¥ espdmago (Ackley et al, 1996; Muller,
1972, Freitang y Lambrich, 1994). Este herbicida puede cansar
efectos fitotdxicos sobre determinados clones de papa v
variedades de tomate a dosis superiores a 0.35 kg/ha, porlo
que su uso debe ser con extremada precaucitn {(Ackley et al,
1996; Fortino v Splittstoeser, 1974; Lopez v Castellanos, 1976,
Paredes v Labrada, 1982). Como nuevas alternativas dentro de
la tucha quimica de malezas se han desarrollado distintas
sustancias, entre las que se encuentran las sulfimilureas con
amplio espectre de accidn (Mounier and Leroux, 1994 v Pitty,
1997}. Estas se absorbenporlas raices, las hojas ¥ se traslocan
por el floema v xilema acunmlindose en los meristemos de las
rafces y brotes de las plantas (Americanos, 1996). A este grupo
pertengce rimsulfuron recomendado como herbicida selectivo
a solandceas, ¢l cual fue objeto del presente trabajo.
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MATERIALES Y METODOS

Dryrante los afios 1994 a 1996, se realizaron cinco experimentos
para evaiuar rimsulfuron sobre malezas en papa, variedad Red
Pontiac y tomate, variedad Campbell 28, Las fases experimental
y ampliada fueron realizadas en dreas del Institute de
Investigaciones de Sanidad Vegetal, en Alquizar, La Habana,
sobre suelo Ferralitico Rojo v lafase extensiva enpapa, enla CPA
"Ubaldo Diaz"en Giiira de Melena sobre el mismo tipo de suelo
v varedad,

Parz Ia fase experimental se utilizaron parcelas de 5,0 m. de
largo por 3,60 m. de ancho con cuatro surcos, dos de los cuales
fueron evaluables. En la fase ampliada se utilizaron parcelas
de 50,0 m. de largo ¥ 9,0 m. de ancho para papa v de 30,0 m
de largo por 14,0 m. de ancho para tomate. La extension se
realizd en 3,60 ha tratadas con rimsulfuron v 4,0 ha como
testigo con prometrina 2.0 kg /hA como estdndar,

Los riegos, fertlizacion y atenciones fitosanitarias fusron
gjecutadas seghn las normas técricas para los cultvos. Las
malezas fueron evalnadas por estimacidn visual mediame e!
porcentaje de cobertura total v por especies a los 60 dias de la
aplicacién, asi como los rendimientes en las dreas evaluables en
el mommento de la cosecha. Los datos de las observaciones se
sometieron al analisis de varianza utilizando nn disefio factonial v
las medias se compararon mediante la prucba de Tukey para el
1% de probabilidad de error v la prueba de Newman-Keuls para
el 3% de error, Las variantes experimentales gparecen en ja tabla
de los resultados v 1as dosis de los herbicidas se expresanen kg/ha
ia

RESULTADOS Y BISCUSION

s Tomate

Las dicotileddneas Fuphorbia heterophvila L, Parthenium
hysteraphorus L.y las monocotileddneas Cyperus rotundus L,
Sorghum halepense (L.} Pers v Rofthoellia cochinchinensis
(Lour) Clagton, predornintaron en el primer experimento con
dominancia de E. keterophylia en el testigo sin fratamiento. En
la ampliacion se incremento el mimero de especies observadas,
La efectividad de rimsulfaron fue proporcicnal a la dosis
utilizada, s6lo con 9,038 kg /ha se logrd el mejor efecto sobre
las malezas, excepto C. rotundus, 1a que fue tolerants et todos
los experimentos. Es de sefialar que la mgjor efectividad se
logré sobre las anuales dmaranthus dubiys Mant, Portulaca
oleracea L, v R. cochinchinensis (tabla 1).

La accién inicial de rimsulfuron fue observada a partir de los
tres a cinco ¢ias de la aplicacion, manifestandose retencion del
crecintiento  de las malezas hasta provocar clorosis con
posterior necrosis ¥ mortalidad total en e caso de las plantas
pequefias menores de seis hojas, v en las mavores se manifestd
con la muerte de los puntos de crecimjento.Tales resultados
coinciden con lo repertado por varios autores, ( Ackley et al,
1996; Pitty, 1997, Green 1996). En la ampliacion, aunque
aumentd ¢l mimero de malezas registradas, se observéd buena

efectividad, tanto con los tratamientos de rimsulfuron 0,03
kg/hd como en mezcla con napropamida 0,025 +1,25 kg/hd,
sin diferencias apreciables con la mezcla de napropamida +
mettibuzin 2,0 + 0,35 kg /hd registrada como estindar de
produccidn. Enlas gramineas el sintoma externo se caracterizo
por un amarillamiento en las hojas v la muerts apical, similar
al observado cuando se realizan tratamientos de herbicidas
sistémicos inhibidores del crecimento meristemdtico. Esta
afirmacién es confirmada por Pitty, (1997), donde plantea que
los dafios de imidazolinas y sulfunilureas son similares, las
plantas quedan enanas debido a la falta de amincécidos, hay
inhibicién del brote, clorosis enue 1as venas v Ias hojas no se
desarrollan normahmente, tomando una coloracidn morada, las
raices tenen pocas raicillas ¥ los punios de crecimeinto
terminales mueren.

Los rendimientos mestraron incrementos en ambos experimentos
hastaun 75% en el primero y 7% en la ampliacién al compararlos
con ef tratamiento estandar {figura 1).

Los resultados aqui obtenidos pueden deberse a la selectividad
de esta sulfunilurea. El modo de accién estd dado por la
produccion de cuatro arnincdcidos ramificados (valina, leucina
¢ isoleucing) producide por €l mismo mecanismo, Se necesitan
CUAMD STZIMAS (ue SON COIMINGS Para €S10s tres aminodcidos ¥
ofra mas para sintelizar la isoleucipa segim Stidham, (1991);
citado por Pitty, (1997} De lo expresado se deduce que sino estan
presentes las coafro etizimes en ¢l mecanismo de accién no se
producen los efectos antes citados, por lo que se traduce en una
selectividad bioguimica de fos cultives, o malezas expuestas a
estos herbicidas o plantearse la hipdtesis de que esios cultivos
necesiian mayor dosis del herbicida para manifestar sn efecto
fitotéxico, Durante la ejecucion de los experimentos no se
observaron sintomas fitotdxicos en el cultiva,

* Papa

Enunprimerensayo, alos 30 dias de la aplicacion conrimsulfuron
0,023-0,038 kg /ha, setnvebuenefecto sobrelas malezas anualss,
principalmente gramineas de dificil eliminacion en el cultivo de
la papa como R. cochinchinensis, E. colomum v Brachiaria
Dlatyphyila (Griseb) Nash. Frente a K. heferophyila su accion fue
moderada v contra P. systerophorus se observd una reduccion
sélo con Ia dosis de 0.038 kg /ha ia. Con esta misma dosis se
produjo vna disnrinucion sensible de la perenne S, Aalepense,
mientras que C. rofundus fue completamente toleramte.
Comparado con el efecto de metribuzin 0.35 kg /ha., rimsulfuron
fize inferfor para 1as nialezas anuales, pero controld totalmente S,
halepense (tabla 2),

En la fase ampliada a los 60 dias de la aplicacién, se observed
similar efectividad sobre las malezas que en el experimento,
las especies anuales fueron reducidas con la dosis de
rimsulfuron y la mezcla de éste con napropamida (0.025+1.25)
kg /hi, comparable al efecto producido por napropamida +
metribuzin (2.0 +0.35 kg /ha}. usado como estandar.
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Rendimisnte (t/ha)

Fasa Sxparmnestal Fase ATplisde

Cw 10,4
Sx 45

[l

Tratamientos Kg/ha ta. ~°° %0

1 sirmaulfuren rimautfuron  iEE matribezin
EH& rimsulfuron

S8 rimaulturen

Wl testigo T rimauitenepropSNE matribenaprop

Figura 1. Efecto de rimsulfuron en tomate

Aendlmiento {t/hal
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Cw 13,84 T

EEE rimaulturen  Z25 rlmeutturen fameutturon  FZD matribuzin
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Figura 2. Efecte de rimsulfuron en papa

Fase de extensidn
4 t/ha

12

101

xg fha A

0.03 Z,

B rimsulfuron 223 prometrina
Figura 3. Efecto de rimsnifuron sobre los rendimientos enpapa

Los resultados anteriores foeron corroborados en [a extension
donde se apreci¢ mejor accion sobre las gramineas.

Los rendimientos en papa no mostraron diferencia significativa
respecte al estandar wtilizado, excepto con el festigo sin
tratamiento en la fase experimental (figura 2.) En la extensiva
gmsulfuron 0.030 kp/ha mosttd rendintentos similares al
estadar (figura 3).

Estos resultados coinciden con los informados por diferentes
autores, (Ackley etal, 1996; Darrenetal, 1996y Green, 1996),
donde se comprobo la selectividad de rirsulfuron en papa v
tomate, asi come su efectividad contra malezas anuales v 1a
perenne S. halepense,

CONCLUSIONES

Se comprobo la efectividad de rimsulfuron 0,023-0,038 kg /ha
aplicado en post emergencia de las malezas anuales de 4 a 6
hojas y la perenne S. halepense cuando presentd menos de 20
cm de altura. C. rotunthus fue completamente tolerante a este
herbicida,

Las dicotileddneas P. hysterophorus v E. heterophylia
resultaron las més tolerantes a rimsulfuron en las dosis
menores ¥ su efecto aumentd con fa mads alia de 0,038 kg /ha.

Los rendimientos obtenidos con rimsulfuron 0,025-0,038 kg
/ha. fueron similares a prometrina 2,0 kg /ha en papa y a
metribuzin 0,35 kg/ha en tomate, lo que demusstra su
selectividad a estos cultivos,

La mezcla de napropamida + rimsulfuron 1,25 + 0,025 kg /ha.
debe ser integrada al mangjo integrado de malezas de acuerdo
a tos tpos de enyerbamientos gque se presenten en ambos
cultivos.
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RESUMEN

ABSTRACT

£f hongo entomapatégeno Verticillium lecanii (Limm) Vieg (VY), se caracteriza
por resultar patdgeno a un amplio rango de insectos, partictarmente dfidos v
moscas blancas. Algunos autores refieren que diferentes razas de Vi pueden ser
hafladas afectando insectos, ardcnidos y dcares. Esta eficiencia en campo estd
muy condicionada a fa temperatura y fa humedad. £l empleo de este hongo
coma coniro! biolégico depende de fa posibilidad de su produccion masiva,
lo cual es realizado en muchos palses, incliyendo a Cuba, por métodos
artesanales sobre soporte sofido, empleandn diferentes granos v otros
subproductos de la agriculiura. Csas producciones, aunque pueden resuliar
muy efectivas, en ocasiones sus rendimientos son bajos y tienen altes costos
de produccién, ya gue requiersn de una lzhor muy especializada, o cual
constituye un fimitante para su uso. Los pracesos por fermentacicn sumergida,
poco reportados para la reproduccidn de este tipo, han sido usada en ef
Instituto de Investigaciones de Sanitlad Vegetal, para io cuaf ha sido empleada
faraza Y-57, que resufta muy efectiva para ef contraf de Bemisfa tabaci (mosca
blancal en Jos cultivos. A través de planes de optimizacidn fue sjustada fa
compasicidn def medio de cultivo, of que comtenia levadura, sacarosa v
carhonato de calcio. Eate medio estd inocwlado con una suspensidn def cultivoe
del hongo en fase de conidia. B proceso de comprobacion ive llevade a cabo
en up fermentador de 13 [ con 9 L de capacidad efectiva, v fue establecido un
régimen de aereacién de 0.5 ¥WM en la fase de crecimienio acivo v en fo
adelante se redujo en un 50% hasta elfin del proceso. Durante la fermentacion
son adicfonados ademds antibidticos y antiespumantes para prevenir fa
contaminacién por bacterias y 12 preparacidn de fa espuma, que puede impedir
el proceso. Elvalor de pH Inicial fue ajustado a valores ligeramere dcidos v se
permite que fluctle fhremente. La méxima produceidn fue alcanzada entre
40-48 horas con una concentracidn de £-8 x 702 conidia/ml. ta eficiencia
bioidgica fue probada en adultos de mosca blanca, alcanzando valores
comparables al obtenido por los producidos con el método sélido.

Palabras clave: Verticilfitiem fecanii, cultivo sumergido, moscas
blancas

The mushroom entomopathogens  Verticillium fecanit ( Limm) Vieg (V| s
characterized by resuling entomopathogenic to a wide range from insects,
particufarly aphids and whiie flies . Some authors refer that different strains of
Vican be found affecting insecis, arachnidan and mites. Their efficiency In field
is very conditioned at the temperature and the dampness. The employment
of this mushroom as biological control depends on the possibility on fis massive
produciion , semething which is accomplished in many countries , including
to Cuba , by arthisanal methods  on solfd sides , employing different grains
and others sub - agricukural products. These praductions thaugh they can
resuft very effective , In occasions its yields are fow and have hish productien
casts, since require of much specialized fabor, something which can constiiute
a limiting for fis use, The submerged fermentation processes , litile reported for
the reproduction of this kind , they have been approached in the Institute of
Heath Vegetal for something which has been employed the strain Y-57, that
restlis very effective for the control fom Bemisfa tabaci { white fly } in vegeiable
eultivation. Through optimization plans was adjusted the composition of the
media of cultivation , the one which contains yeast , saccharose and calcium
carbonate. This means is inocufated with a suspension of the cultivation of the
mushroom in the phase of conidia. The spread process was carried out in a
151 fermentator with 9 { of effective capacity . and was established a regime
of aereation of 0,5 VWM during the active growth phase, and thereinafter vwas
reduced in a 50 5 until the end of the process.  During the fermentation are
added furthermore antibictics and antifoams to prevent pollutions by bacteria
and the foam training, that it can impede in the process.The pH value initial
was adjusted to sfightly acid values, and s permitted that fluctuate freely The
maximum yleld was reached between 40 - 48 hours with a concentration of
6-8 % 108 conidia / mi. The hiofogical efficlency was praven on aduit of white
ffy , reaching comparable values the obtained for the products with the solid
methads.

Key words: Verticilffium lecanii, submerged cultivation, white
flies

INTRODUCCION

1 honge entomopatogeno Ferticillium lecanii (Limm)

Vieg { V1), se caracteriza por resular patégeno a una
ampha gama de inssctos , particulamrmente afidos. Algunas
cepas de VL pueden encontrarse afectando insectos chupadores,
ardcmidos v acaros e incluso nematodes (Hall, 1979; 1982;
Sivakumer et al, 1987, Rijo, 1996.)

Su eficacia en campo estd muy condicionada a la temperatura ¥
Ia humedad . El uso masivo de este honge como contrel biolégice
depende de sus posibilidades de reproduccién a gran escala, lo
cual en mechos paises, incliyendo a Cuba se realiza por métodos
artesanales sobre soportes s6lidos con los cnales se obrienen
producciones muy efectivas , pero limitadas, v con altos costos
de producion (Lujan et al, 1990; Sdnchez et al, 1993.)
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Los procesos de fermentacidn sumergida han sido peco
abordados para la reproduccién de esta especie , por lo cual
fue objeto de este trabajo ajustar los medios y parametros de
cultivo para la reproduccién de la cepa Y-57 de V1 con
posibilidades para la produccion industrial.

MATERIALES Y METODOS

Fueron evaluadas las cepas Y-37 v My mantenidas v
conservadas en PDA a 4 grados C. en ¢l cepario del INISAV
{Institizto de Investigaciones de Sanidad Vegetal).

