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OPINION DEL TUTOR

En Cuba el cultivo del tabaco representa una de las principales fuentes de
ingresos en divisas por lo que requiere de una atencion priorizada, no sélo para
lograr altos rendimientos, sino para mantener la exquisita calidad y fama que lo
distingue en el mundo. La enfermedad pata prieta, causada por el patdgeno del
suelo Phytophthora nicotianae Breda de Haan, constituye una de las principales
mermas de importancia economica del cultivo. EI municipio de Pedro Betancourt,
ubicado en la provincia de Matanzas, no esta exento de esta problematica. Con el
objetivo de trazar alternativas de manejo para disminuir los dafios que ocasiona
este patogeno, se determinaron las causas de la alta incidencia de la enfermedad

pata prieta en las areas tabacaleras de este municipio.

En este contexto, el trabajo realizado por la Ing. Lilia Maria Bon Sosa incorpora
metodologias en la practica productiva: El calculo de la densidad de in6culo y la
determinacion de las razas y grupos patogénicos de P. nicotianae son
herramientas novedosas para la seleccidon adecuada de los suelos tabacaleros y
para alternativas fitosanitarias de manejo de la enfermedad mas racionales y
dirigidas. De aqui la actualidad e importancia de este trabajo en los momentos en

que el pais exige un uso mas racional de los suelos y reorganiza su agricultura.

Es de destacar la dedicacién que la estudiante mostré en la elaboracion del
trabajo de tesis y sobre todo, la independencia con que trabajé en la redaccion del
documento final, asi como la responsabilidad asumida durante toda la etapa del

montaje y conduccion de los experimentos.
Considero que el trabajo realizado, asi como los resultados obtenidos y todo lo
expuesto en la tesis que se defiende, son merecedores del otorgamiento del Titulo

de Master en Ciencias Agricolas.

Tutora: Dra. Veronica Toledo Sampedro



RESUMEN

En Cuba, las principales mermas de importancia econémica en el cultivo del
tabaco son ocasionadas por la enfermedad pata prieta, causada por el patégeno
del suelo Phytophthora nicotianae Breda de Haan. ElI municipio de Pedro
Betancourt, ubicado en la provincia de Matanzas, no estd exento de esta
problematica. Con el propdsito de determinar las posibles causas de la alta
incidencia de esta enfermedad en las areas tabacaleras de dicho municipio, se
identifico y establecié una coleccion de aislamientos de P. nicotianae proveniente
de los principales suelos tabacaleros, se calcul6 la densidad de in6culo de este
patdgeno en los suelos y se realizo la identificacion de razas y la caracterizacion
patogénica de los aislamientos de la raza 0 del patdégeno. En todos los suelos
monitoreados (27) se identifico el patdgeno, lo cual demuestra su alta distribucion
en el municipio. El 72% de los suelos mostré niveles de in6culo calificados entre
medio y alto, en los cuales, las mayores afectaciones de pata prieta se produjeron
donde las densidades de inoculo resultaron mas altas. Las razas 1, 3y 4 de P.
nicotianae no se identificaron entre los aislamientos caracterizados. Los mayores
porcentajes de aislamientos de la raza 0 (55,6 y 29,6 %) coincidieron con los
grupos de alta e intermedia patogenicidad. La no rotacion de cultivo, la alta
densidad de inéculo y el gran porcentaje de aislamientos de alta patogenicidad de
la raza 0 de P. nicotianae son factores que, conjuntamente con estrategias
varietales inapropiadas, favorecen la alta incidencia de la enfermedad pata prieta

en el municipio Pedro Betancourt de la provincia de Matanzas.
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1. INTRODUCCION

La cultura del tabaco (Nicotiana tabacum L.) en nuestro pais proviene de muchos
siglos atras. Cuando Cristobal Colén llegd al continente Americano en 1492,
observé que los indigenas del Caribe fumaban hojas de tabaco enrolladas o
valiéndose de una cafia o tubo llamado Tobago. Desde la época de los indigenas
y hasta la fecha, Cuba ha continuado cultivando, cosechando y comercializando
esta solanacea hasta lograr imponerla a nivel mundial por sus cualidades. Este
cultivo constituye una de las principales fuentes de ingreso en divisas de nuestro
pais, por lo que es de vital importancia cumplir con los compromisos nacionales e
internacionales que se adquieren con su comercializacion, lo que convierte esta
tarea es un constante reto para las Empresas Tabacaleras, que ven disminuidos
sus rendimientos por diversos factores, entre ellos el ataque de plagas.

Desde el punto de vista econdmico, una de las principales mermas de importancia
econdmica para el tabaco la ocasiona la enfermedad pata prieta, causada por el
patégeno del suelo Phytophthora nicotianae Breda de Haan. Este hongo afecta
esencialmente las raices y partes basales del tallo, lo que trae consigo una
disminucion considerable en los rendimientos. En Cuba, la incidencia de la
enfermedad ha aumentado desde la campana de 1988, con la ocurrencia de
brotes epifitdticos significativos. En la campafa tabacalera de 2007, el principal
problema fitosanitario lo constituyé esta enfermedad, con afectaciones del 46 %
del area total sembrada. La siembra de variedades resistentes es la practica mas
utilizada y generalizada para mitigar las afectaciones de P. nicotianae en la fase
de plantacion. Aunque todas las variedades de tabaco que se cultivan en Cuba
son resistentes a P. nicotianae, las mismas no muestran el mismo comportamiento
y esto depende del grado de virulencia de los aislamientos del patégeno.