Tabla 1. Nutrientes probados para €l ajusie de los medios de

cultivo
Fuentes de Sacarosa | 5-10-20-30 ¢/ |
garbono | Melaza de cana | 0-56-16
| Cabecilla de arroz  0-5-15-30 g/ 1-20 g/ |
i: . ; N
Fuentes de | Levadura torula i 0-5-16-30 g/ |
nitrégeno | Licor de remojode  0-10-20-40g/|
maiz _
Sales Na Cl 0-1-5 ¢/ i;
CaCQOz 0-1-2 g/

Tabia 2. Matriz experimental 4x4

Tabla 3. Matriz experimental 3x3

Variante Sat{:alfr!?sa NaCl (g/l} caco® {a/h
g/
1 15 1 8]
2 15 9] p
3 15 ) 1
4 . 10 o] 1
5 5 10 5 0
6 10 1 2
7 20 3] 2
8 20 0 1
9 . 20 1 0 :

Nutrientes constantes!

o levaduratorula, 15 g/f

s [licor de mafz, 60 mi/f

» Cabecilla de arroz, 70 g/l
Con el medio éptimo seleccionado se determind el tipo de
antiespumante , la edad de! indculo ¥ 1a relacion volimen de
medio / volimen de frasco , para detrminar la demanda de
cxigeno del cultivo. Se empled 1ina matriz experimental 3 x 3
(tabla 4).

El comportamiento de las dos cepas de V1. en el medio descrito
por Samsinakova v Kalokova (1976) { MS), compueste por
2.5% de glucosa, 2,3% almidén de matz, 2.5 % licor de remojo
de mafz, 0.5 NaCl ¥ 0,2% CaCO3 | fue estudiade teniendo en

Variante = Licorde lLevadura Sacarosa. Cabaciila I cuenta la concentracion de conidios / ml y el porcentaje de
maiz (mlf)i torula{g/l). (g} arroz (g/l) ! blastospora al final del procese Lo cual se determind mediante
1 : 40 0 : 5 . 30 conten en Camara de Neubauer v microscopio de contraste de
2 40 1% 30 15 Tases 2 200 x . Se analiz6 ademas el comportamiento del pH. Las
3 a - 30 | 18 5 ; muestras fueron tomadas entre 1a 72 v 240 horas,
4 0 5 . 6 | Tabla 4. Matriz experimental 3x3
- 0 .0 5 | .
| 4] 0 : 0 | 15 _ | Variantes 'r Antiespumante : Rel. (vf;’vm}! Indeulo
:i 7 0 & ' 30 30 | 1 . silicona / aceite 1910 suspension .
I. s o | ap 5 15 | | (H1) | esporag
i o 2 I . o . : 2 ailico?;q]aceite 1/8 i cultive 72 h
: . I i 4
10 20 30 ® L5 3 | silicona/aceite |  1/15 | cultivod8h |
11 20 15 O ; 15 1 (41 ;
12 20 0 15 30 a_ aceite ;15 cultivodBh|
13 L1 T 15 15 5 aceite 115 | cultivo 72 h_
4 1 0 - 30 6 aceite I 110 suspensién
15 1 0 300 5 : esporas |
16 10 | 15 5 5 7. 0 115 cultivo72h'
) " 8 o Y5 cuitivodh
] i i 9 o . 710 suspensidn;y
Para el gjuste de las mejores concentraciones se emplearon ; ) ' esporas |
disefios matemdticos de optimizaciéon por el método de Medio: MO o

Rectdngulos Ortogonales Latinos (Birinkov, 1968). Se
smplearon matrices 4x4 y 3x3 (tablas 2y 3)

viivim = refacion volumen del frasco/volumen def medio

Anafizando los mismos parametros ¥ ademas el consumo de
carboludratos se determiné la cinética del proceso conlacepa
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Y-57 enlos medios M8 ¥ el medio 6ptimo (MO) obtenido en
los experimentos de optimizacién. En este experimento se
trabajé teniendo en cuenta el tpo de antiespumante, edad del
inéculo ¥ voliimen dptimo de trabajo previamente ajustados.

Todos les ensayos se realizaron en una zaranda orhital a 140 mpm
¥ COn ums temperatara entre 235-26 grados C. Fueron utilizados
frascos erlenmeyer de 500 ml de capacidad. con 100ml de medic
en los experimentos pata el ajuste de los medios de cultivo.

Para lacomprobacion del medio éptimo (MQ) v los pardmetros
de trabajo se utilizé yn fermentador de 15 L de capacidad total
marca Marabishi, el cual se trabajo a un violimen efectivo del
60 %. La cinética del proceso se realizd entre las 0 y 72 horas
. se tomaron en cuenta para la evaluacidn los mismos
indicadores que para los estudios en zaranda v se emplearon
los métodos descritos anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los resuitados obtenidos con las matrices
experimentales (tablas 5 a v 3 b}, se selecciond como medio
gptimo el compuesto por 15g/1 de levadura tornla, 15 g/l
sacarcsa ¥ 2 g/l CaCOs , al cual se afiadic 0.1 g/l de
cloramfenicel para evitar contaminantes durante el proceso ,
tal como lo recomienda Kononova 1986. :

Enrelacién a los antiespumantes, la mezcla de aceite con silicona
en propercion 141 resultd la mds adecuada, Un indenlo totalmente
esponuiado empleado al 10 % v una relacién de voliimen del
medio/ vohnen del frasco de 1710, permitisron obtengr los
ingjorss efectos en cuante a la concentracién de conidios /ml ¥
se logrd la reduccion del porcentaje de blastosporas {tabla 6).

Tabla 5, Resultados del efecto de los nulzientes enla
reproduccién de V. lecanii Y-57
ayMatriz dx4

Licer de maiz

0/, 1 . 10/+0.12___20/-002 | 40/-0.05 5.
Levadura torula '
0/-0.25 SM414 15486 | 30/425
Sacarosa | |
0/-0.6 5/+2.1 : 16/+63 . 30/-14
’ Cahecilla de arroz .
5: 0/-0.12 5027 | 15/+048 | 30/+0.63 |
b) Matriz 3x3
Sacaross :
10/-1.1 15/+1.4 20/-0.3
NaCl
0/+0.36 1/0.37 5/-0.2
Cal0z
0/-0,28 1/-0.1 2/+0.45

Tabla 6. Resultados del efecto del antiespumante, indculo ¥
relacidn de voliimenes en la produccidn de V. fecanii Y-57 en
el medio MO

Antiespumante
| Aceite+silicona/+1.62 | Aceite/-1.21 0/-1.16
‘i Rel vi/ym
1/15/+0.17 1/16/+0.27 1/5/-0.05
Inéculo
:  Susp. esporas/0.01 48 hrs/-0.61 72 h/+1.25

Al comparar €l comporiamiento de 1a cepa Y-57 conla M-y en
el medic MS (tabla 7) se encontrd que para Ia Y-57 la
concentracién maxima de conidios se obtuvo a ias 158 horas
de cultivo, mientras que el porcentaje de blastosporas
disminuyé hasta 3.8 a los 7 dias, El pH a partix de tas 72 horas
alcanzo unvalorde 7,0 , el cual se mantuvo constante hasta las
240 horas. Por su parte la cepa M-y alcanzd el maximo
rendimiento de conidios a las 240 horas , sin embargoe a partir
de las 120 horas comenzo a observarse una reduccion notable
del porcentaje de blastosporas que oscild entre 2 v 5 hastalos
18 dias . En relacion al pH tambien mostrd diferencias conla
Y-37, al mantener unvalor de 3,0 desde Ias 120 alas 240 horas.
Samsinakovay Kalakova 1976, empleando este mismo medio
COTL 0tTd cepa encontraron que la esporulacion comenzaba enrre
los 4 ¥ 3 dias ¥ obtuvieron al final del proceso un cultivo
formado por conidios , blastosporas y abundante micelio , o
cual no ocursid conninguna de las cepas probadas por nosotros
donde 1a presencia del micelio resulto siempre escasa.

Esto indica que laseleccion de 1a cepa es un aspecto importante
a tener en cuenta para la produccion a escala industrial,

Al compararel comportantiente de las cepa Y-37 enlos medios
MBS v MO bajo las mismas condiciones de cultivo ( tabla 8),
encontramos que en el medio MO a las 72 horas alcanzé la
maxima concentracion de conidios /mi v con sdlon 2,2 %
de blastosporas. El pH se mantuvo estable ¥ neutro desde las
48 horas v al final del proceso se consumid el 74 % de los
carbohidratos presentes en el medio. Duramte el mismo tempo
de cultive la concentracién de conidios en el medio MS fué 5
veces mas bajay aunque ¢l porcentaje de blastosporas fue bajo
(3,25% ) el consume de carbehidratos fue inferior quedando
una concentracion residual del 50 % al final del proceso.

La comprobacién de los resultados en un fermemtador de
laboratorio {tabla 9) demostrd que entre 60y 72 horas no hubo
difzrencias en cuanto 2} rendimiento de conidios ¥ a las 72
horas aument¢ ligeramente la cantidad de blaswsporas.El pH
se comportd de forma similar que en la zaranda . mientras que
hube un mejor consumo de los carbohidratos v al final del
proceso solo quedé un 20 % residual

Pocos autores reportan 1a produccion de este hengo por cultive
snmergido, Bondarenko 1983 lo emplearon para la produccion
de la fase de indculoy demord de dos a tres dias . Hall y Buzges
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Tahla 7. Comportamiento de las cepas Y-57 v M-y en medio MS

Tiempo (h] | Conidios /m! Y% blastiop. pH Tiempo Conidios/ml % bhiastop. pH I
0 10° 6.5 Oh 108 85
72 C o axo’ 30 | 8.5 72 h 2x107 . 176 6.0
120 | a5x 108 13.6 7.0 120 h 42x10" . 1.8 5.0
168 s0x1c® 86 | 7.0 168h  9.32x10" | 5.5 5.C
240 | agx1c® 3.8 246h . 21x10® |- 36 5.0
en 1982 estudiaron el efecto del medio de cultivo, temperanira
v el pH encultivos agitados de V1. v consideraron que los cultivos CONCLUSIONES

sélidos resultaron mis estables. Sinembargo nuestros resultados
permiten considerar que la produceidn por cultivo sumergido de
VI, es factible siempre que se cliga la cepa v el medio adecuado
¥ que entonces, los problemas a resolver se relacionan con los
procesos de recobrade v formulacién que deben permitir obtener
un producto efective v ¢stable en el almacenamiento.

Tabla 8. Comportamiento de la cepa Y-37 enlos medios de
produccion MO y MS

Medio MO
Tiempo Conidios/mi| % blastop. 5 pH % :
{h} consumo
) carhehid. -
0 106 6.5 0
- 24  85x107 25 6.0 38
48 22x10f 3.0 7.0 59 !
72 a6x10° 2.2 7.0 74
Medio MS
Tiempo Conidios/ml” % blastop, ; pH % .
PR ' consumao |
; carbehid. |
0o 10° . 6.5 D ;
24 1% 10’ 13,5 6.5 19
48 4.5 %107 8.6 5.0 55
72 1x10° | 325 5.0 58

Tabla 9. Compertamiento de 1a cepa Y-37 enun fermentador
de 15 L empleando el medio MO v en las condiciones de
cultivo establecidas

" Tiempo - Conidios/ml; % blastop. | pH % |
thy ! consumo
’ _ _ carbohid.
I 85 o
24 5.6 x 107 10 7.0 40
C a8 1.8x 10° 7 7.0 52
| 80 6.6 x 10° 34 70 78
P72 6,8 x 10° 42 | 72 80

® Las cepas Y-537 ¥ M-y de V. lecanii tuvieron un
comportamiento diferente en el medio MS . Conla 'Y-57 selogrd
un mayor rerddimiento de conidios enun tiempe mas coro,

¢ £l medio optimo pare la cepa Y-57 estd compuesto por
Levadura torula 15 g/l, Sacarosa 15g/1y CaC0O3 2 g1

¢ [ a adicién de antiespumante, aceite v silicona 1/1, un indculo
a partir de conidics al 10 % v una relacién de volimen
medio/frasco de 1/10 incrementaron el rendimiento de conidios
en lacepa Y-37 tanto en el MO como en el MS.

e A escala de fermentador de laboratorio se logrd reducir el
tiempo del proceso a 60 horas.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se liofilizaron fas cepas de Metarhizium anisopliae, Beatveria bassiana y
Verticillium lecanii en un medio soporte constituido por leche en polvo
descremada y glutamaio de sodio. La viabifidad, concentracicn ¥ virulencia
de esios microorganismos se mantuvieron con valores simifares a fos
conservados en medio agarizado, asf como sus caracterfsticas fisioldgicas v
moriolégicas durante un affo de conservacitn a temperatura de 5°C, tos
valores promedios de viabilidad para ef hongo M. anisopliae fue de 58 %
a fas 48 horas, su concentracién oscild entre (3-8) X170 “conidias x mi ¥ la
virufencia mavor al 50 %. En V. lecanii a la8 20 horas la viabilidad fue
superfor al 60 % v a las 45 horas mayor del 80 %, {a concentracién entre
(1-8) x 10% conidios x mly su virulencia fue mds del 90 %, Para B, bassiana
las valores promedios de viabilidad fueron de mas def 96 % a fas 48 horas,
la concentracion entre (1-7) x 10% conidies x mi v fa virulencia tan afta como
las antes citadas. Esta técnica con este medio soporte ha permitido conservar
las cepas estudiadas viables v fas mismas se continuardn estudiando hasta
gtie se mantenga su supervivencia.

Palabras clave: Metarhizivm anisopliae, Beauveria bassiana,
Varticillium fecanii, liafilizacién

The strains of Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana and
Verticillium lecanii were lvaphilized in a supporting medium made of
powdered skimmued mitk and sedium glitamate. The viabifity, concentration
and virulence of thase microorganisms maintained values similar to those
preserved in agarized medium as well as their morphological characieristics
during ene year of preservation at § °C. The average values of viability for
the fungus M. anisopliae was of 959 after 48 hours, fis concentration varied
between 3 and 8 x 10% conidia/m! and the virufence was higher than 80%.
For B. basslana the average values of viability were higher than 90% after 45
hour, the concentration between 1 and 8 x 168 conidia/mf and the virulence
was fhigher than thase mentioned above. With this technique with this
supporting medium was allowed preserve the studied strains which
remained viable and these wilf be further studied uniil their survival be
maintained. & was evident the great vantage offered by lvophifization since
one works with original cultures avoiding thus the comtamination inherent
to the manual process.

Key words: §etarhizium anisopfias, Beauveria bassiana,
Verticiflium lecanii, lyophilization

INTRODUCCION

crualmente se utilizan diferentes métodos para la

onservacién de los cultives puros, los cnales poseen

una maver ¢ menor capacidad para manener las caracteristicas
fisiologicas ¥ morfolégicas del cultivo, segin Dalpe (199%)

Ura de las t€cnicas de conservacion de cultivos puros que ha
tenido gran difusiones la liofilizacion, la gue ofrece nimerosas
ventajas entre las cuales se pueden citar las siguientes;
disminucidn del riesgo de contaminacién, conservacién de la
viabilidad de las cepas durante largos periodos de tiempo,
mantenimiento de las propiedades morfolégicas v
bioquimicas de la cepa original

Entre los factores que afectan la viabilidad del microorganismo
liofilizade se encuentra ¢l medio soporte empleado, ¢l cuat

desempefia un importante papel v debe estar formado por lo
que se conece como coloide protector, recomendandose en la
literatura el empleo de leche descremada entre oiros.

Algunos autores consideran importante el uso de aditivos en el
medio soporte para incrementar la supervivencia de los
microorganismos durante y despuds de la Hofilizacién,

El objetivo del presente trabajo fue estudiar 1a técnica de
liofilizacién para la conservacion a 6°C de los hongos
entomopatdgenos, con vista a entregar los bulbos a los 15
laboratorios provinciales para su transferencia y distribucion a
los 220 CREE que propagan masivamernte los insecticidas
biolégicos en todo ¢l pais v asi eliminar los tubos con medio
agarizado técnica trabajosa por la reactivacion sobre insectos

fitosanidad/35



Padrén y otros

patrones con fiecuencia de 6 meses; ademds que se consume
muchos recursos; los pardmetros de calidad varian
considerablemente v los riesgos gue se presentan en la
transporiacion son altos, problematica que se solucionard con el
material liofilizade v entre otras ventajas se destacan la
supervivencia por largo periodo de tiempo.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con tres género de hongos entomopatdgenocs
preparados en medio compieto semisintético.

La extraccién de los conidios se realtizd con perlitas de vidrio,
se centrifugd ¥ se secaron los conidios por congelacién bajo
presion reducida (vacio).

Come medic soporte para la liofilizacién se utilizd el
recomendado por Lewis y Godines (1993) constituide por leche
en polvo descremada al 11 %y ghitamato de sodio al 1%,

Para la determinacién de laviabilidad se procedio de las formas
siguientes:

» S¢ resuspendio el contenido del frasco en tres mi de swero
fisiolégico al 0,9 %+ caldo nutriente al 1§3 % ¥ se dejo enreposo
durante 15 o 20 min. ¥ 6-8 x 107 conidia/ml, se agit6

vigorosamente hasta reconstruir el material liofilizade,

¢ Se realizaron diluciones seriadas de la suspensidn, en fubos
gue contenian 9 ml de agua con Tween 80. Se sembrd 1 ml
de las diluciones en placas Petri por duplicados, las cuales
contenian medio PDA, SMA, MC + cloranfenicol 1 g/l

» Las placas se incubaron a temperatura de 28 +/-2° C durante
4-5 dias v se reatizaron los conteos de colonias, expresiandose
tos resultados en UFC/mi, material que se utifizd pam los
ensayvos de viralencias.

& Se utilizaron tarabién placas Petri con papel de filtio, tubo
en v y porta conleniendo dos gotas de medio agarizado en
cada extremo, las cuales fueron inocnladas conla suspensién

de 10°-10% para cada miicroorganismo en esmdio, se le
crearon codiciones de humedad v se colocaron 2 la misma
temperatura antes mencionada, se contabilizo 100 conidios
¥ se expres6 en % los resultados; de igual forma se procedio
conla siembra en estria, extrayéndose una gota directaments
del bulbe Hofilizado para su extension,

© La conceniracion s¢ determind por conteo en camara de
Neubauer ¥ 1a virulencia se realizé por lo establecido enla
Norma Cubana y Método de ensayo (1993)

® Todos estos estudios se realizaron al momenito cero, al mes,
dos meses, seis meses v un afio, utitizando la tiamina con el
objetivo de reactivar los microorganismos liofilizados a
pattir de los seis meses,

RESULTADOS Y DISCUSION

Lewis ¥ Godines (1993) recomendaron para la conservacion
de hongos de la Industria Alimenticia, la técmica de
liofilizacion enipleando como medio sopotie leche en polvo + -
ghitamato de sodio ¥ sus cepas se han mantenide viables
durante 9 afios. Debido a esta experiencia utilizamos este

"medic para la conservacidén de tres géneros de hongos

entomopatogenos. Los resultados obtenidos han sido positivos
hasta la fecha, donde se adiciond, como aditivo protector, el
glutamato de sodio para incrementar la supervivencia del
microorganisme durante y después de la liofilizaciony de esta
forma alcanzar altos valores de viabilidad.

Los resultados de 1a tabla 1 en el momento cero del proceso de
liofilizacion indican que los parimetros de calidad no se han
afectado, pues en el caso de M. anisoplige, cuando se estudid
la cepa mantenida en medic agarizado, la conceniracidn fue de
30x 10% conidios x m} v la media de los valorss para el bulbo
Liofilizado fue de 1,5 x 10® conidios x ml; por 1o tanto en el
bulbo analizado el orden se mantuvo en los valores de 108, ia
viabilidad en cepas fue del 95% v en ¢l bulbo por ambos

Tabla 1. Conservacion de cepas de entomopatdgenes en bulbos liefilizados en el momento cero del procese

Género Conc.{10 con/mi} UFC ’ Viabilidad (%) Virul.g {Abbott) |
. Placa Porta i
Metarhizium | 1,4-1,6 UFC=10 98 99 Cyfas formicarius |
‘ x=15x 10° AG0-400 {247} (24h) {Tetuan) {13 dias)
_ xml = 4,0 x 10° I, 7 con micosis
| ! II. 8 con micosis
‘ 1. 10 con micosis
83,3 %
Verticillfum : 8.0-2,0 UFC=10 68,33 61 P. xylostella {6 dias)
I x=5,0x 10% 400-300 {20h} {20 h} i. 9 con micosis :
! i x=350 95 #]e) li. 8 con micosis .
UFCx mi = 35 x 10° (40 h} {40 h) lll. @ con micosis |
| - 86 %
Beauveria | 7,0-1.7 UFC=10 92 90 P. xylostelia (6 dfas} |
: x=5,0x 10’ 10-15 {72} {72} 5 con micosis |
x=125 e 0 con micosis
UFCxml =12x 107 6 con micosis
70 %
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Tabla 2. Conservacion de cepas de entomopatogenos en bulbos liofilizados al mes de realizado el proceso

Concentracién

Génera Viahilidad (%) Virulencia=580%
Placa Porta {Abbott, 1925}
Metarhizium : 85 99 90 Plutella xylostelia
j ' 30 ¢ {24h) {24h} {15 dias)
| x=57x10 l. 7 con raicosis
I condfml Il. 8 con micosis
ill. 8 con micosis
: : 96 %
Verticiflium _ 1,85 g0 87 Bemisia tabaci
: 1,80 2 {24 h) {20 h} i (6 dias} 83 %
x=1,72 x 10 !
. 1
Beauveria _ 5,80 94 92 : Cylas formicarius ;
8,15 5 {24 h) {24 h} {12 dias) b
x=7,05 x 10 97 % H

métodos empleados fue mayor de un 98%, asi como la
vinulencia sobre Cyias formicarius fue superior del 90% tanto
en cepas como en bulbo, en este wltimo un 83,3% de los
tetuanes se recubderon con el hongo v se ohservé unz buena
esporulacion. Estos pardmetros son los establecidos en las
Normas Cubanas de Especificacién y Programas de Control de
Calidad, 1993 (NC: 72-03, 1993, NC: 72-04, 1993; NC: 72-05,
1993).

Conel entomopatdgeno V. lecanii los resultados sbtenidos con
las cepas en medio agarizado fueron de 2,1 x 10° conidios x
mi; 95 % de viabilidad v virulencia sobre Phufelln xviostelia
del 92%; con los bulbos estudiados 1a concentracidn promedio
fugde5,0x 10% conidios x m!; Las UFC x ml de 35% 108; con
una vigbilidad mayor del 60% a las 20 horas (por las dos
técnicas empleadas} ¥ sus méximos valores del 99% se
obtavieron a las 40 horas. La virnlencia foe de un 90% conun
86% de insectos micosados a los seis dias de watamiento.
Todos los parametros anteriormente citados coinciden con lo
establecide en las Normas ¥ Pogramas de Controi de Calidad
vigente.

En el caso de Beawveria bassiana se ha presentado alguna
variabilidad en ¢l momento cero; los valores de concentracion
se corresponden tanto en cepas come en bulbos de 3,75- 1.0 x
10° conidios x ml respectivamente, pero los valores de
viabilidad aungue son aceptados en las Normas y Programas
de Control de Calidad demord més tiempo de lo previsto con
valores mayores del 90% a las 72 horas y un 70% de larvas
micosadas.

Por Ios resuitados de Ia tabla 2 al cabo del mes de Hofilizadas
las cepas, se aprecia que se han conservados y estabilizan log
paramerros en cuanto a concemtracion, viahilidad v vindengcia;
esta fitima superior o ignal al 90% para todos los géneros
estudiados v la cantidad de insectos micosados ha side superior
al 706%. En las cbservaciones realizadas a los tres géneros de
estos entomopatdgenos en estudio, no se chservaron
alteraciones morfolégicas de las cepas.

Después de dos meses de conservada la cepa de M. anisopliae
Lofilizada, todos los parametros se mantienen estables segilin
los valores que se gprecian en la tabla 3.

Tahla 3. Conservacidn de los microorganismos liofilizades a Ios dos meses

Genero Concentracién 10° Viabiiidad {%) Viralencia » 90%
Cond. X mi Placa Pora {Abboatt, 1925}
Metarhizium 4,5 96 92 P. xylostelia (6 dias}
; 3,7 {24h) {24 h) I, 8 con micosis
x=41 Il. 6 con micosis
ill. 8 con micosis :
73 %
Verticilfium x= 6,7 oag a3 Bernisia tabaci {8 dias)
{18 h} {18 h} | 94 % :
Beauveria x=2,8 0 a0 { G formicarius (12 dias) |
{72 h) {72 h} . 10 con micosis ‘
! Il. 10 con micosis
i lil. 8 con micosis
. . iV, 9 con micosis |
i V. 10 con micosis ||
| 98 %
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Tabla 4. Conservacién de los Hofilizados a los seis meses con utilizacion de tiamina para sy reactivacién

Género Concentracidn ! Viabilidad {%¢) Virulencia 90 % ;I
10% conid /ml ! Placa Porta {Abbott, 1925) ,
; Metarhizium x= 4,8 9y &0 Cvlas formicarius
; {40} {20} L0
W10
{10
V.10
V. 10
100 %
Beauveria x= 2,6 g9 80 Cylas formicarius
{40 h) {20h} {a los 11 dias)
96 %
Tabla 8. Conservacion de los liofilizados al afio
'I Género Concentracién 16° cond/mi Viabilidad % Virulencia %
| ; Placa Porta
Metarhiziurn 6,4 : 98 01 Cylas formicarius
5 {40h) {40h) {12 diasj
: 83
Verticillium 1.2 98 91 Bemisia tabaci
i (24h} {24h) (3 dias)
| | 84
Beauveria ! 4,3 97 ag Cylas farmicarius
! {40h} {40k} {15 dias)
: f e 20

La viabilidad por los dos métodos ensayados fue superior al
26% y el porcentaje de insectos muertos fue mayor gue 90,
aunque Ia micosis se manifestd enel 73% de estos. Los estudios
reglizados por Krueger et al. en 1990, alcanzaron también una
alta mortalidad sobre los insectos con los propagulos
liofilizados e informaron la gran consistencia de estos cuando
se inocula en suelo.

Bl comportamiento de la B. dassiana fue bueno, con una alta
concentracion con valores de 10° v viabilidad del 90%,
destacandose la alta vimlencia del liofilizado sobre Cuwias
Jormicarius; de ahi se denota la especificidad de este
microorganismo contra coledpteros.

El hongo V. lecanii mantuvo altos valores de concentracion v
viabilidad, por lo que se denota gque es un microorganismo (ue
se adapta facilmente a la técnica de liofilizacidn,

Muchos autores refieren Ja superioridad de esta técnica para la
conservacidn de microorganismeos entre estos Lewis y Godines
{19493), que marntuvieron cepas siupervivientes durante 9 afos,
asi corno Jiménez, 1) Gillespie (1990), que determinaron la
viabilidad del liofilizado de Beauveria y Metarhizium por un
periodo de 431 dias a temperatara de 5y 20 °C. Tanibién es
bueno destacar los resultados de Dalpe (1990), el cual adiciond
tiamina con el objetivo de recuperar la vigbilidad de 1a cepa
durante largos periodos de conservacidény, como se observaen
1a tabla 4, transcurridos los seis mesas de conservacion de los
Hofilizados de estos entomopatdgenoes sometidos también a

una reactivacidn con tiamina, se logrd alcanzar valores
similares a los obtenidos en el moments cero. En ia tabla 3
observamos cémo después de un afio de Hofilizados, estos
hongos entomopatdgenos mantisnen los pardmetros
establecidos, conservandoge viables v viralentos,

CONCLUSIONES

¢ Bl meétodo de liofilizacién permite conservar visbles y
viralentas las cepas de M. anisopliae, V. lecanii y B. bassicna,

» Bl medio soporte wtilizade permitié conservar viables estos
tres géneros estudiados.

* Se recomicnda evaluar otros medios soportes para la
conservacion de estos hongos.

» S¢ recomienda la reactivacion del liofilizado con Tiamina a
partir de los seis nieses.

@ S¢ recomienda comtinuar los estudios v evaluaciones
cormespondientes a las cepas liofilizadas,
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lleana Sandoval, Marfa Q. Lopez, Tania Bonilla y Yoelkis Tomas

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal Calle 170 No. 514 ¢/ 5ta. By 5ta F. Playa, Ciudad de la Habana,

CP 11600

RESUMEN

ABSTRACT

E clavel es una planta herbdcea de fa familia Caryophylfaceas y presenta
diversas especles que se cultivan como planta ornamental asl como para
tiores de corte. ta misma puede ser afeciada por diversos patdgenos
fngicos. Uno de fos mds agresivos es Fusarium oxysporum f.sp, dianthi,
agente causal de fa marchitez. Para las condiciones de Cuba aste paidgeno
Ao ha sido registrade, pero en fas dreas def Institute de Investigaciones
Clentificas (CNIC) se ha presentado desde 1293 sintomas de secamiento ¥
marchitamiento de Jas plantas. Ff diagndstico realizado ha corroborads fa
presencia de Rhizoctonia salani, Sclerotium roffsil y Phvtaphthora parasitica,
en Dianthus barbatus v D, chinensis, con mds def 50% de plantas muertas
por cantero, Para Cuba se habfa registrado oficialmente P. parasitica en D,
caryophyflus y D. chinensis (Ferndndez, 1993, Seidel, 1975), por o que ef
diagndstico en D. barbatus constituye un nuevo registro para la micoflera
del clavel en nuestro pafs. fos astudios in vitre realizados con 12 alsfamientos
de Trichoderma perterecientes al cepario del INISAV, confirman gue Jos 4
pertenecientes a fa seccldn Longibrachfatum na muestran efectividad
hiperparasitica hacla 5. rolfif, sin embargo estos y los restarites de las
secciones Pachybasium y Trichoderma fueron efectivos cantra ios pardgenos
afslados. la cepa estdndar T. harzianum (4 34) mostrd buena efectividad
competitiza, aunque fue superada cualftativamente por otro alslamiento de
fa Seceibn Pachybasium (A-128), lo que amerita continuar fos estudios in
vivo y fase de extensidn en vitraplantas y canteros con el fin de comprobar
3u efectividad.