Los estudios de caracterizacién de la patogenicidad de P. nicotianae en el pais
han demostrado la presencia de aislamientos de la raza 1 en las provincias de
Pinar del Rio, La Habana, Sancti Spiritus y Ciego de Avila, ademas de informarse
la presencia de tres grupos patogénicos dentro de la raza 0. Esta problematica ha

originado medidas fitosanitarias relacionadas con la Sanidad Vegetal del cultivo,



que incluyen la prohibicién de la siembra de tabaco en lugares donde se detecte la
raza 1. Debido a la importancia del tabaco, la direccion del pais trazo la estrategia
de extenderlo a todo lo largo de la isla a finales de la década del 90, por lo que el
cultivo retorna a la provincia de Matanzas, municipio Pedro Betancourt, en 1997.
En esos momentos, el pueblo lo recibe con beneplacito, pues ésta es una etapa
en que los cultivos fundamentales (cafia de azucar, citricos y otros) estaban muy
deteriorados, lo que hace que miles de personas se consagren y trabajen en el
cultivo desde la etapa de semillero hasta el beneficio. En la campafa tabacalera
2007-2008, de 107,36 Ha sembradas, se vieron afectadas por pata prieta un total
de 89,77 Ha, sin que hasta el momento se conozcan las causas de tan alta
incidencia. ElI uso de metodologias recientemente introducidas en la practica
productiva, como son el célculo de la densidad de inéculo del patéogeno y la
determinacion de las razas y grupos patogénicos de P. nicotianae, son
herramientas que facilitaran la caracterizacion del patégeno en cuanto a la
determinacion de la alta incidencia de la enfermedad pata prieta en el municipio de
Pedro Betancourt, todo lo cual brindara una mejor informacion para la adecuada

seleccién de los suelos tabacaleros y la estrategia fitosanitaria a utilizar.



2. PROBLEMA

La alta incidencia de la enfermedad pata prieta en areas tabacaleras del municipio

de Pedro Betancourt de la provincia de Matanzas.



3. HIPOTESIS

La identificacion de razas, la caracterizacién patogénica de los aislamientos de P.
nicotianae y el calculo de la densidad de inoculo en los suelos tabacaleros,
contribuiran a determinar las posibles causas de la alta incidencia de la
enfermedad pata prieta del tabaco en el municipio de Pedro Betancourt, de la

provincia de Matanzas.



4. OBJETIVOS

41 Objetivo General

% Determinar las posibles causas de la alta incidencia de la enfermedad pata
prieta en las areas tabacaleras del municipio de Pedro Betancourt, provincia
de Matanzas, para trazar nuevas alternativas de manejo que permitan

disminuir los dafios que ocasiona este patdgeno.

4.2 Objetivos Especificos

» Establecer una coleccion de aislamientos de P. nicotianae proveniente de
los suelos tabacaleros de Pedro Betancourt.

» Determinar la densidad de inoculo de P. nicotianae en los suelos
destinados a la siembra del cultivo del tabaco en el municipio.

» l|dentificar las razas presentes de P. nicotianae en los suelos tabacaleros
del municipio.

» Caracterizar la patogenicidad de los aislamientos raza 0 de P. nicotianae
procedentes de diferentes suelos tabacaleros del municipio Pedro

Betancourt.



5. REVISION BIBLIOGRAFICA

5.1 El tabaco. Generalidades.

El tabaco constituye un importante rubro de negocios en el mundo entero, pues el
valor de sus hojas lo han convertido en la hierba mas soberana que la tierra ha
ofrecido al hombre (Fairholt, 1859). En Cuba, este cultivo requiere de una atencion
priorizada, no solo para lograr altos rendimientos, sino también para mantener la
exquisita calidad y la fama que lo han distinguido en el mundo por mas de 400
anos y por representar una de las fuentes mas importantes de ingresos en divisas
para el pais (Espino, 1996). Es una planta anual de la familia Solanaceae, cuyas
hojas se tuercen para preparar un enrollado que sirve para fumar (Gomez, 2002).

5.2 Distribucion geografica de una de las principales plagas que lo afectan:

la pata prieta.

La enfermedad pata prieta, causada por el patégeno Phytophthora nicotianae
Breda de Haan, fue descrita por primera vez 1896, en semilleros de tabaco en
Java. En 1915, se notifica en el Sur de Georgia, en los Estados Unidos y en 1922
se habia extendido a todo el distrito tabacalero de la Florida. En 1930, se informa
en las areas de tabaco Flue-Cured y Burley en Carolina del Norte, Tennessee y
Kentucky, donde permanecié hasta 1937, fecha en que se le localiz6 en el
condado de Pitt, unas 200 millas mas al este, informandose posteriormente en
mas de 20 paises (Lucas, 1975). En Cuba, la enfermedad se observé por primera
vez en 1905, pero el agente causal no fue aislado e identificado hasta 1957
(Penalver y Garcia, 1988). También fue detectada en Honduras y Corea (Nielsen,
1992); en Sudafrica (Lacourt, 1992) y en Zimbabwe y Australia (Nielsen, 1995).
Areas tabacaleras con grandes afectaciones fueron informadas en Filipinas
(Truong, 1996) y en China (Ho y Lu, 1997). En la actualidad, la pata prieta esta

presente en todos los suelos donde se cultiva tabaco (Sullivan, 2005), por lo que



se considera la enfermedad mas destructiva y extendida en las areas tabacaleras
del mundo (Liy Bass, 2006).

5.3 Ubicacion taxonémica del agente causal de la pata prieta.

Phytophthora nicotianae Breda de Haan, el organismo causal de la enfermedad

pata prieta, se ubica taxonémicamente como sigue:

¢ Reino: Chromista

¢ Phylum: Oomycota

¢ Clase: Oomycetes

¢ Orden: Pythiales

¢ Familia: Pythiaceae
¢ Género: Phytophthora

¢ Especie: P. nicotianae Breda de Haan (Erwin y Ribeiro, 1996).