Palabras clave: Dianthus spp., Trichoderma spp. hongos
fitopatdgenos

Pink fs a herbaceous plant of the family Caryophyllaceae and presents severa!
specles, which are cultivated as ornamenial plants. Several pathogenic
funguses can affect it. One of the most aggressive is Fussarium oxysporum f,
sp. dianthi, causal agent of withering. In Cuba this pathogenic not has besn
registered, but in the areas of the Scientific Research Institute (CENIC) it has
presenterd from 1335 drying symptoms and wilting of the plants. The
diagnostic has corroborated the presence of Rhizactonia solani, Scierotium
rolisil y Phytaphthora parastica en Dianthus barbatus and Dianthus
chinensis, with more than the 50% from the plants dead by flowerbed. For
Cuira, has been registered officially P. parasitica on D. caryophyllus and D.
shinensis (Ferndndez, 1393, Seidel, 1975); for this reason, the diagnostic on
D barbatus constitutes a new record for the micofiora of pink in uur country.
“In vitre” studies made with 12 Trichoderma Isofates, befonging to the
ceparfum of INISAV, confirms that the 4 befonging to the section
Longibrachiatum, don't show hyperparasitic activity toward S. rofisil,
however, these and the remainder of the section Pachybasium and
Trichioderma were effective against isofated pathogenic. The standard stock
T. harzianum (4 34) shows good competitive effect, although was surpassed
qualitatively by other lsolation of Pachybasium section (A-798j; this makes
recessary to continue "in vive" and in extension phase studies on in vitro
plants and flowerbed with the objective of verifying its effeciiveness.

Key words; Dianthus spp., Trichoderma spp. Phytopathogens
fungus.

INTRODUCCION

1 clavel es una planta herbacea perenne originaria de

Europay Asia. Pertenece a la familia Caryvophyliaceae,
génere Dignthus v se cultiva como planta cmamental ¥ para
flotes de corte. Existen diferentes especies de este género,
como son D. chinensis, D. barbatus. D. carvophyilus, D.
armepia, D. plumarius entre ottos (USDA, 1960). Requiers
para su cultivo suelos de textura suelta, con buen drenaje, pH
entre 6.8-7.2, temperaniras preferiblemente entre 15-21 $C v
buena iluminacion para la formacién de flores (Romero, 1989),

En numerosos paises del mundo Ia produccion de flores con
destino a la exportacién se hace cada dia mds importante para
el ingreso de divisas, Un ejemplo de ello lo tenemos en
Colombia, donde la floricultura es ¢l tercer renglon exportable
después del banano v el café. Este pais se ha convertido en ¢l

segundo exportador de flores en el mundo después de Holanda
¥ el principal hacia Estados Unidos {Asocolflores, 1992),

Una de las principales limitantes en la produccidn de flores de
clavel, en el pais de referencia lo constituye el marchitamiento
vascular por Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Arthelaez,
1987, 1993). Para las condiciones de Cuba este patégenc no ha
sido registrado, ¥ en las dreas del Instituto de Investigacionss
Cientificas (CNIC) se han encontrade sintomas de
marchitamiento, que pueden afectarmds del 30 % de las plantas
en los canteros, lo que constituye una limitante en la
produccién de flores en este cultivo, tanto en fase de
vitroplantas ¥ sobre todo en el campe donde se presenta
severamente la enfermedad.
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Por tal razon el presente trabajo tiene como objetivo prineipal
determinar la etiologia del agente cansal de la marchitez del
clavel bajo estas condiciones ¥ comprobar in vitro la
efectividad de un grupo de aislamientos de Trichoderma con
vistas a su utilizacion para el control de la enfermedad en fase
de adaptacién de vitroplantas en cepeilones; asi como en
canteros después del trasplante.

MATERIALES Y METODOS

A partir de plantas afectadas de clavel (D. barbatus y D.
chinensis) con sfutomas de marchitamiento se realizaron las
siembras de las partes del tallo v raices afectadas. Las muestras
fneron procesadas segin los métodos tradicionales de siembra
en agar-agat v en agar-papa-dextrosa. Se realizaron las
identificaciones v descripciones de los patdogenos v de log
sinwomas observados.

Para los ensavos del biocontrol se realizaron prucbas in vitro
en cultivo dual agar -papa-dextrosa enire los patdgenos v 12
aistamientos de Trichoderma procedentes de la coleccion del
Laboratorio de Micologia (2 representantes de la Seccion
Trichoderma, 4 de la Scccidn Longibrachiatum v 6 de Ia
Seccion Pachybasium ) cnre las que sc encuentm la cepa
estindar T. harzianum (A-34) generalizada en la produccién
para ¢l biccontrel de diferentes patdgenos del suelo.

Por cada aislamienio se montaron fres placas o réplicas. La
incubacién se realizd a 27 $C v se midid diaramenie ei
didmetro de las colonias hasta su enfrentarmiznio (3-7 dias). Se
determind el nivel de competencia por el sustrato, asi como el
hiperparasitismo por parte del patdogeno de acuerdo conel mivel
de creciniento v esporulacion sobre la colonia

Pam el recobrado de hongos de la Clase Oomycetes s utilizé
el trampeo de suelo segin Ricci (1972) con pétalos de clavel
a diferentes profundidades (5, 10 15y 20 cm), asi como de la
rivosfera de plantas de clavel afectadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las porciones afectadas del tallo v raices sc aislaron tres
hongos fitopatégenos del suelo: Sclerofium rolfsii,
Rhizoctonia selani vy Phytophthora parasifica a patdir de
plamas de D, chinensis v.D. barbatus , esta Gltima con severas
afectaciones por su susceptibitidad a la enfermedad.

El sintoma que predomingba en las planias consistia en una
pudricién blanda de la raiz principat ¥ base de los tallos, con
una coleracidn parde claro. El tejido se presentaba
deshilachado v las plantas se tomaban de un color amarillo
hasta color pajize. Estos sintomas coinciden con los descritos
para la marchitez por Phytophthora segin Telio (1990) y esel
que predomina en plantas adultas en fase de floracién, Sin
embargo, otros que no presentaban esta marchitez podian
registrar nectosis de los haces vasculares v raices, color pardo
¥ presencia de un micelio en algunos casos colorblanco enla
base del tallo, en cuvo caso pudimos comprobar la presencia

de 8. rolfsii. El patégeno provocd ademas damping-off de Ias
plantas en fases tempranas de su desarmrollo.

Tambien fue registrada la presencia de R. selgni, con necrosis
en las raices y tallos, donde se observéd a nivel vasoular una
coloracidn marrdn, los que coinciden con las descripciones
reatizadas por Atbeldez er al (1993} en este cultivo.

A pesar de que este complejo hongo se presenta en ¢l clavel,
es de destacar que ¢l puncipal productor del marchitamiento lo
constitive P. parasitica, va que en reiteradas ccasiones que se
analizaton muestras de D, barbatus, predominé la presencia
de este patdgeno.

P. parasitica se aislé del suelo de la rizosfera de las plantas
afectadas segin ¢l método de Ricci (1972). Los pétalos de
clavel se infectaban en las primeras 24 horas con los
esporangios del patégeno corroborande la presencia de este
hongo en 1as nmestras analizadas. El registro fue positivo a 3,
10, 13y 20 cm de profimdidad en los canteros con mds del 50%
de D. Barbatus afectadas,

Otro aspecto importarnte de esta patologia es que se agudizé en
los momentos mas calidos ¥ Huviosos del afio, 1o cual estien
correspondencia con las exigencias de este hongo, mientras
¢ue la incidencia de s enfermedad disminuye a medida que
comienza 13 etapa invernal, A pesar de estas observaciones, se
requiere profundizar en la epidemiologia de esta nueva
enfermedad pare D. barbatus, enlas condiciones de Cuba, ya
que los registros oficiales sélo lo han sefialado para D.
caryophylins v D. chinensis (Seidel, 1976; Amold, 1986).

S. rolfsii ¥ R selani han side informados en Cuba en D,
caryophyllusy D. chinensis segin los diagnosticos realizados
en diferentes provincias (Martinez, 1985, Calafet, 1988,
Garcia, 19828) por lo que nuestras chservaciones constituven
también muevos registros en D, barbatus.

Los estudios del antagonismo i vigre entre 12 aislamientos
de Trichoderma ¥ los 3 patégenos del clavel (tabla D)
demostraron que la mayoria de los aislamientos limitaron el
crecimiento de P. parasitica v s¢ comportaron con elevada
actividad hiperparasitica a excepcidn de las cepas T.
harzianum (A-33), T. longibrackiatum (PR- 617) v la A-164
de la Seccidon Pachybasium.

La cepa estindard T. hargianum {A-34) gue ha mostrado
buenas potencialidades para estos patdgenos en los cultivos
horticolas ¥ estd ampliamente extendida en produccién
(Sandoval ef. ol 1995, 1997) se mosird particularmente
efectiva hacia estos patdgenos segin la competencia por el
sustrato v el hiperparasitismo mostrado (tablal), sin embargo
la cepa (A-198) de la Seccidn Pachybasium presenta unas
caracteristicas culturales particulares, con formacién
dbundantes cristales en el sustrato, superd competitivamente a
Ia cepa (A-34) frente a 8. rolfsii y R. selani, no asi a P.
parasitica (figna 1), aungue cualitativamente mostrd un fuerte
hiperparasitisme y cambid ia coloracidn de los patdgenos.

42/fitosanidad



Hongos de suelo en clavel y antagonismos con Trichoderma

Tabla 1. Actividad antagdnica e hiperparasitica de diferentes aislamientos de Trichoderma hacia los patdgenos del clavel

i Alslamiento Trichoderma 3. rolfsii Trichoderma P parasitica | Trichoderma R, solani

7. harzianum (A 34) 5.7% 3.3* 7.5* 1.6% 5.1% 2.8%

T. harzignum (A 53) 5.3*% 3.7 7.2 _ 1.8 4.7 4.z

7. harzianum (A 84 5* 4 7.5% 1.5 ! B, 1% : 39

7. viride [A 86} 5.5 35 6.7 2.3 : 4.5% 4.5
| T. longibrachiatum (A 2) 4.7 4.3 7* 2 _ 5 4
T longibrachiatum (PR 617) 3.4 b.6 7.8 1.2 4.3% : 4.6 )
Seccién Longibrach (A59) 5.8 3.4 7™ 2 4.7 4.2
 Seccién Longibrach (A146) 46 4.4 7.3% 1.7 48 . a1
Seccién Pachybasium [A113) 4.1* 4.9 7.4* : 1.6 4.6% t 4.3
| Seccién Trichoderma (A160) 5.4% 36 68% . 22 azs 1 43
. Seccién Pachybasiam (A164) 5.1 : 3.9 6.9 2.1 4.9* : 4.1
i Seccién Pachybasium {A198) 6.3% 2.7 6.7* ; 23 5.3* 37

* Colonia hiperparasitada completamente
Colonia hiperparasitada en ¢l borde

Grecimianto de Trichoderma {cm)

Srelisii

P.parasitica

: —
i ZZZ Copa A 198 _Cepa A 34

Fig.l Crecimiento in-vitre de Trichoderma { A34 y A198)
frente a Rsofani, Sroffsii y Pparasitica

P. parasitica adquirid una coloracion amarillo fuene y R
solant carmelita parpura. La colonia de 8. rolfsii fue cubierta
totalmente ¥ ne produjo esclerocios en €l sustrato.

Estos elementos observados nos permiten cstudiar con mas
profundidad ambas cepas en comjumto para comprobar la
efectividad que pueden mostrar hacia estos patdgenos en el
biocontrol de 1a enfermedad que producen en plantas de clavel.

CONCLUSIONES

e La marchiiez del clavel (D. barbatus y D. chinensis) en las
condiciones estudiadas es provocada por P. parasitica.

® Se registraron asociados a estos sintomas otras necrosis en
raices ¥ tallos por 8. reifsiiy R, solani.

e P. pamasitica. R. selani y S. rolfsii, constituyen nucvos
registros pata D. barbatus.

e Del total de cepas de Trickoderma probadas in vifro, se
destacan contra los patégenos detectados 1a cepa estandard
T. harzianum (A-34) v la (A-198) de la Seccion
Pachybasium.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se utilizaron soluciones de hipoclorito de sodic e hidrdxide de potasic a fas
concentraclones del 1 al 6%, para separar las pucstas de Galferia
mellanella, evaluando puestas de 50 huevos ar, 3 mf de cada una de effas. £
trabajo se realizd agitando las soluciones por método manual y mecdnico,
contabllizando la cantidad de huevos separados a intervalos de 15 minulos
en temperatura amblente {29°C) v controlada {80°C) y se compard con un
testign de huevos sin tratar, superpuestos y sin superponer. Se observe qgue
fa mayor cantidad de huevos separados correspondid a fas concentraciones
de 5 y 6% en hipoclorito de sodio e hidrdxido de potasio ianto en
temperatura ambiente como controfada, Estos huevos se sometieron a fa
parasitacion por Trichogramma pintol Voegelé (grupo pintof} y se obtuvo
hasta un 49% de parasitismo en Jos hueves tratados y $9% en los no ratados
V' Sift SUDETPONEr.

Palabras claves: Gafleria melfonelia, Trichogramma pintol,
huevos, parasitistie

Sodium hypochlorile and potassium hydroxide sofutions to the
concentration of 1 to 6% were used to separate the Galleria melloneila
eggs, evaluating 50 eggs in 3 mf of each one of them. The work was
accomplished agiiating the solution by manual and mechanical methed,
counting the amount of separated eggs to intervals of 15 minutes in amblent
temperature (25°C) and controlled temperature (60°C) and ft was compared
with an egg witness without treating, superposed and without superposing.
Was observed that the major quantity of eggs separate corresponded to the
concentrations of 5 and 6% In sodium hypochlorite and potassium
hydraside, so much in ambient as contrefled temperature. These eggs are
submitted o the parasitation by Trichogramma pintol Voegelé (pintoi
group) and wera obtained untif a 45% af parasitisr in the treated eggs and
69% In not ireated and without superposing ones.

Key words: Galleria meffonelfa, Trichogranuna pintoi, equs,
parasitism

INTRODUCCION

a polilla mayor de la cera, Galleria mellonella es un

insecto cuyas hembras ponen gran cantidad de Imevos,
los que se utilizan para el desarrolio de organismos utles; sin
embargo los colocan en camadas ¥ recubiertos por escanias, 1o
que es rechazadoe por algunos insectos como el parasitoide
Trichogramma spp., que solo lega a parasitar los huevos que
quedan descubiertos. Marston et al (1973), estudiaron las
posibilidades que 1enian las puestas de ¢ste hospedante para la
reproduccion de parisitos v plantearon que los hnevos de dicha
polilla pueden considerarse como un sustituto de los de
Sitotraga v otras polillas para la ctla de Trichogramma o
depredadores. El método que utilizaren estos autores para
obtener las puesias, fue colocando pilacas plasticas
humedecidas con solucién azucamda v espolvoreadas con
granulos de azicar, debajo de los cuales ovipositaron las
polilias v este contenido lo sumergieron en agua para
desprender los huevos con ayuda de una esporya, mientras que
las escamas fueron eliminadas adicionando un detergente
biodegradable seco.

Fuertes vy Hernandez (1985), efectuaron prachas con hidréxido
de potasto para separar las puestas de G. mellonelia a las

concentraciones de 2,5 y 10%, o Ios centrifugaron con agua v
en ninguno de los casos lograron obtener mds del 20% de
parasitismo por Trichogramma.

En Cuba G. melionella se reproduce con fines investigativos,
sin embargo son escasos los estmdios de la utilizacién de sus
huevos v 1a posibilidad de contabilizarlos con facilidad, por tal
motive nuestro trabajo fuvo como objetivo lograr 1a separacion
de Ias puestas de esta polilla en huevos individuales y iibres de
escamas para poderlos utilizar con fines investigativos v en la
parasitacién por Trichogramma spp.

MATERIALES Y METODOS

$e utilizaron huevos de G. mellonella obtenidos en el
lIaboratorio de reproduccién masiva de insectos. Para la
separacion de las puestas se utilizo hipoclorito de sodic
comercial e hidréxido de potasio, ambos, alas concentraciones
de 1, 2.3, 4, 5, v 6%, a temperatura ambignte v controlada de
60 °C, en una estufa. De las soluciones prepatadas se tomaron
3 ml y se vertieron en frascos de cristal previamente
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desinfectados y numerados. En cada frasco se introdujeron
puestas de 50 huevos contabilizados bajo el microscopio
estereoscopico, los que se removieron hasta lograr que se
mojaran tetalmente,

Hsta prueba se evalud cada 15 minutos agitando Tos hmeves de
forma mamal con un gotero v de forma mecanica por medio
de zaranda de movimiento horizontal; agitador magnético ¥
mediante ultrasonido, durante 1, 2, v 3 minutes en este itimo
caso y hasta 2 horas en las anteriores, donde se observd el
comportamiento de dichos huevos, los cuales se contabilizaron
- en cada tiempo.

Los huevos separados se lavaron durante 15 minutos con agna
corriente ¥ luego se colocaron en tazjetas de cartulina blanca
previamente hnmedecida con solucién azucarada al 10% v se
dejaron secar para colocarlas dentro de frascos de vidrio de 800
ml, donde se situ6 una pargja de Trichogramma spp. por cada
50 huevos.

Se evalud el parasitismo de los huevos tratados conlas mejores
soluciones, comparado con hugvos no tratades, superpuestos
v con escamas, los que se obtienen en 1a misma forma en que
son depositados por Ias polillas v con kuevos sin superporier ¥
libres de escamas, que se recolactaron del papel parafinade
plegado en el vivario (Mildn ¢t al, 1985).

Para evalnar ¢l resultado estadistico del trabajo, se utilizé un
disefie do blogues al azar con 6 1éplicas ¥ 12 tratamientos, los
datos se transformaron 4 v se¢ sometieron a un =ndlisis de
varianza cstableciendo las diferencias segin la prueba de
rangos mudtiples de Duncan para el 3% de probabilidad de
£ImOrL.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se describe en la tabla 1, cuando se utilizé hipoclorite
de sodio a temperatura ambiente se obscrvé que la mayor
cantidad de huevos separados correspondio a las
concentraciones de 5y 6%, donde el tiempo que demoraron en

separarse fue de 57,2 y 40 mirutos respectivamente, mientras
que al 3 y 4%, demoraron mas tiempo.,

Similar comportamiento se obtuvo cuando esta sustancia se
calentd hasta 60 °C; los huevos se separaron totalmente en las
solociones del 2 al 6% pero demoraron menos tiempo en las
variantes del 5 y 6% respectivamente y aunque el 2,3 v 4% ng
difirieron con éstas, el tiempo fne mads largo.

En la tabla 2 se demuestra que el hidrdxido de potasio a
temperatura ambiente dio mejores resultados en lag
concentraciones de 3 y 6%, donde se logra menor tiempo para
separarse, con mayor cantidad de huevos separados v las que
menos tiempo estuvieron expuestas a la accion de dichas
sustancias.

De forma similar s¢ observe que cuando esas scluciones se
calentaron a 60 °C el dempo que demoraror los huevos en
separarse fue de 26 v 18 minutos en Ias concentraciones de 5
¥ 6% respectivamente, entre las que no hubo diferencia
significativa y en cuanto al mimero de huevos separados solo
existi¢ diferencia con el 4%, pero se logrd 1a total separacion
con menas tiempo en las de 5 y 6%, respectivamente.

Se observo ademds, en 1a mayoria de los casos, que det 4,1 at
11,6% de los hmevos expuestos a las concentracionss mis
bajas, eran dafiados debido a que permanecieron mucho mas
tiempo al centacto con estas sustancias v esto también fue
observado por Fuentes v Herndndez, (1985), que despuds de
someter puestas de esta polilla a la accién de hipoclorito de
potasic 2l 2, 5 v 10%, observaron muchos de elios dafiados,
después de centrifugarlos durante 1 mimito.

De los metodos utilizados para separar puestas se obtuvo el
mejor resultado con el método mannal, en el cual se observd
que comenzaban a separarse 3 partir de los 15 mimmcs de
haberse expuesio a estas sustancias, debido al constante
burbujeo que se produjo cuando se agitaron; sin embargo con
ninguno de los métodos miecdnicos utilizados, se logro la

Tabla 1. Efecto del hipoclorito de sodio sobre huevos de Galleria melloneila en diferentes condiciones de temperatara

Temperatura de 60 U(;

Temperatura ambiente

Conceniracion ® del tiempo X de huevos Concentracién - Xdeltiempo X de huevos
utilizado separados : ytilizado separados

1 120 3 11.5a 1 i 1202 0.5 ¢

2 95 a 50 a 2 ’ 110 a 21.16 b

3 . 71.66 b 50 a 3 107.5 a 425 a

4 ‘ 55 b 50 a 4 7255 4752
! 5 ' 46.66 ¢ 50 a 5 57.2 be 48.66 a
! 6 3B 508 8 640 ¢ 48.83
' cv 9.96 % 15.44 % eV | 125% . 15.40% __ |
f| Et 0.43 0.99 Et | 131 ! 1..70 '

Lstras iguales no difieren significativamente para sl 5% de probabilidad de errer,
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Métodos de separacion de huevos de Galleria melonella

Tabla 2. Efecto del hidrdxido de potasio sobre los huevos de Galleria mellonella en diferentes condiciones de temperatura

Temperatura de 80 °{_'.:

'Il'emperatura ambien;e

Concentracion X del tiempo X de husvos Concentracién % del tiempo % de hueves
utilizado separados utilizado separados

1 98,33 a 44,33 a 1 130 a 24,33 ab

2 68,33 b 46,33 a 2 1325 a 26,66 ab
3 4333 ¢c 50 a 3 112,5 ah 32a

4 8722 a 1b 4 125 ab 1.66 b

5 26,66 d 50a 5 100 be 44 a

6 18,33 d B0 a 6 875¢c 41,83 a
CcV 10,38% 521% | cv 9,52 % 19,6%

Et 0.42 0,14 ] Et 0,48 1,03

Tabla 3, Efecto del KOH v C1ONa sobre la parasitacion por Trichogramma pintoi

| lasvas nacidas

KOH CLONa Huevos sin tratar Huevos sin tratar
5% 6% 6% 6% . superpuestos y con obtenidos sin
. &scamas {testigo) superponer
- No. huevos 121¢ 14.2¢ 17.1kc 249b 3.2d 347 a
| Parasitados
Porcentaje de 24.2% 28.4% 35.4% 49.8% 6.4% 60.4%
Parasitismo _
'No. de hembras 52b 65b 9.8ab @ 132.2a 1.0¢ 17.8a
- emergidas
| No. de machos 3.8¢c 4.3 bc 8.4 bc 8.4 ab 2,14 12,61
emergidos
Relacion de sexo 1:1.36 1:1.51 1:1.63 1:1.87 1:0.478 1:1.36
{macho-hembra) 5
: Porcentaje de ! 2.16% 3.1% 2.3% 1.98% 93% 13.8%

separacién de dichas puestas v ademas los huevos en muchos
casos se desintegraron.

Como se chserva en 13 tabla 3, 1a mavor cantidad de huevos
parasitados por Trichogramma pintoi correspondio a la
variante cuyos huevos fueron obtenidos en el vivario v que son

depositados generslmente en una sola camada ¥

libres de

gscamas, donde se obtuve un 6%,4% de parasitismo, 1a cnal
difirié con el resto de las variantes; no obstarte, enlas varantes
de los huevos tratados con hipoclorito de sodio e hidrdxido de
potasic también se logro buena parasitacién si se observa que
con hipoclorito de sodie al 6% se obtuvo 49,8%; sin embargo
el menor porcentaje correspondid a la variante donde las
polilias colocaron los huevos de forma natural, o sea,
superpuestos y recubiertos por restos de escamas, lo que trajo
como consecuencia que se limitara la actividad parasitica;
datos que coinciden con los resultados obtenidos por Fuentes
y Hernandez (1985), los que parasitaron puesias de G
mellonelia obtenidas por este método v lograron menos del

20% de parasitismo.

Se pudo cbservar que de los adultos emergidos la mayer
cantidad correspondid a ias hembras, manteniéndose una
relacién de sexo normal, aunque en el caso del testigo ésta se

comportd diferente,

En todos los casos Imbo emergencia de larvas, pero el mayor
porcentaje correspondid al testigo con 93%, mientras que en
las variantes de hidroxido de potasio e hipoclorito de sodio fue
menor debido a que el 1,8 - 5,6% de los huevos se
desintegraron.

CONCLUSIONES

¢ Laspusstas de Galleria mellonella demoraron menos tempo
en separarse conlas concentraciones de 5y 6% de hipoclorito
de sadm 0 hidréxido de potasio a temperatura ambiente y de
60°C respectivamente; pudiéndose utilizar este método para

obtener huevos individuales para rabajos investigativos v

de partasitacion por Trichogramma pintoi, a escala de
laboratorio.

® Selogrd el mayor de porcentaje de parasitismo enlos huevos

oblenidos por el método de vivario, con 69.4%,
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Ias puestas obtenidas por dicho método pueden serutilizadas
en la reproduccion de este parasitoide, pues se obtienen sin
superponer v libres de ¢scamas,

* [l método manual para separar las puestas, fue el mas
adecuado, por el corto tiempo de exposicién y por dafiarse
menos los huevos.
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RESUMEN

ABSTRACT

Se evalué la compatibilidad del depredacier Nodita firmini Navds
(Neuroptera: Chrysopidae) con fa bacteria Bacillus thuringiensis
{Berfiner} (1.2x 10° esporasiml). £ experimento consistid en dos.ensayos, en
f primera los huevos se sumergleron en la solucidn def biopreparado y en
ef segundo se tomd 0.3 mi de fa solucidn v se mezcid con 0.060 g de husvos
de Corcyra cephalonica, ef cual fue suminisrado al estado farval def
entomdfago. Se obtuve gue la dacterla B. thuringfensis es lnocua af
entomadfago, al no presentar los insectos tratados efecto teratoldgico, ya que
completaron su desarrolfo y presentaron descendencias viables hasia la
tercera generacidn, as/ como la duracidn de cada una de fas fases de
desarralio del ciclo de vida de N. firmini a temperatura de 247°C y §5-90
HR no presentd diferencias significaiivas en minguna de las generaciones
evaluadas v cada una de elfas tuvo una duracicn camo promedio de 28,3
dfas.

Palabras clave: Nodita firmini, Baciflus thuringiensis,
compatibilidad, depredador

The compatibifity of the predator Nodita firmini Navds (Neuroptera:
Chrysapidae) with the bacterium Bacillus thuringiensis Berfiner (1.2x 10°
spores/mi) was evajuated. The experiment consisted two assays, in the first
the eggs were submerged In biopesticide solution and in the second, 0,3 mi
of solution were taken and mixed with 6,060 g of Corcyra cephalonica
eggs which were furnished to the larval state enthomophagus. Was abtained
that the bacterium B. thuringiensis are innocuots io the enthomophagus,
becatse the insects treated doesnt presented teratological effects, since
completed jis development and presented viable issues untif the third
generation. The iime of each fases of fife cycle development of Naod#a firmini
to temperature of 241°C and 85-9G HR not presented significant differences
in any evaluated generations and each one had an average duration of 25,3
days,

Key werds: Madita firmini. Baciflus thuringfensis, compatibility,
predator

INTRODUCCION

i la literatura especializada se registra 1a imiportancia de

logingectos de lafamilia Chrysopidae como reguiadores
de las poblaciones de fitdfagos, por citar algunos nos
referiremos a los trabajos de Beglvarov v Smelnik, (1977) en
que muestra as reducciones de hasia un 98% de la poblacidn
de Myzus persicae Sulz v Aphis craccivora Koch, asicomo de
un 100% en Lepfinotarsa decemlineaia Say porla accidninica
de liberaciones masivas de Chvysoperia carnea Steph .

Para la evatuacion de los efectos secundarios de los plagnicidas
sobre los enemigos naturales hay que levar a cabo todo el test
secuencial propussto por la Organizacidn Internacional de
Lucha Biolégica {(OILE), ¥a que confrecusncia los plagnicidas
(quimicos v biologicos) que fueron mwy toxicos en el
laboratorio, son inocuos ¢ al menos tienen una toxicidad mas
baja en cl campoe (Vifuela et a1,1996; Vifuela v Jacas, 1993;
Izquierde v Longley, 1994 v Jacas v Vifiuela, 1994).

Advlov y col. (1950 probaron en condiciones de campo en gl
cultive de algodon, soluciones de B. fauringiensis de distintas
vatiedades a las dosis de 1 2 0.4 kg/ha v observaron que los

estados inmaduros de las crisopas v los coccinéhidos no sufrian
ninguma alteracion, a su vez Bennisen (1992) planted que en
un mangjo integrado para controlar afides en el cultivo de
pepino se liberd C. carmes, Orius spp y se aplicod el
entomopatégeno V. lecanii, ¥ observaron que hubo una
reduccion de afidos y no se presento incompatibilidades entre
el bongo ¥ los encmigos naturales.

El objetive fundamental de este trabajo consistio en conocer la
compatibilidad del preparado microbiolégice a partir de 5.
thuringiensis v ¢l predador N. firmini en condiciones de
Iaboratorio, ¥ poder recomendar 1a utilizacion de esta bacteria

en ¢l control de plagas agricolas sin que s¢ afecten las
pobiaciones naturales de este entomdfago.

MATERIALES Y METODOS

Para este trabajo se utilizaron insectos de la F-1 de N. firmini,
obtenidos de una cria de laberatoric y el biopreparado a base
de B thuringiensis (cepa LBt-1), reproducido en el
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Dei)a-rtamento de Bioplaguicidas del Instituto de
Investigaciones de Sanidad Vegetal.

Se evalub ef efecto de B. thuringiensis sobre 10 huevosy 10
Iarvas del primer instar de N firmini, cada ensayo fue
comparado con nna variante control v replicado tres veces.

En 12 variante de compatibilidad de hnevo dei depredador con
el biopreparado con el biopreparado B. thuringfensis (1.2x 108
esporas/mi), éstos se sumergieron en la solucién durante 30
segundos v en 1a del estado larval 1a experiencia consistid en
mezclar el alimento suministrado (0,060 g de huevos de C.
cephalonica) con 0,3 mi de 1a selucion del biopreparado. Enla
variante control del primer ensayo los huevos se sumergieron
enaguay enla seganda el alimento de las larvas se mezclo con
0,3 m] de agna,

Para determinar 1a compatibilidad se registrd la cantidad de
huevos, larvas, cocones ¢ Lmagos viables; asi como la
fecundidad de éstos, 41 mismo tiempe se midié la duraciénen
dias de cada uno de los estados del ciclo de vida de V. firmini
hasta Ia F-3, para conocer ¢l efecto teratologico. Todo €l
experimento se desatrolld a 241°C v 85-90 HR.

Los datos de conteos de huevos, larvas, cocones € imagos del
ensayo de compatibilidad del entomdfago con la bacteria, asi
come la duracion en dias de cada uno de los estados de
desarrolio del insecto fueron semetidos a la transformacion (x
+ 1)}4 v procesado por un analisis de varianza bifactorial ¥
simple, respectivamente. La comparacién de medias se realizd
por la prueba de Newman Keuls, para un 5 % de probabilidad
de error (Dagnelie, 1984).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los huevos v larvas de N. firmini tratades con el biopreparado
a base de Ia bacteria entomopatdgena B. thuringiensis (cepa
LBt-1), a Ia concentracidn 1.2 x 10 esp/m/ no presentaron
diferencias significativas con los insectos testigos en la
vighilidad de los hnevos, larvas, cocones e imagos, ademas se
pudo apreciar que la cantidad de huevos ovepositados
disminuyé en las generaciones sucesivas, tanto enlas variantes
tratadas conel biopreparado como en 1os respectivos controles,
lo cual probablemente se deban a ias condiciones artificiales
de cria. Las mayores cantidades de hnevos corresponden a la
F-1 en el ensayo de huevos tratados con el entomopatégeno
como en ¢l de las larvas ¥ ambos difieren significativamente
delas F-2 v ésta asuvez delaF-3, efecto éste que se manifiesta
en los insectos tratados con el producte biolégica, asi como en
1a variante control. (tabla 1y 2).