Segun Martinez et al. (2007) el ciclo de este hongo es complejo, con la formacion
de esporas de varios tipos, algunas asexuales (esporangios y clamidosporas) y
otras sexuales (oosporas). Las clamidosporas son esporas durables que se
forman en los tejidos muertos y pueden sobrevivir en el suelo durante afios,
constituyendo el inéculo primario. Bajo condiciones favorables de temperatura,
humedad y nutrientes estas clamidosporas germinan para dar lugar a hifas o
esporangios que inician la fase asexual del patégeno. De los esporangios se
liberan zoosporas que pueden nadar en agua en busca de las raices de las
plantas hospedantes. Una vez en contacto con éstas, forman quistes que luego
germinan produciendo una hifa o liberando mas zoosporas que difunden
posteriormente el patégeno. Las zoosporas infectan las plantas por penetracion a
través de los pelos radicales o cuando son transportadas a las hojas por
salpicaduras de agua, penetrando a través de los estomas, si hay presencia de
agua libre. En el caso de que el ambiente sea demasiado seco, los esporangios

pueden germinar directamente para producir un tubo germinativo que pueda



penetrar a través de la epidermis. Una vez dentro de los tejidos vegetales, el
patogeno desarrolla su micelio, que al final, dard origen a otra generacion de
esporangios sobre las raices o las hojas. Bajo condiciones favorables, el hongo
tiene un gran potencial reproductivo y el indculo inicial rapidamente se multiplica a
través de repetidos ciclos de esporangios y zoosporas, cada uno de los cuales
puede completarse en 48-72 horas.

5.4 Sintomas de la enfermedad pata prieta en el tabaco.

La pata prieta puede atacar a casi toda la planta de tabaco, provocando la
obstruccion de los haces conductores, lo que limita el ascenso de las sustancias
nutritivas hacia el resto de la planta, afecta el crecimiento de la misma, la calidad
de sus hojas y el rendimiento de la cosecha (Lucas, 1965). Segun Shew y Lucas
(1991) la pata prieta sigue siendo uno de los problemas mas serios de las
enfermedades producidas por patdgenos del suelo.

En plantacion pueden identificarse diferentes tipos de sintomas (Fernandez,

1998), como son:

1. Afectacion en las raices, que se tornan necréticas. Las plantas se marchitan
ligeramente durante el periodo mas caluroso del dia, pero se recuperan por
la noche. Se observa un desarrollo raquitico, el sistema radical se destruye
y provoca pérdidas considerables en el cultivo.

2. Ataque al tallo. Ocurre cuando hay resistencia en las raices.

3. Afectacion de raices y tallos. Provoca el marchitamiento rapido de la planta
o la caida de las hojas. El patégeno avanza hacia el tallo hasta una altura
entre 15-20 cm., la médula se seca, se torna de color pardo y se separa
formando discos. Las pérdidas en este caso pueden ser elevadas.

4. Tizén de la hoja. Es frecuente en periodos lluviosos, en los cuales el indculo
presente en el suelo se pone en contacto principalmente con las hojas
inferiores de la planta, debido a las salpicaduras del suelo provocadas por

la lluvia.



5.5 Condiciones que propician la aparicion y diseminacion del patégeno.

Smith (1947) informé la propagacion del hongo por el viento cuando hay tiempo
lluvioso. El hongo de la pata prieta puede invernar en el suelo y sobrevivir varios
anos sin el tabaco. Apple (1963) comprobd que Phytophthora nicotianae Breda de
Haan sobrevive hasta cinco afios o0 mas en los suelos sin tabaco. Las plantas
infectadas constituyen uno de sus principales medios de propagacion. Los
propagalos del patdégeno se trasladan generalmente por el agua de riego y por el
agua de lluvia, desplazando las esporas del hongo por los surcos terrazas y zanjas
y desde campos infestados hasta vegas libres de la enfermedad, lagunas de
drenaje, arroyos o rios. Cuando se utiliza agua de estas fuentes contaminadas por
el patdbgeno para regar, ésta puede trasladar el hongo a otras areas y causar
nuevos brotes (Lucas, 1965) plantea ademas que, cuando la tierra esta humeda,
se adhiere a los aperos de labranza, a las patas de animales de campo, a los
zapatos de los trabajadores, a las ruedas de los tractores y camiones, etc. y éste
puede ser el motivo del paso del hongo de un campo a otro e incluso, a grandes
distancias. La siembra continua de tabaco en los campos tradicionales, motiva el
incremento del in6culo en el suelo y provoca afectaciones de consideraciéon en el
cultivo (Fernandez et al., 2002).

El Ministerio de la Agricultura (MINAGRI, 2007) considera que las condiciones que

favorecen la enfermedad pata prieta en Cuba son las siguientes:

» Condiciones climaticas (altas temperaturas y abundantes lluvias).
» Existencia de mas de un propagalo por gramo de suelo.

= Contaminacion de las aguas de riego.

» Empleo de variedades susceptibles.

» Ph del suelo por encima de 6.

Como la enfermedad es causada por un hongo de suelo semiacuatico, que se
transmite fundamentalmente por el agua de riego o de lluvia, cuando el potencial

de inéculo en el suelo es elevado y se presentan temperaturas por encima de los



30° C con abundantes lluvias, ésta puede llegar a provocar pérdidas de un 80% o

mas en las plantaciones (Espino, 2009).

5.6 Sobrevivencia, deteccion y cuantificacion de los propagulos en el suelo.

Las especies de Phytophthora pueden sobrevivir en el suelo en forma de micelio,
zoosporas, zoosporangios, quistes, clamidosporas y oosporas. Los propagulos mas
resistentes son las clamidosporas, que estan adaptadas para la sobrevivencia por
sus gruesas paredes y por su tolerancia al potencial minimo de agua y las oosporas,
que son esencialmente latentes (Tsao, 1983). La sobrevivencia de las clamidosporas
en el suelo es, al parecer, similar a la de las zoosporas enquistadas y a la de las
oosporas de Phytophthora y su funcion es mantener la poblacion del patégeno bajo
factores ambientales adversos (Weste, 1983).

La deteccion y el aislamiento de las especies de Phytophthora a partir de plantas
enfermas y de suelo es dificil, sobre todo de aquellas de crecimiento mas lento,
que son limitadas por la microflora secundaria, antagonista y de desarrollo rapido;
por esta razon, se han desarrollado técnicas especiales como el empleo de
trampas o cebos y medios selectivos, que posibilitan este propodsito (Tsao, 1983,

citado por Fernandez, 1998).

5.6.1 Deteccion de los propagulos.

Los métodos de cebos se basan en la patogenicidad de las especies de
Phytophthora sobre el tejido del hospedante susceptible que se utiliza como cebo
para la pesquisa del patdgeno y fueron desarrollados por Fernandez (1998). Como
cebos se han empleado semillas, plantulas, frutos, hojas y discos de hojas de un
hospedante susceptible, que son fundamentalmente utilizados en tres métodos
que comprenden: la insercion del suelo o del tejido enfermo dentro de frutos
sanos; el establecimiento de semilleros en el suelo infestado con abundante
humedad y la flotacion o inmersién parcial del cebo en una suspension de suelo

infestado mas agua. La seleccion y correcta utilizacion de los cebos, las
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condiciones de incubacién, la calidad del agua y la proporcion agua- suelo son los
parametros esenciales para el éxito de esta técnica (Erwin y Ribeiro, 1996).

En nuestro pais se han realizado algunos trabajos sobre la ecologia de este
patogeno. Al respecto, Penalver, Padron y Garcia (1987) determinaron que el
hongo sobrevive por 4 afos en suelos arenosos. Asi mismo, Herrera, Camara y
Galantai (1989) informaron que la sobrevivencia del micelio disminuy6é a las
profundidades de 15 y 25 cm., con valores de 70 y 40% respectivamente y
ademas, determinaron métodos para su deteccién en suelo con el empleo de
tallos de pepino, tabaco, pimiento y tomate junto a la adicion de antibidticos y
fungicidas para eliminar la flora contaminante del suelo. También Pérez (1990)
estudio el efecto de medios selectivos y trampas para el aislamiento y deteccién
cualitativa del patdgeno en suelos infestados, su sobrevivencia en tallos de tomate
enterrados en suelo y su relacion con la humedad para demostrar que la viabilidad
del hongo disminuyo por la pérdida de la humedad.

En afios mas recientes, Fernandez, Toledo y Rey (1998) determinaron los
parametros mas adecuados para la deteccién de P. nicotianae en los suelos
tabacaleros mediante la técnica de cebo, utilizando discos de variedades de
tabaco susceptible al patégeno. La misma técnica fue capaz de detectar el
patdgeno a niveles de indculo muy bajos (0,2 - 1 propagulos/gramo de suelo) y
demostré su eficacia y la proporcionalidad que existe entre la enfermedad y la
densidad de in6culo inicialmente detectada en los suelos, antes de la siembra del
cultivo (Fernandez et al., 2002). Por los beneficios y ventajas que ofrece la técnica
de cebo para la deteccion de los propagulos de P. nicotianae/gramo de suelo, ésta
se ha convertido en una practica habitual que la Empresa de Acopio y Beneficios
del Tabaco “Lazaro Pefia”, de La Habana, realiza anualmente para la seleccion
racional de los suelos tabacaleros (Toledo, 2010).

5.7 Razas y variabilidad patogénica de Phytophthora nicotianae Breda de

Haan.
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A pesar del desarrollo de diferentes métodos de control, en la actualidad P.
nicotianae se sigue considerando aun uno de los patdégenos del suelo mas
dafiinos del tabaco, debido a la aparicidn de nuevas razas fisioldgicas del hongo
(Blancard, 1995). Raza fisiologica es el término aceptado para describir patotipos
especializados del patdgeno en diferentes genotipos del hospedante y fue descrito
por Stakman en 1914 para hongos biotroficos (Pérez, 2003).

Los especialistas del género Phytophthora han aceptado los términos de raza
fisiologica, raza patogénica o simplemente raza, para definir aquellos aislamientos
con patogenicidad diferencial en distintas variedades de una misma especie de
hospedante (Csinos, 2005; Shew, Sullivan y Melton, 2005). Para P. nicotianae se
han descrito desde hace algun tiempo cinco razas fisiolégicas (0, 1, 2, 3y 4) y
éstas se definen por su habilidad para infectar cultivares con diferentes genes de
resistencia (Sullivan, 2004).

5.8 Distribucion de las razas del patégeno en el mundo.

La especializacion fisiologica para P. nicotianae fue informada por primera vez por
Apple (1962), quien denominé raza 0 a aquellos aislamientos no patogénicos para
la especie Nicotiana plumbaginifolia Vir. y lineas derivadas de ésta,
diferenciandolos de los aislamientos raza 1, que causan enfermedad a esta
especie. La raza 1 es considerada como la mas severa y nociva dentro de las
informadas para este patégeno (Li y Bass, 2006). Desde hace muchos afos, se
conoce la forma en que interactian ambas razas y se ha demostrado cémo
emerge la raza 1 en una poblacién identificada y previamente diagnosticada como
raza 0, en respuesta a la presion de seleccién por la siembra de N. plumbaginifolia
o de variedades que posean el gen de resistencia a la raza 0 (Apple, 1962; 1967;
Hendrix y Flowers, 1967).