Los resultados arrojaron que el producto a base del
entomopatdgeno B. thuringiensis no indujo afectaciones a la
F-1, F-2 v F-3 de N jfirmini, en los diferentes parametros
evaluados, lo que se corresponde con o planteado por Adylov
v col. (1990) que demostraron la compatibilidad del
biopreparado 2 pariir de B. thuringiensis a los estados
inmadures de Chrysopa spp. en condiciones de campo,
Nuestros resultados reafirman Ia compatibilidad que los
crisépidos muestran en condiciones maturales a los
entotmopatdgena,

Por otro lado Jacas y Viiinela (1963}, indicaron que las
aplicacicnes fitosanitarias con plagnicidas bicldgicos como B.
thuringiensis son de gran importancia en el mangjo integrado
de plagas.

Tabla 1. Compatibilidad de B. thuringiensis (1 2x10° esporas/m/) a huevos de N. firmini y su pogible efecto teratoldgico

. R I
Generacién | Tratamiento Cantidad de Cantidad de Cantidad de¢ | Cantidad de Total de
; huevos i larvas viables cocones imagos huevos
viables vigbles : viables
. F-1 B 8 8 8 3 3 1589 -
thuringiensis :
: F2 B. 9 9 7 & 109
; thuringiensis i
“ F-3 B, 9 9 8 | 6 77 ;
thuringiensis ! ;
F-1 Testigo 10 9 g 8 108
F-2 Testigo g 8 8 &8 107
F-3 Testigo 9 8 7 6 80
NS NS NS NS NS
F-1 133a
F-2 108 b
: F-3 : 79¢c
| DE 08 011 . 025 0.24 0.43
' cv | 5.4% 3,9% | 8.9% 9.4% 4.2%

Medias con letras igusles, no difieren significativaments, seguin la prueba de Newman Keuls para un 5% de probabilidad de error.
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Tabla 2, Compatibilidad de B. thuringiensis (1.2}«1109 esporas/m/) a larvas de N. firmini y su posible efecto teratologico

f Generacién Tratamiento | Cantidad de larvas Cantidad de Cantidad de Total de huevos
: | viables cocones viables | imagos viables

F-1 B. thuringiensis | 10 9 9 184

F-2 B. thuringiensis 10 9 g 108
. F-3 B. thuringiensis g 8 8 92 B
‘ F-3 ' Testigo : 10 g 9 175

F.-2 Testigo 8 7 6 107

F-3 Testigo ! 8 7 i 6 71
| NS NS 5 NS NS
' F-1 ! i
| F-2
) F-3

DE 3,19 0.17 0.20 0.42

Cv 65% L 6% 7.4% 3.9%

Medias con letras iguales, no difieren s:gnlﬂcatwamente segin la prueba de Newman Kauls para un 5% de probabilidad de error.

Tabla 3. Duracion en dias de los estados del ciclo de vida
de N. firmini en las diferentes generaciones.

Generaciénesi Huevos Larvas Cocén
|

| F B 538 12.0a 12.0 a

| Fy (Testigo)  6.3a 1103 12.0a

_ F21{Bt) 45a 12.3a 93a

F2 {Testigo) 4.6 a 110 a 1004
Fz (Bt,; 45a 1008 10.0a

F3 {Testigo} 4.6 & 0.6 5 10.0 a
D.E. 0.13 . 0.22 014 _ |
CV.% 61 | 68 | 44 |

Con respecto a la duracion de cada una de las fases de desarrollo
del ciclo devidade N. firmini a tomperatora 24+1 °Cy 85 - 50%
HR no presentd diferencia significativa en ninguna de las
generaciones evalnadas v 1a duracién de cada una de ellas fue
de 29,3 dias como promedio, similares resultados fueron
obtenidos por Rijo (1980a) para Ch. exterior Navis, donde
evalud la duracion del desarrollo a 25 °C v 87% H.R. v obtuvo
que esta especie desde 1a puesta del huevo hasta la emergencia
delimago duré como promedio 27 dias, ademds concuerda con
lo plantzado con Nicoli et al {1991) que 14 temperatura es un
factor que influye dircctamente en la duracién del desatrolio
de Ch. carneq al igual que en oiros insectos.

CONCLUSIONES

Los huevos ¥ larvas de V. firmini son compatibles con el
biopreparado a partir de B. thuringiensis cepa LBt-1 a la
concenfracién de 1.2x10° esp/ml.

El biopreparade a partir de B. thuringiensis cepa LBt-1, no
produjo efecto teratologico sobre N, firmini hasta la tercera
generacion
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RESUMEN

ABSTRACT

La pata prieta causada por Phytophthora nicotianae Breda de Haan
constituye la segunda enfermedad de importancia econdmica en &f cuftivo
deltabace en Cuba, despuss del mono azul, Fara su control, desde 1580,
se introdujo ef metalaxyl, con ura alta efectividad téenica en sus infcios, sin
embargo, despuds de tres affos de empleario en lz prictica se detectaron
fas primeras poblaciones resisteres def hongo a este fungicida. Se
determinaron fas liheas base de sensibilidad Olec v Dlgs para aisfamientos
sensibles conocidos mediante el méiode  del crecimiento radial de fa
colonfa. Se realizaron muestreos aleatorios de Jas zonas afectadas y se
comprobd la sensibiijdad ai metalaxy’ & 357 aislamientos del horgo. 3e
estudic fa relacidn entre la incidencia de la enfermedad v de fa resistencia,
fa frecuencia de aparicidn de fas poblaciones resistentes durante el ciclo del
cultivo, por camparias y su distrbucidn en fas zonas de Pinar def Rio, {a
Habana y Vitla Clara. Los valores de Diso v Digs determinados para
aistamientos sensibles de P. nicotianae son de 0.02 y 0.45 mg iajl
respectivamente. Las poblaciones resistentes emergen y se establecen en las
condiciones naturales de fos suelos de Cuba de forma persistente y se
manifiestap asociadas a dfferenttes niveles de adaptabilidad o capacidad
competitiva de los individuos. Los perfodcs en gue ocurre fa mayor
frecuencia de poblaciones resistentes coinciden con fas condiciones
climdticas favorables, mayor canifdad de indculo sometide a seleccion v
mayor cantidad de watamientos, el cual estd comprendido, por orden de
importancia, en los meses de noviembre, diciembre v octubre.

Palabras clave: Phytephthora nicotianae, epidemiclogia,
fungorresistencia, metalaxyl

The Black Shank, caused by Phytophthora nicotianae Breda de Haan
constitutes the second economically important disease in the Cuban tobacco
crop. For frs control, since 1980 metalaxyl was iniroduced letting to achieve
high technical effectiveness at the biginning. However, after 3 years of iis
employmant, resistant populations of the fungus were found in yield areas.
Sensiifvity base fines £Ds0 and EDgs were determined for known sensitive
fsolates, by means of the radial grown method. Randomised samples (357
isolates] were obtained in order to check their sensitivity to metataxy!.
Characteristics of the sensitive and resistant isolates were also established as
for thelr infaction frecuency. Studies were carried ot on the refation
Setween the incidence of the disease and that of the resfstance, resistant
pepulations oceurring during the crop cycle In every season and their
distribution in zones of the Pinar del Rio, La Mavana and Vifla Clara provinges,
EDss and £Des values determined for P. nicotiarae sensitive isofates were
of 002 and 0.49 mg al/l respectively. Resistant populations of this
pathogen emerged and were established under natural conditions of the
Cuban solls in a persistent way. Resistance was found in an assoeiate way at
different fevels of adaptability or competitive capability of the strains. Periods
in which the higher frecuency accurred for resistant populations were
comprised within the months of November, December and October, these
coincided with favourable climatic conditions, a higher guantity of
treatments.

Key words: Phytophthora nicotianae, epidemiology, resistance,
metalaxyl

INTRODUCCION

1 tabaco es atacado por una enfermedad de origen

fungoso llamada pata prieta, cansada por Phytephthora
nicofianae Breda de Haan, la conal constituye la segunda
enfermedad enimportancia, desde el punto de vista econdmico,
despuds del moho azul. En condiciones favorables puede
destruirtotalmentela planta v provocar pérdidas considerables,
princivalmente en los semilleros (Todd, 1981). En Cuba
causd pérdidas de 125 haen semilleros y 899.4 ha enplantacion
(MINAGRI, 1983) ¥ s2 ha incrementado s incidencia en los
ultimos afos, de manera especial en 1as regiongs tabacaleras

mas impontantes del pafs como Pinar del Rio y La Habana,
provocando severas afectaciones al cultivo.

Para el control de esta enfermedad, se ha tenido que recurrir al
empieo de fangicidas quimices, como una medida fundamental
dentro de sisternas de lucha integrada que inchiven ademds
medidas fitotécnicas, de manejo v rotaciones de cultivo,
saneamiento, nso de variedades resistentes, medidas de

‘cnarentena, ete.
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Las feniflamidas, que conforman las acilalaninas (metalaxyl,
furalaxyl ¥ benalaxyl), los butirolactones (ofurace ¥
ciprofuram) ¥ los oxazolidinones (oxadixyl), introducidos a
finales de a década del 70 muestran el rango de actividad mas
completo contra los hongos Peronosporales (Lyr, 1995). Sin
embargo, después de un periedo de tiempo de emplec
relativamente corto de estos fungicidas en la practica, a escala
mundial, se detectaron numerosos casos de resistencia de tos
patdgenos obiete de control (Staub and Sozzi, 1981;
Wiglesworth et al, 1988),

El metataxyl se introdujo en Cuba en 1980 para el control del
moho azul del tabaco, asi como contra la pata prieta
{(MINAGRI, 1983), lo cual permitid reducir drasticamente los
altos niveles de infeccién que existian en todas las dreas
tabacaleras, pero poco tiempo despuds se observaron fallas de
s efectividad en el campo. Por tamto el objetivo del presente
trabajo comsiste en la determinacion de las lineas base de
sensibilidad de este patdgeno al metalaxy] para estudiar el
comportaniiento epidemiolégico de las poblaciones resistentes
de campo.

MATERIALES Y METODOS

Parg determinar la sensibilidad de P. nicotianae se mtilizo el
método del crecimiento radial de lacolonia (FAO, 1982; Shew,
1984}, Estos meétodos se estandarizaron con el medio de cultivo
de agar papa dextrosa comregido con diferentes concentracionss
de metalaxyl desde 0.001 hasta 10 mgi.a/l A partir de cuatro
aislamientos sensibles obtenideos de dreas experimentales sin
teatamientos con compuesto guimicos, se realizaron las
prucbas de sensibilidad y se evalud el crectmiente exacto de la
colonia en las conceniraciones antes menciconadas. Se
calcularon los valores de porciento de mortalidad por la
formula ds Abbett (BAYER, 1966). Estos valores fueron
transformados a unidad de Probit (Bliss, 1934) v los dafos de
lacencentracidnalogaritmo de la concerntracion. Se ajustd una
ecuacion de regresidn, ¥ a partir de la linea de regresion se
determiné la DLsg ¥ DLgs mediante un programa
computarizado,

Se colectd una muestra de cada apazicion de la endermedad v
se obtuvieron de 1 a 2 aislanuientos por muesira para un total
de 357 aislamizsntos del hongo, 242 de Pinar del Rio, 59 de La
Habana y 36 de Villa Clara, los cuales fueron analizados para
comprobar su sensibilidad al metalaxyi mediante el método
descrito anteriormente.  Se estudio Ja incidencia v evolucién
de las poblaciones resistentes de P. #icofionae enlas zonas de
Pinar del Rio. La Habana ¥ Villa Clara donde se detecté la
resistencia, respecto a la estrategia de control implantada para
este muicroorganismo patdgeno del suelo. Se agmparon los
aislamientos mediante una escala de cuatro categorias donde:
{8)- sensible- mg i.a./l, (MR)- medianamente resistente- -3
mg iafl, (R)- resisiente- 10-20 mg i.a/1 v (AR)- altamente
resistente- 50-100 myg 1.a./l. Se estudid la relacion entre la
incidencia de la enfermedad o afectaciones al cultivo e

incidencia de la resistencia en la provineia de La Habana.
También la frecuencia de aparicidn de poblaciones resistentes
durante el ciclo del cultivo v su distfibucion por camparias en
las zonas de Pinar del Rio,

Algunos de los aislamientos con altos niveles de resistencia se
mantuvicron enel laboratorio por periodos prolongados de més
de 3 afios, mediante pases sucesivos en medio papa dextrosa
agar v se le reafizaron pruebas periddicas de sensibilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Enel aislado N8I los valores de DL 50 v D195 (tabla 1) son
de 0.01¥ 0.28; paraNS 2 sonde 0.03 v 0.74, para NS3 son de
0047 0.67y paraNS4 sonde 0.01 ¥ 0,28 mgi.a/l Los valores
del coeficiente de determinacién resultaron altamente
significatives, entre 0.93 ¥ 0.98, lo cual muestra la eficacia del
método,

De acuerdo a Shew (1984), Ios valores de DL50 promedio de
317 aislados de P. nicotianae fueron de 0.4 mgia/l, similares
alos determinados en el presente estudio.

Tabla 1. Valores de DLso ¥ DLgs del metalaxyl sobre
P nicotianae

 Aislamients| Ecuacién de r Disp Dlgs —|I

regresién {maia/l| {mgia/)’

NS1  Y=124x+733' 089 | 001 028
NSZ | ¥y=121x+6.80 0097 0.03 0.74

NS3 . Y=139x+68 090 | 0.04 067

NS4 ' ¥=120%x+730 0903 | 0.01 0.28 |

Respecto a ia resistencia de P. nicorianae, ésta se comprobd
por primera vez en el pais a finales de 1983 en la provincia de
Pinar del Rio (figura 1). Desde la campatia 1983/84 hasta
1993/94 los porcentajes de aislamientos altamente resistentes
permanecieron los mas altos ¥y nury estables. Valores de 553,
52.6,93.3, 62.5, 34% por citar algunos gjemplos, respecto alos
sensibles (31,1, 25, 27%, etc) v a las medianamente resistentes
con porcentajes de 33.3, 10.3, 6.6% etc. En la medida que
iranscurrieron las diferentes campatias tabacaleras fueron
apareciende nuevas zomas afectadas v va en el afio 1985,
practicamente todas las dreas de tabaco de la provincia
presentaban et problema v ademads todos los aislamientos
evaluados resultaron altamente resistentes, no detectindose
sensibilidad en ninguna zonz, A partir de la campafia 1986/87
comenzaron a reaparecer poblaciones sensibles o
medianamente sensibles del hongo debido a la reduccidén del
mimero de aplicaciones con mestalaxyl, la integraciéa del
fungicida propamocarb con alta efectividad sobre las
poblaciones resistentes ¥ 1a bisqueda de nuevos suelos para
semilleros no contaminados con estas poblaciones, lo cual
contribuy o a disminuir los niveles de indculo en el suelo v por
consigniente las afectaciones en el cultivo. Tal es asi, que en
la campaifia 1994/95 €l porcentgje de aislados sensibles fiue
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Figura 1. Frecuencia de aparicion de aislados resistentes de P. nicotianae al metataxyl, Pinar del Rio
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Figura 2. Distribucion de las poblaciones resistentes de P. nicotianae en la zonas tabacaleras. Pinar del Rio

mas alte que los resistentes ¥ por consiguiente no ocutrieron
afectaciones importanies en el cultivo por pata prieta. En las
zonas de San Juan vy Martinez v San Luis (figura 2) ocurricron
las incidencias mas altas de aislados resistentes, sepuido de
Pinar del Rio, puesto que son dreas extensas del cultivo,
compactadas, ¥ por tanto el establecimiento de las rotaciones
del cultivo asi como &l resto de las medidas fue mdg dificil, La
incidencia mds alta de aislamientos resistentes (figura 3)
ocurti6 en el mes de noviembre seguido del mes de diciembre
y octubre. En esta etapa es cuando los semilleros se encuentran
en su maxima explotacidn v fundamerntalmente en el mes de
neviembre ocurren condicionss favorables para la apariciény

desarrollo de la enfermedad, como temperaturas cdlidas entre
25-28°C. Se constatd que en los suelos infectados con
poblaciones resistentes del patdégeno, se manfienen niveles
poblacionales considerables por varios afios, demostrado por
los resuitades del monitoreo de resistencia, Io cual indica que
Ia resistencia es persistenite, v las comprobaciones sistemniticas
de aislamientos resistentes conservados en el laboratorio por 3
afios como minimo.