Recientemente, se han confirmado estos resultados en Carolina del Norte y en
Georgia, donde la siembra de variedades de tabaco con alta resistencia a la raza 0
ha originado un aumento rapido en poblaciones de la raza 1 de P. nicotianae
(Csinos, 2005; Shew, Sullivan y Melton, 2005; Sullivan, Melton y Shew, 2005).
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Prinsloo y Pauer (1974) identificaron la raza 2 en el Sur de Africa, donde el cultivar
N. tabacum var. A-23, con resistencia a las razas 0 y 1, es susceptible a esta raza,
la cual continua presente en estas zonas tabacaleras, sin estar informada en
ningun otro pais (Sullivan, 2004). De manera similar, la raza 3 esta restringida a
las zonas tabacaleras de Connecticut, Estados Unidos (Mclintyre y Taylor, 1978),
donde la especie N. nesophila Johnston tiene un comportamiento diferencial frente
a las distintas razas. Esta especie de Nicotiana es susceptible alasrazas 0y 1y
resistente a la raza 3 (Erwin y Ribeiro, 1996; Gallup, Sullivan y Shew, 2010).

En areas de Carolina del Norte y Kentucky, se ha informado una nueva raza para
P. nicotianae, donde el gen de resistencia Phl de N. longiflora Cav. esta
ampliamente extendido. La nueva raza, denominada raza 4, fue identificada a
partir de la habilidad de aislamientos del patdégeno para superar el gen de
resistencia de Nicotiana longiflora, pero no el gen Php de N. plumbaginifolia, a
diferencia de la raza 1, que supera los genes de N. plumbaginifolia y N. longiflora'y

de la raza 0, que no es capaz de vencer estos genes (Gallup et al., 2006).

5.9 Razas del patégeno en Cuba.

En Cuba, los estudios de identificacion de razas y caracterizacion de la
patogenicidad del hongo eran escasos. Penalver (1983) informé la presencia de la
raza 0 en aislamientos obtenidos en la década del 70, afio en que no se contaba
con las variedades comerciales que se encuentran en la actualidad en explotacion.
Aislamientos cubanos donados por Pefialver a la coleccidon internacional de P.
nicotianae de Bergerac, Francia, también han sido identificados como raza 0
(Lacourt, 1992; Lacourt, Panabieres y Marais, 1994; Bonnet et al., 1994; Colas et
al., 1998). En estudios recientes, en las regiones occidental y central del pais, se
detectd e identifico por primera vez la raza 1 de P. nicotianae, la cual se
caracteriza por presentar una alta agresividad. Ademas, se informé la alta
distribucién de la raza 0 en Cuba (Toledo, 2008). La misma autora informa sobre
la alta variabilidad patogénica de esta raza y diferencia tres grupos

patogénicamente estables (raza 0-grupo 1, raza 0-grupo 2, raza 0-grupo 3), con
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una alta distribucion en Cuba. Las razas 3 y 4 no se detectaron entre los

aislamientos caracterizados.

5.10 Alternativas de manejo de la enfermedad pata prieta.

El Manejo Integral de Plagas (MIP) es una concepcion muy amplia y flexible de
lucha contra las plagas y por ello existen diferentes criterios para la definicién de
los componentes que integran los programas (Vazquez, 2006). Involucra el uso de
multiples tacticas para manipular efectivamente las poblaciones de plagas, a la
vez que se reduce al minimo el uso de plaguicidas y su impacto ambiental. Por
ello, el MIP debe partir de una eficiente seleccion de las estrategias y de sus
medidas correspondientes, validas segun las caracteristicas del cultivo y su
problematica, con la flexibilidad necesaria para adecuarlo a las condiciones del
agroecosistema, a las caracteristicas socioeconémicas imperantes y a su vez, que
se puedan incorporar nuevas alternativas que surgen como resultado del
desarrollo cientifico o durante el propio proceso de implantacion. Segun Murguido
y Elizondo (2007), su validacion se puede realizar mediante un sistema de
medidas preventivas y curativas, elaborado a partir del analisis concreto de la
problematica por resolver, y que a su vez servird para medir el éxito de su
implantacion.

El Manejo Integrado de Plagas es un nuevo enfoque de trabajo para la toma de
decisiones por el agricultor, de tal forma que asegure la prevencion y/o reduccion
de plagas, mediante un seguimiento integral de un conjunto de alternativas
tecnologicas, armonicamente estructuradas en dependencia de las caracteristicas
especificas del sitio de produccion (Muino, 2009). Para el cultivo del tabaco se
establece una estrategia que contempla la utilizacidn de medios quimicos y
biolégicos, asi como de medidas agrotécnicas que complementan la proteccion
fitosanitaria. Al respecto, la pata prieta del tabaco tiene una estrategia de manejo
muy bien definida. (Estacién de Proteccion de Plantas [EPP], 2009).

5.10.1 Medidas agrotécnicas contra la enfermedad.
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5.10.1.1 Seleccion del terreno.

En la lucha contra esta enfermedad, las medidas preventivas tienen una particular
importancia y dentro de éstas, el conocimiento de los niveles de in6culo del
patégeno en el suelo (Fernandez et al., 2002), por lo que se recomienda hacer
analisis de suelo antes de la siembra, registrar todos los campos sembrados y
detallar la incidencia de la enfermedad en éstos, agrupandolos en una escala de 4
grados (Espino,2006b) segun la formula para el porciento de infestacion
((MINAGRI, 2007). de la siguiente manera:

% de infestacion = Total de plantas enfermas/total de plantas sembradas x 100

GRADO % DE INFESTACION

<10%

Entre 11-20%

Entre 21-30%
> del 30%

Atendiendo a estas recomendaciones, se debe tomar la decisién de no sembrar

las areas con porcientos de infestaciéon mayores del 30% (MINAGRI, 2007).

5.10.1.2 Preparacion de suelo, materia organica y nutricion.

Para Summer et al. (1986), la preparacion de suelos tiene un efecto positivo sobre
la regulacién de los organismos que lo habitan, al invertirse el prisma y quedar
éstos expuestos al sol. Pérez (2006) plantea que entre las practicas culturales que
mas efecto tienen sobre la regulacion de los organismos nocivos se encuentran
las practicas de labranza o de preparacion de suelo. Las diferentes practicas de
labranza producen cambios en las propiedades fisico-quimicas de los suelos que
influyen en su ambiente y tienen un marcado impacto sobre las poblaciones de

plagas. Este efecto puede ser indirecto, al crearse condiciones desfavorables para
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el desarrollo y reproduccion de los organismos nocivos, o directo, por dafios
fisicos producidos en el momento de la realizacién de las labores. Los principales
problemas en los suelos tabacaleros en Colombia son la degradacion y el
desbalance quimico que, conjuntamente con el alto pH y las saturaciones de Ca
elevados limitan la disponibilidad de P, Mg, y nutrientes para el tabaco (Marin,
Plaza y Rojas, 2008). Una de las metas del agricultor tabacalero debe ser
desarrollar un programa de fertilizacion de los suelos que resuelva las
necesidades del cultivo y que reduzca al minimo el costo y el impacto ambiental.
Para alcanzar esta meta se necesitan: la planificacion de la fertilizacion a partir de
la disponibilidad de elementos en el suelo (analisis de suelos), la seleccion de
fuentes de fertilizantes basada en las necesidades de la planta, el valor del
fertiizante y el uso adecuado del mismo. Fertilizaciones excesivas vy
desbalanceadas resultan costosas, desperdician recursos naturales y aumentan el
potencial de contaminacion en los suelos (Smith y Wood, 2005).

La nutricion del cultivo es también un elemento clave a manejar en la regulacion
de los organismos plaga. La teoria de la Trofobiosis (Chaboussou, 1987) explica la
relacion existente entre la nutricion de las plantas y el ataque de plagas. Se han
realizado numerosos ensayos que corroboran esta teoria y las bases que la

sustentan pueden resumirse como sigue:

e Las plantas sanas son capaces de resistir el ataque de diferentes
organismos Nnocivos.

e Laresistencia esta relacionada con la sintesis de proteinas por las plantas.

e La sintesis de proteinas puede ser alterada por el efecto directo de los
plaguicidas o por una nutricion desbalanceada del cultivo.

e La interrupcion de la sintesis de proteinas provoca que se acumulen y
circulen en el tejido de las plantas azucares solubles, compuestos
nitrogenados y aminoacidos libres, que a su vez, constituyen una fuente de
nutrientes para las plagas, lo que favorece su reproduccion y supervivencia.

Por su parte, la materia organica puede actuar por varias vias, tanto para mejorar

la estructura del suelo y la nutricion de las plantas, como para afectar a los
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patdogenos. Se ha demostrado que la mayor influencia de la materia organica
sobre los patégenos radicales es a través de modificaciones de su actividad
microbiana. El control de estos patdgenos se produce por inaccién o lisis de las
esporas, esclerocios o hifas, de forma directa o seguida de un corto periodo de
estimulacion del crecimiento. La produccion de antibidticos, la competencia por los
nutrientes y el parasitismo son los mecanismos de accion a través de los cuales se
ejerce este control (Pérez, 2003).

En el caso del tabaco tapado, se recomienda hacer dos aplicaciones de materia
organica; la primera en la preparacion de suelos y la segunda en la resiembra

(Empresa de Acopio y Beneficio de Tabaco Matanzas [ABT], 2006).

5.10.1.3 Estrategia varietal.

La creciente demanda de habanos en el mundo requiere del uso de variedades
mas convenientes para el incremento de su produccién (Garcia et al., 2002). En
Cuba, se inicia en 1959 el programa de mejoramiento genético dirigido a la
obtencién de nuevas variedades cubanas de tabaco negro y a la obtencion de
variedades resistentes a las principales enfermedades del cultivo. En la actualidad,
todas las variedades que se cultivan en el pais son en mayor o menor medida
resistentes a P. nicotianae (Espino, 2006a).

En la provincia de Matanzas se siembran dos variedades fundamentales por sus
buenos rendimientos para capa: Criollo 98 y Corojo 99 (Méndez, 2001). Segun el
Instituto de Investigaciones del Tabaco [lIT] (2001) ambas variedades son
resistentes a la pata prieta, sin embargo, Pino et al. (2002) especifican que la
variedad Criollo 98 es moderadamente resistente a la pata prieta, por lo que no es
recomendable su uso en suelos con grado medio o alto de contaminacién con
Phytophthora y que, si por su buena calidad se entendiera necesario plantarla en
suelos medianamente contaminados, esto se debe hacer en el mes de noviembre,
acompafnando la plantacion de aplicaciones de Trichoderma y Previcur. Espino
(2003) plantea que la incidencia de Ila enfermedad ha aumentado

significativamente, con registros inusuales en variedades que habian sido
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informadas como resistentes, por lo que se recomienda plantar la variedad de
mayor resistencia al patdégeno en aquellas areas de mayor incidencia de la
enfermedad (Espino, 2006a). La variedad Corojo 99 se parece mucho a la Criollo
98 y es muy dificil distinguirlas cuando no estan una al lado de otra, pero la
primera tiene mayor distancia de entrenudos, hojas mas grandes y mucho mas
redondeadas, mientras que la variedad Criollo 98 tiene mejor rendimiento en capa
para torcido, pero es menos resistente a Phytophthora que Corojo 99. Por tales
razones, en nuestro territorio se recomienda sembrar Corojo 99 en areas que

hayan presentado mayores afectaciones en la campana precedente (EPP, 2010).