En la provincia La Habana (figura 4) se detectd por primera
vez resistencia a finales de 1984 en 5 aislamientos, con un akto
nivel de ésta. El desarrollo de este proceso aqui es similar al
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Figura 3. Frecuencia de aparicién de las poblaciones resistentes de P. nicotianae durante las campaiias. Pinar del Rio
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Figura 4.Frecuencia de aparicion de aislados resistentes de P. nicotianae al metalaxyl. La Habana

anterior. La presencia de altos porcentajes de aislamientos
resigtentes provocod las afeciaciones mas severas en los
semilleros v viceversa (fignra 3), Por tanto alta presiém del
indculo bajo presién de seleccidn del fungicida a través de
trataientos sistematicos favorece la aparicion de poblaciones
resistentes en el campo, cuestidn que coincide conlo planteado
por Delp (1980).

En la provincia de Villa Clara (figura 6) se detectaron por
primera vez poblaciones resistentes del hongo en el afio 1987,
se observo también un desarrollo ascendente del problema con
respecto al tiempo, aungue cn menor cuantia debido a que el

patdgeno incide mucho menes en esta zona del pais. Enelreste
de las zonas tabacaleras no se han detectado problemas de
resistencia,

La medida fundamental para reducir el indculo fue la
utilizacion de propamocarb, combinade con ditiocatbamatos,
gue permitid reducir la incidencia de la enfermedad ¥ la
incidencia de la resistencia. Posteriormente se infrodujo la
aplicacion al suelo del agente bioldgico Trichoderma spp.
{Stefanova et al, 1991), combinado en estrategias de control,
con fungicidas sistémicos y de contacto,que facilité aun mas
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Figura 6. Frecuencia de aparicidn de aislados resistentes de P. nicotianae al metalaxyl. Villa Clara

1a proteccidn del cultivo v la reduccion de los niveles de
indculo en suelo.

Anteriormente Shew (1985) v Csinos and Bertrand (1994)
reahizaron prucbas de sensibilidad al metalaxyl en nmmeroses
alslamientos de P. wnicofianae, sin embargo no confirmaron
resistencia en condiciones de campo.

CONCLUSIONES

® Los valores promedio de DLso ¥ DLos del metalaxyl para P.
ricotianae por el método del crecimiznto radial de la colonia
s0nde 0.02 vy 049 mgia/l

® La resistencia al metalaxy] es persistente en las poblaciones
de P, nicotianae y se manifiesta asociada a diferentes niveles
de adaptabilidad o capacidad competitiva en los individuos.

¢ El desarrolle de la resistencia depende de la cantidad del
inéculo presente y de laintensidad de laseleccién, El periodo
en que ocurre la mavor frecuencia de poblaciones resistentes
pam P. nicofianae es noviembre, diciembre v octubre,
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RESUMEN

ABSTRACT

En el wabajo se describe el montaje de un procedimiento para la
determinacion de divron v fluometuron en rormulados de plaguicidas,
utilizando fa Cromatograa [iquida de Alia Resolucidn (HPLC). Ef sistema
consta de una columna Spherisorb 5%m Si, 250 x 4,6 mm y uma mezcla de
isepropanol: n-hexano (50: 23 coma fase movil, con fiujo de 1.0 mlimin. La
deteccidn se realizd con detectar UV-Vis 2 254 nm, 52 utilizd como midtodo
cuantitativo el del patrdn jntemo. Ef métods se aplicd a 2 tipos de
formulades: polve humedecible (diuron} y suspensidn concentrada
ffluometuron), Se analizaron 15 réplicas de cada uno de los formufados
obteniéndose un coeficiente de variacion inferior a 1.5 %, fo que satisface
los requerimientos de fa FAC para este tipo de formulados de plaguicidas,
Se obluvieron cromatogrartas con picos simétncos y bien definides, fo que
demuestra que fas conoiciones cromatogrificas son adecusdas pard los
compuestos an.iizados. Asimismo se probd este méiodo en otras
formulaciones de divron v c'e otros plaguicidas 2o Ja misma famifia: finuron
y iebuthivron, con resultados satisfactorios.

Palabras clave: diuron, fluometiron, linuron, tebuthiuron,
cromatografia liquida de alta resolucidn {HPLC), ingrediente activo

ft is described a procedure to determine the content of diuron and
fluometuron in pesticide formulations by High Performance Liquid
Chromatography {HPLC). The chromatographic system consisted of a
Spherisarb 5 %m, Si, 250G x 4.6 mm column and a mix of
n-hexane:isopropyfalcohof (80:20) as a mobile phase; the flow rate was set
at 1.0 mifmin and the detection was done by an UV-Vis detector st 254 nm.
The internal standard method was used to guantitate the samples, The
method was applied o 2 types of formulations: wettable powder (WP) and
cancentrated suspension (CS), diuron and fluometuron respectively. 10
replicates wera analysed and the variation coefficient was fower than 1.5 %
according to the. FAO guidelines for those kinds of formulations, The
symimetrical and wel-defined peaks showed that the chrematographic
canditions were appropriated for the analysis of those campounds. On the
other hand, this method was also tested in the analysis of olher formulations
of diuron, linuron and tebuthiuron, obtaining good resulis.

Key words: diuron, fiuometuran, dinuron, tebuthiuron {HPLC),
active ingredient

INTRODUCCION

a agricultura modermna emplea un gran mimerc de
laguicidas para eliminar }Jas malezas. En la actualidad los
herbicidas representan ¢l 50 % o més de la cantidad total de
plaguicidas enel mundo y s tendencia actual es creciente. (FAQ,
1994)

Entre los herbicidas que mds se usan en Cuba se encuenira
el diuron, asi como el fluometuron v el rebuthiuron aungue en
mener grado. Sunso esta autorizado en cafia de azficar, pldtano,
café, citricos, pifia v palméceas (CNSV, 1996). Resulta
entonces eviderie la necesidad de conmolar las formulaciones
comerciales, ¢z estos agroquimicos, que se aplicany las que se
van a Tegistrar en Cuba. Por otra parte ] dimuon se encuentra
en procese de registro.

En los Gltimos afios la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) se ha convertido enuna técnica muy Gl en el analisis
de plaguicidas en generaly particularmente del contenido
deingrediente activo de fornnilaciones debido ala posibilidad

que ofrece de separar v cuantificar plaguicidas poco volatiles
o termolabiles {Linares et al., 1995)

Por Io anterior, nos hemos propuesto la sustitucién del método
de Lowen y Baker (1980) utilizado en nuestro laboratorio, et
cual Tesulta extenso v laborioso, para el andlisis de formmlados
y material técnico a base de derivados de urea, por un
procedimiento analitico basado en la técnica de HPLC de fase
normal.

MATERIALES Y METODOS

s Reactivos quimicos

Isopropanol grado HPLC

n-Hexano grado HPLC

Patrén analftico de diuron 98.5 %
Patrdn analitico de tebuthiuron 8.5 %
Patron analitico de fluometuron 8.5 %

- 8 B
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s Patrdn analftico de finuron 98.5%
s Patrdn analitico de acetofenona 97.5%

® Sistema cromatografico
s Detector UV-Vis a 254 nm
s fomba analftica
s Inyector proviste de un fazo de 201
s Registrador potenciométrico
» (ofumna Spherisorb 5m S5 (250 x 4.6 mm)
¢ Sistera de desgasificacién por vacio v bafio
termostatado
 Fase movil: n-hexano: isopropanof (80:20)
e Flujo: 7.00 mlimin

e Procedimiento analitico
Principio del método

201 de las muestras disusltas en isopropanol son inyectadas encl
sistema cromatografico. Los cromarogramas se¢ obfuvieron
midiende laabsorbancia a 254 nm conundetector UV-Viz, Come
método cuantitative se utilizd el patron inteme.

Preparacidon de 1a soluciones

La sohicion patdn de diuron se prepard pesando una cantdad
del patrén analifico suficiente para obiener 0.1 g de ingrediente
active, enunvolumétrico de 100 ml, disolviendo conisopropanol
v completando hasta el volumen indicado anteriormente. Deesta
formase prepararontambién los patrones de flvomeruron, dinnron
¥ tebuthiuron.

La solucion patron de acetofenona se preparé utilizando el patrdn
amalitico de acetofenonay procediendo de forma similar af dnron,

La solucion de trabajo de diuron se obtirvo 5 ml de la solucion
peatron de dinron con 4 ml de Ia solucion patrén de acetofencna
enun volumeétrico de 30 ml, se conpleto ¢l volumen indicado con
isopropanol. De forma similar se procedid con el fluometuron.
Los célcnlos se realizaron mediante la  siguients relacion;

Wy %Pp. Crm

% ingr. activo=
V\"m - CI"P

donde.
W peso del patrdn en g
Wi Peso de fa muestraen g
Crp: Coclente respuesta del patrdn (altura del pico de
diuron | altura del pico del patrdn interno en la solucidn
patron)
Cris Coclente respuesta de fa muestra (altura del pico de
diuron [ aftura del pico de patrdn interno en la solucidn
muestra;
% Pp: Porceniaje de pureza del patron analitico

Para determinar la repetibilidad del método se analizaron 10
réplicas de las mmestras ¥ se determind ¢l coeficiente de
variacion del método.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se registraron cromategramas con picos bien definidos ¥
simétricos, ademds de completaments resueltos. Esto indica
que las condicionss cromatograficas sen adecuadas.

Tabla 1. Resultados del sstndio do repetibilidad del método

! Resultados

| Réplicas - Tem pra 80 WP . Cottonex 50 C§
1 8083 | 4947 |
if 2 8132 48.35
55 3 8188 | 4887

1 79.43 50,77

5 78,76 49,86

6 80.80 50.88

7 78.97 49,74

8 79.62 51.01

g 80.05 50.24

10 81,90 50.07 .
_ promedio 80,55 4995
| Cosficiente de variacion | 1.2381 14414 |

Para ambas fornulaciones se obfuvieron coeficientes de
variacion inferiores a 1.5 % lo que satisface los requerimientos
de 1a FAO para este tipo de formulados de plaguicidas,

En la tabla 2 s nmestran los resultados de 1a aplicacion de este
método a otras formulaciones de otros derivados de urea (dinuron
v tebuthivron) as{ como a otras formulaciones de diuron ¥
fluomemiron. Come se puede apraciar los resultados estdn dentro
del rango permisible para cada formudacion, en concordancia con
Jos obtenides por el método de la dimetiamina. Por otra parte el
sistema cromatogrifico pudo separar adecnadamente los
componentes de 1os diferentes formulados.

Tabla 2. Aplicacion del métode a otras formulaciones a base .
de derivados de urea

Formulado | ingrediente' Especifica- | Resultado

| : activo ciones {34}

! Diuron C$80 - diuron 80 2.5 % £1.35
Diuron PH80 | diuron 80 2.5 % 77.81
Hierbatox CS | diuron 8025 % 8182 I¥ .

80 8112 E#
Diurex 80 FL divvon = 80z25% 81.731
: 79865 E
Diuron 80FL.  diuron 80:25% | 2184
| 8200R
Linurex 50 WP finuron 50= 5% | 50591
| _BOB9E |
| Linurex 60 CS  linuron 50x 5% ‘ §1.021 -

d : | 4B4BE

Tebuthiuron | tebuthiuron B0+ 5% 49.18 1
50 CS ; 48.34 E
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CONCLUSIONES

® Bl sistema cromatogrifico agui empleado es satisfactorio
para el analisis de diuron y fluometuron en productos
formulados puesto que presenta un coeficiente de variacién
inferior a 1.5 % en ambos casos.
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a habichuela (Vigna sesquipedalis) es tno de

o8 culivos que ha cobrado mss importancia
en los organopénicos, debido a la gran demanda
como fuente de proteinas para la alimentacién
hmmana. Una de las dificultades que presenta es que
constituye un hospedante de la mosca blanca
(Vdzgquez, 1995), vector de los geminivinys, que
inducen enfermedades virales que causan grandes
pérdidas  en cultivos como el frijol (Blanco v
Bencomo, 1981} ¥ & totmare {Gonzdlez, 1593),

En varios mmestrees realizados en los organoponicos de la
Ciudad de la Habana, se coleciaron hojas que presentaban
simiomas similares a los producidos POrvirus y que consistian
enun mosaico amarillo intenso con encrespamiento de diverso
grado segin la variedad, asociados a la presencia de
poblaciones de mosca blanca. Con el objetivo de determinar 1a
eticlogia de la enfermedad se utilizaron técnmicas de
microscopia optica ¥ moleculares, a partiv  de hojas de
habichucla (Vigna sesquipedalis). El diagnostico se realizd
utilizando la técnica de abrasion (Christe ¥ col, 1986), para la
microscopia Optica Los cebadores empleados en la Reaceion
en Cadena de 1a Polimerasa (P.C.R.) son especificos para la
zona del gen que codifica para la proteina de Ia capsida (UV2)
del Tomato Yellow Leaf Cur Virus (TYLCV), 1a cual es
conservada en todos los geminivirus transmitidos poT mosca
blanca: 3* ATGCCGACAGCTTCAAGTC 3 homdlogo 4 las
posiciones 340-358 v ¢1 3* CGCAACAACAACATATACCG
3" complementaric a las posicionss 981-1001, que flanquean
una posicidn de 650 pares de bases,

La extraccion se realizo por Dellaporta (1983) v mini
extraccion (Wang, 1993 citado por Medina et al, 19973, Los
muestrcos se realizaron en las signientes variedades:
Habichuela Escambray, Habichuela Bondadosa, Habichuels
atbustiva Lina, Habichuela Pinera, Habichuela Extra-larga v
Habichuela V-P-7, sicndo la Habichuela arbustiva Lina gue
mostré un mavor grado de encrespamiento ¥ uml mosaico
amarillo mas intenso en sus hojas. Como control positivo sa

DETECCION DE UN GEMINIVIRUS AFECTANDO EL
CULTIVO DE LA HABICHUELA (Vigna sesquipedalis)

Institito de Investigaciones de Sanidlad Vigetal. Calle 170 No. 574 e/ 5ta. By Sta F, Flaya, Ciudad de ta Habana.