5.10.1.4 Epoca de plantacion.

Se debera realizar la plantacién de cada area en la época menos favorable para el
desarrollo de la enfermedad, principalmente en noviembre, para que las bajas
temperaturas que se presentan en diciembre y enero impidan el rapido desarrollo
de este patégeno (IIT, 2007).

5.10.1.5 Rotacion de cultivos.

La rotacion de cultivos se puede definir como un sistema en el cual los cultivos se
siembran en una sucesion reiterativa y en una secuencia determinada sobre un
mismo terreno. La sucesion reiterativa se refiere a la forma en que las diferentes
secuencias se repiten sobre el mismo terreno durante determinado periodo de
tiempo y la secuencia determinada se refiere a la forma en que los cultivos
alternan durante un afo sobre el mismo terreno (lglesias, 2003). La rotacion de un
afio a otro disminuye considerablemente la cantidad de inéculo en el suelo. Al
respecto, Espino (2008) recomienda la rotacion de cultivos dondequiera que sea
posible y si no, por lo menos, el cultivo de abonos verdes, o sea, el cultivo de una
leguminosa durante la época en que no se planta tabaco. Posteriormente, Espino
(2010) reitera la necesidad de sembrar abonos verdes en las vegas tabacaleras.
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5.10.1.6 Seleccion negativa.

La seleccion negativa es una medida curativa que garantiza la no diseminacion del
patdgeno en el area. Para aplicarla, se deben revisar las vegas de tabaco, con
intervalos de 10 dias, a partir de los 15 dias del transplante y arrancar las plantas
enfermas para incinerarlas fuera del campo (Centro Nacional de Sanidad Vegetal
[CNSV], 2001). Cuando se detecten plantas afectadas por pata prieta, éstas se
deben sacar del campo y regular la humedad, anotando el porciento de plantas
enfermas, con vistas a futuras siembras y las implicaciones que puedan tener
(MINAGRI, 2002). Durante varios afios, para el control de la enfermedad se utilizé
la eliminacién de plantas y la demolicion de areas muy afectadas (Fernandez et
al., 2002).

5.10.2 Medidas bioldgicas.

En la actualidad la aplicacién de medios biolégicos para el control de plagas en la
agricultura reviste primordial importancia para Cuba y a escala mundial. Este
método constituye un factor importante en los programas de manejo integrado de
los cultivos, lo cual reduce la contaminacion del medio ambiente y contribuye a
lograr formas sostenibles de produccion. En Cuba se ha demostrado la efectividad
de Trichoderma spp. sobre el agente causal de la pata prieta en el cultivo del
tabaco, por lo que este agente de biocontrol se aplica ampliamente en produccién,
en forma de preparado bioldgico con resultados alentadores. En estos momentos
este agente tiene una gran aceptacion por los productores individuales,
campesinos y otras personas relacionadas con el cultivo. Existe una buena
compatibilidad de Trichoderma spp. con los plaguicidas y fertilizantes inorganicos
de mayor empleo en hortalizas y tabaco y con los biofertilizantes y bioestimulantes
aplicados a estos cultivos (Muifio et al., 2001).

5.10.2.1 Criterios generales para la aplicacion de Medios biologicos.
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Segun Carr (2003), los bioplaguicidas se dafan con la luz solar y las altas
temperaturas, los que le hacen perder su efecto, por lo que se deben aplicar en

horas de la tarde y con humedad en el suelo.

Trichoderma es compatible con productos quimicos como: Oxicloruro de Cobre,
Metalaxyl, Dimetomorph, Trifluralin, Napropamide, Dimethoato y Landacialotrina
(Carr y Elosegui, 2005).

La desinfeccion de los suelos se realizaba con bromuro de metilo, fumigante de
mayor empleo a nivel mundial, cuya alta toxicidad y efecto negativo sobre la capa
de ozono demandéd la busqueda de alternativas efectivas, entre ellas el control
biolégico con microorganismos antagonicos para reducir su consumo (Miller, 1996;
Stefanova et al., 2004). La practica posibilitd la sustitucién del bromuro de metilo,
lo cual resulté una contribucion para la proteccion del ambiente (Wagner, 2006).
Los hongos de suelo constituyen una de las principales causas de mortalidad de
las plantas cultivables, para lo cual se han empleado diferentes métodos de
control, pero sin éxito en la mayoria de los casos. Por tal motivo se ha recurrido a
diferentes alternativas de lucha, entre ellas el control biolégico, uno de los
métodos mas promisorios para disminuir los dafios en la agricultura en general
(Fernandez et al., 2006).

En Cuba, el uso del control biolégico en Cuba se inserta dentro de los programas
de manejo integrado, donde se ha comprobado que resultan mas eficaces estos
meétodos. Para ello, se encuentran implementados un grupo de programas MIP en
los cuales el control biolégico tiene una participacion importante (Fernandez-
Larrea, 2007).

5.10.2.2 Desinfeccion de posturas.

Antes de ser plantadas, todas las posturas deben desinfectarse por inmersién en

una soluciéon de Trichoderma (cepa 34), a razon de 1 Kg/10L de agua y durante un
tiempo de 5 minutos (MINAGRI, 2002).
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5.10.2.3 Colonizacion con Trichoderma.