Figura 1, De izquierds a derecha

1. Habichuela Escambray 2, Hebichuela bondadoga
3. Habichuela Arbustiva Lima 4. Contro) positivo

utilizé una muestra de tomate (Lycopersicum esculentum var,
Campbell-28) infeclada con el vims del CNCrespamiento
amariflo de la hoja del tomate (TYLCV) previamente
analizada.

En la observacién al microscopio optico se hallaron
inclusionss nucleares e las zonas del floema, que debido a su
ubicacién y morfologia, son tipicas de geminivins (Christie et
al. 1986).

Al realizar 1a P C.R. se comprobd la presencia de una banda a
Ia altura indicada para este gripo de virus {figura 1), que
coincide con la altura del control positive empleado como
pawdn, (Medina et al, 1997) lo que confirma su presencia en
este cultivo por primera vezen Cuba. Contimmamos los estudios
Para dsterminar la etiologia de la enfermedad viral presente en
Vigna sesquipedalis en Cuba.
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urante muestreos realizados a diferentes variedades

de tomate, para congceer la incidencia del TYLCV,
se tomaron muestras de algunas malezas asociadas al cultivo,
las gue fueron analizadas para conocer 1a presencia 6 no de este
Virs,
Muestras de Dafura Sframonium VAL SITAMOIHUII,
Amaranthus dubius Mart, Amoranthus spinosus L.,
Commeling elegans BB, K., Solanum nigruin L. Parihenivm
hysterophorusL., Pinsalis wibinaia Medic, Physalis angulata
L., Bagrhavia erecta L., Cleome viscoso L., Cynodon daciylon,
L {Pers), Chamaesyce erzcta (L} Mill, Chamaesvee
hyssopifolia (L) Small, Pormlacea oleracea (L), Emilia
sonchifplia L. and Euphorbia hererophyile 1., se analizaron
mediante microscopia dptica (Christie and Edvwardson, 1977),
trasnision por moscas blancas, itgertos e hibridacion de 4cidos
nucleicos {Czosnck and Navor, 1988)

Elporcentaje de malezas infectadas por TYLCV es alto, Io que
reafirma la importancia de las mismas, va que constituyen
hospedantss alternativos del virus, sin mestrar sintomas
aparentes. Este aspecto puede contribuir al conocimiento ds la
epidemiglogia de la enfermedad ¥ a la implementacion ds un
Frograma de Mangjo Integrado.

Los resultados se reflejan en 1a 1abla gus se presenta.

I| Waleza ‘Sintornas| Inclusién Transmisic’mi Hibridiz;-=

L : nuclear | {vectores) cidn

| A, dubius |+ + by

A. 5pinesus - : + + i +

1 RB. eracta + - - I

|I C. hyssopifolia__| - ' - i - *

1 C. hirfa - i - - - fi
Coelegans | - - - =
€. viscoso : - + + + i
| . dactylon ! - - - 3} o
!D, stramonium -+ -+ _ + + |

{E_sonchifoli -+ i 4

'I E. heterophvila - + * ' +

_P. hysterophorus - - * -

Lp anguliata : - + * + |I
P, turhinata : + + * + :|
P. oleracea - + ! * . +

-8, nigrum -+ — ==J_ i,
# No realizado
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urante mas de 20 afios los deidos grasos se han

vtilizade como criteric de identificacion v
clasificacion es estudios quimiotaxendmicos en microbiclogia
(Wayne, 1984),
En condiciones normales los 4cidos grasos son estubles v
reproducibles, suelen ser saumamente diagnosticos para
deternunadas especies, independientemente de Ia fuente
geografica, aunque para alganos grupos de patégenos existen
subgrupos relacionados con la gama de hospedantes. Hasta
ahora, los grupos basados en los dcidos grasos coinciden ¢on
1a homologia del DNA v existen datos sobre la misma (Rov,
1980),

Aungue no es frecuente an la literatura el uso de Acidos grasos
en 1a identificacion de los insectos, estos compuestos estin
comtenidos en los organos de los mismos. Asi Grapes et al
{1989) detzrminaron los siguientes dcidos grasos en Acherea
domestica L. (Grvllidae): palmitato (C16:0), esterato (C18:0),
oleato (C18:1) v linzolate (C18:2) v log niveles de dcidos
graszos esterificados variaron considerablemente entre los
drganos del insscto.

En particwdar sobre las moscas blancas no hemos encontrado
informacidn sobre el empleo ds los dcidos grasos con fines
taxononHcos ¥ es poreso que s desea evaluar las potencialidades
de la cromatografia en ¢l diagnostco de estos insectos.

Debido a que 1 cromatografia gaseosa es 1ma teenica con un
alio nivel de desarrollo en el pais v considerando que ¢l
procedimienio es muy sencillo y rapido, decidimos evaluar sus
potencialidades en el diagndstice de estos inssctos,

Se colectaron pupas de dos especies de las moscas blancas
Bemisia tabaci en plantas de tabaco v de Aleurotrachelus
irachoides on plantas de gl En cada caso se tomaron 40 pupas,
las qus inmediatamente s¢ introducian en frascos que contenian
upa selucién de hidroxido de sodio metandlice. Se procesaron
segiin ¢l procedimiento de Miller ¥ Berger (1983), Se wilizd un
cromatografo de gases CARLO ERBA Modele FRACTOVAP
2450, con doble columnna empaguetada de 2Zm x4 mm di reliena
con SP-2100 al 3% sobre Chromosorb W HP AW DMCS

100-120 mesh, doble detector FID v programador de
lenperalura,

Los resultados se registraron gréficamente en un registrador
SPEEDOMAX. Se caleulé ¢l porcentaje de participacion de
cadauno de los cidos grasos sobre 1a base del drea de estos en
los perfiles hallados.

En los resultados obtenidos se observa que A, frachoides se
muestra diferents en la composicion de los dcidos grasos a B.
tubact, debido a que en s primera no presento los de 10 a 13
dtomos de catbono; mientras que la segunda presenta el 14:0;
15:0;16:1; 18:1 v el 12:0 20H, siendo la mayor participacion
para la primera especie el 16:1 conun 80% v para la segunda
preseman tres dcidos el 13:0: 16:1 v el 18:1 conun 20, 32 v
19% respectivamente. Estos resultados indican que el método
puede tener una gran utilidad taxondmica, en coincidencia con
Grapes et al (1989},

Ensentido general, las diferencias en la composicion de los dcidos
grases que se aprécian constituyen un indicader de las
potencialidades de estos compuesios en la taxonomia de las
moscas blancas ¥ por tano gbre perspectivas para su uso en &l
diagndstica.
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INCIDENCIA DE PLAGAS DE ALMACEN EN SEMILLAS DE
QUINUA (Chenopodium quinua WILLD)
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aquinua {Chenopodium guinga Willd), lligual que otzos

granos de la regién Andina, constifuye un componente
importante de la alimentacion, porgue ofrece mayor cantidad
de amincdcidos esenciales que cualquiera de los cuatro
cereales mds imponantss (Sarmiento, 1990}

Durante su desarrollo, la planta es atacada por diversos
insectos, que pusden ocasionar pérdidas de hasta el 40% (Ortiz
v Zanabria, 1989) v en la fase de post cosecha, el grano s
afgctado por polillas de la famitia Pyralidae, entre otxas plagas
de almacén (Nieto v Vimos, 1992}

En Cuba esta planta es de reciente infroduccion ¥ se encuentra

en fase de estudio, por ello nos propusimos determingr los
insectos que la atacan duranie la fase de almacenamienio de la

semilla, como elemento basico para proponer estudios futuros

de conservacidn,

En la Estacidn Expertmental del INISAV (Alquizar, La
Habana), se cultivé un 4rea de 20m” de Chen opodinm guinua
{Chenopediaceae). Entre otros estudios se determind 1a postble
ocmrencia de gorgojos {Coleoptera; Curculionidae) o polillas
{Lepidoptera: Pyralidae} en las espigas, para lo que se
realizaron cuatro muesireos en 30 plantas al azar, de los que se
evaluaron los granos de sus espigas. Posterior a la cosecha, se
separaron dos sacos d¢ vute qus contenian 40 kg de semilla
cada uno, los que sc almacenaron bajo condiciones naturales
(almacén mistico de mamposteria}. En cada saco se realizaron
tres evaluaciones; antes de almacenarlos, a los 30 v alos 90
dias posteriores a la cosecha. En cada evaluacion se tomo una
nuestra representativa { a partir de submuestras de diferentes
partes de cada saco) de 1 kg, 1a que se revisé minnciosaniente
para evaluar & grado de ataque de cada especie de plaga de
almacén presente, gegin la escala de Hall (1971), que clasifica
el gtaque en cinco grados (O : libre; 1: 1-2 insectos/mmestra; 2:
tres o mds insectos/muestra; 3; insectos que se encucntan con
facilidad v en grupos; 4: cantidades excepcionales de insectos).

En ninguna de las evaluaciones realizadas a las espigas en el
campo se observd la presencia de gorgojos ¢ polillas
catalogadas como plagas de almacén, tanpoco en la revisién
efectuada antes del almacenamienta.

Sinembargo, alos 30 dias de almacenada se detectaron ataques
de cinco especies de plagas de almacén (tabla 1), todas
comunes en Cuba en cereales v otros productos abmacenados
(Bruner et al, 1973). Estos fueron ligeramente superiores a los
20 dias de almacenadas v en ambas evatuacionss predormind la
polilla Coreyra cephalonica Stainton, consideradapor LaRosa
v Vizquez (1951) entre las espectes mds comunes ¢
importantes en mestros alnacenes.

Tabla 1. Plagas de almacén detectadas en semillas de quinug
(Chenopodium gquinua; almacenadas en la Estacidn
Experimemnal del INTSAV, Alquizar, La Habana. 1993-1994.

Grado de atagque medio i

| .
Antes deal | Posterior at “

i . almacenamiento | almacenamiento !
! - L o
30 dias : B dias |

0 24 a7

] Espacies y
| clasificacién

Coicyra
i cephalonica
" Stainton
{Lepidoctara:
ryralidas)
Tribolium ) 0 1.2 ¢ 2.0
. castarsewm Herbst ) .
iCcleaprara:
Tenesbrionidas)
| Rrizopertha : 0 10 | 13
! dominica F. :
| {Colsontara:
| Bostrichidas)
" Cryptclestes 0 1.1 1.6
| pusitius Klug. : |
HCsleoptera; | '
; Cucuiidaa) :

Carpophilus sg. .
{Caigoptera: | : ;
" Nitidulidas} ’ ; i

Las larvas de C. cephafonica consumen todo €] contenide de
las semillas, dejando solamente algunas particnlas ¥ otros
residnos de su alimentacion, con todo lo cual forman los
conocidos grimos, tipicos del atague de esta especie.
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Los otros insectos detectados se manifestaban en menor geado,
siendo peiencialmente dafiinos 7ribolim castaneum Herbsty
Rivzopertha dominica T., referidos también por La Rosa v
Vazguez (1991) como plagas de almaceén de importancia.

Como resultado de las infestaciones observadas, se recomienda
prestar atencion a 1a posible afectacién de las semillas de esta
planta durante el almacenamicnto en condiciones naturales,
por la potencialidad de los ataques de C. cephalonica v otras
plagas de almacén,
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nivel nmndial, ¥ reconocido en Cuba, las

nfermedades causadas por Oomycates tales
como el moho axul {(Peronospora hyoscvami de Bary
fspfabacing), la pata prieta (Phviophihora
nicotianae Breda de Haan) en ¢l cultivo del tabaco v
el tizon tardio (Phyvtophihora infesians de Bary) en
el cultivo de la papa ocasionan serios dafios v
pérdidas en los rendimientos agricolas, si las
medidas utitizadas para su conmol no son las mas
eficaces,

En 1980, [aintroduccidn del fungicida sisténico metalaxyl, de
alto riesgo de resitencia, para combatir, mottvo los estudios
relativos a 1a dewerminacion de las lineas base de sensibilidad
DL:p v DLos ©omo parametros comparativos para el
diagndstico de 14 resistencia en el campo, su comportamienio
epidemiolégice v factores (que influyen en éste, ias
caracteristicas de aislados resistentes v sensibles respecto a 1a
capacidad espomlativa, infectiva v frecuencia de infeccidn,
efectividad de nuevos fungicidas en laboratorio, campo ¥
produccion, asi come la elaboracion del esquema de mangjo de
la resistencia ¥ su implantacién en todo el pals.

Los valores de DLsy ¥ DLss determinados para oegpas
sensibles de P. hyoscvami £ sp. fabacing son de 0.01 ¥ 0.018
mgi.a./l para el método de los cotiledones y de 0.0l ¥y 0.24 mg
1.a./1 para ¢l de hojas sueltas. Respecto a P nicoticnge para ¢l
método del crecimiento radial de la colonia €stos son de .02
v 0.49 mgiasl Para F. infestans mediante el metodo de discos
de hojas la DLsg es de 0.02 , la DLas de 0.14, ¥ para el de
hojas de 0.05 v 0,47 mg i.a./l respectivamente, lodos
comparables con los valeres informados internacionalmente.

La resistencia a las fenilamidas es persistente en las

poblaciones de los tres patégenos estudiados. En Cuba, en
condiciones de campo ocusren mezclas de poblaclones con

MANEJO DE LA RESISTENCIA A LAS FENILAMIDAS EN
ESPECIES DE Oomycetes EN CUBA

Tesis en opcion al Grade Cientffico de Doctor en Ciencias Agricolas, Ciudad de La Habana, 1997

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calie 170 No. 514 e/ 5ta. By 5ia £. Plava, Ciudad de {a Habana.

diferentes miveles de sensibilidad por movimiente pandémico
para el case de P.hvoscyami £5p. fabacing v por movimianto
del indculo en semilla de papa de diferentes procedencias para
P infesians. Se manifiesta asociada a diferentes mivelss de
sensibilidad o capacidad competitiva en los individuos.

Los periedos en que ocurre lamayor frecuencia de poblaciones
resisientes para los tres patdgenos, coincide con las
condiciones climaticas favorables, mavor cantidad de indculo
sometido a seleccidn v mayor cantdad de tratamientos. Para
F. hyoscyami £, sp. fabacing es de enero a marzo, para P.
nigotianae en orden de importancia noviembre, diciembre v
ocuibre ¥ para P. infestans en febrero v marzo.

Las poblaciones resistentes de P wicotianae emergen v 82
cstablecan en las condiciones naturalzs de Jos suglos dz Cuba,
lo cual se informapor primera vez a igvel mundial. Se demostrd
que mediante las senullas de papa importadas s¢ introducen
aislamientos de P. infestans resistentes a las femilamidas que
pueden provocar los primeros focos resistentes en el ciclo del
cultivo.

El dimetomorf en mezcla v alternancia con fungicidas de
comtacto come ditiocarbamatos controla las poblaciones
sensibles v resistemes al metalaxyl de P oscyvami £ sp,
tubacing v P. nicofianae. En las condiciones de Cuba, el
metalaxyl v otras fenilamidas siemipre en mezcla v alternancia
con fungicidas de contacto, principalmente el mancozeb, son
efectivos contra las diferemes especies de Oomycetes
estudiadas, asi como las mezclas doble v triple de fenilamidas
con cymoxanil ¥ mancozeb. El propamocarb conbinado con
ditiocarbamatos tiene una alta efectividad contra las
poblaciones sensiblss y esistentes de P. nicorionae.

El sistzma de manejo de la resistencia a las fenilamidas pemmite
adoptar una estrategia dz control eficiente en cada momento ¥
Iugar v puede servir de refarencia a otros cultivos en los cuales
se emplean fumgicidas sistémicos.
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