Las especies de Trichoderma muestran una elevada actividad antagonica e
hiperparasita, por lo que son capaces de destruir las paredes celulares del interior
del hongo patdégeno. Ademas, Trichoderma es un competidor por el sustrato, por
lo que coloniza rapidamente la semilla, la rizosfera de la planta y el suelo,
predominando su poblacion por encima del patégeno (Fernandez-Larrea, 2006).
En el cultivo intercosecha se deben hacer tres aplicaciones de Trichoderma (cepa
34), para que este hongo antagonico de Phytophthora colonice bien el suelo, de
forma tal que, cuando se plante el tabaco, ya sea practicamente el dueno del area
y no permita que se desarrolle la pata prieta (Madariaga y Betancourt, 2008).

Para combatir los hongos del suelo se haran dos aplicaciones de Trichoderma en
plantacién, una en el momento de la siembra y otra en el aporque, a razén de 8

Kg/ha (Empresa de Acopio y Beneficio de Tabaco Matanzas, 2010).

5.10.3 Medidas quimicas.

En los casos de tabaco tapado, de existir antecedentes del ataque, se debe anadir
Previcur a razon de 0,2 L por 100L de agua (MINAGRI, 2008) para la desinfeccion
de las posturas y en plantacion se debe aplicar el mismo producto en el aporque.
Bayer (2009) explica que Previcur es un excelente fungicida para tratamiento en el

suelo cuando el nivel de indculo presente lo justifique.

5.10.4 Otras medidas.

1. Los arados, tractores y otros implementos deberan lavarse cuidadosamente
después de usarse en los campos infestados.

2. En cada visita que se realice a la plantacion, si la afectacion es muy grande,
se deben contar o calcular las plantas que presenten los sintomas de pata
prieta y anotar en una libreta para poder adoptar medidas adicionales
(Espino, 2006b).
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3. Los campos que manifestaron la enfermedad deben ser demolidos lo antes
posible, una vez terminado su ciclo (no mas de 10 dias), eliminando los

restos de cosecha para interrumpir la multiplicacion de patogenos del suelo
(MINAGRI, 2007).

4. Analizar las aguas que se emplean para el riego.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Obtencion e identificacion de los aislamientos de P. nicotianae en las

zonas tabacaleras del municipio Pedro Betancourt.

Las colectas del material vegetal se efectuaron durante la época Optima del
cultivo, en los meses de noviembre a febrero y en el periodo comprendido entre
los anos 2006-2010. Todas las muestras se tomaron de los principales macizos
tabacaleros del municipio de Pedro Betancourt, ubicados en areas especializadas
del cultivo en las Cooperativas de Créditos y Servicios Fortalecidas (CCSF):
Giraldo Diaz, Juan de Mata Reyes y Victoria de Giron.

De cada uno de los campos visitados y descartando aproximadamente cuatro
metros de plantacién para disminuir el efecto de borde, se seleccionaron al azar
10 plantas con sintomas de la enfermedad pata prieta (Lucas, 1975). Las plantas
se extrajeron del suelo con ayuda de implementos de labranza -para no danar las
raices- y se cortaron transversalmente, para trasladar al laboratorio solamente las
partes inferiores del tallo y las raices. Las muestras de tallo y raices se lavaron
con agua y se dejaron secar a temperatura ambiente, para ser desinfectadas con
etanol al 70 %.

El aislamiento del patégeno se realizd6 a partir de pequefias fracciones de la
médula afectada, obtenidas de cortes longitudinales de las raices y tallos, las
cuales se colocaron en medio selectivo compuesto por: Pimaricina - 10 mg,
Ampicillina - 250 mg, Rifampicina - 10 mg, Pentacloronitrobenzeno - 100mg.
(P10ARP) (Kannwischer y Mitchell, 1978), para facilitar la purificacion de las
colonias de Phytophthora spp. y su diferenciacion de las colonias de otros
microorganismos contaminantes. De las colonias crecidas en el medio selectivo, se
seleccionaron aquellas con caracteristicas propias del género Phytophthora para
pasarlas a placas Petri de 9 cm de diametro que contenian medio Papa-Dextrosa
Agar (PDA). Posteriormente, las placas se incubaron a 27° C, en condiciones de
oscuridad, durante 10 dias. Una vez obtenidas las colonias purificadas

(procedentes de tres placas por aislamiento), éstas se clasificaron segun los
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criterios establecidos por Krober (1985), para lo cual se realizaron observaciones
por triplicado de cada placa en un microscopio optico Olympus (ZEISS), con
aumento 100X. Todos los aislamientos se identificaron a partir de los parametros
establecidos para la clasificacion de la especie, segun Stamps et al., (1990) y de
observaciones de las estructuras asexuales (esporangios y clamiddsporas),
siguiendo la metodologia descrita por Hall (1993).

Los parametros evaluados para la identificacion de la especie P. nicotianae fueron:

« Para los Esporangios: forma, persistencia (caedizos o no), mediciones de
largo x ancho y caracteristicas de la papila. Se evaluaron 50 estructuras por
aislamiento.

+ Para las Clamidésporas: mediciones del diametro, ubicacion y forma. Se
evaluaron 15 estructuras por aislamiento.

+ Crecimiento a 37°C (temperatura maxima de crecimiento).

Los aislamientos duplicados de P. nicotianae se mantuvieron en tubos con medio

PDA en una incubadora refrigerada (Selecta Holcold) a temperatura de 10°C.

6.2 Determinaciéon de la densidad de in6éculo de P. nicotianae en los suelos

tabacaleros de Pedro Betancourt.

Para la determinacion de la densidad de in6culo de P. nicotianae se empled el
Método de Cebo descrito por Fernandez, Toledo y Rey (1998). Las muestras de
suelo de cada uno de los campos se homogeneizaron individualmente y se
procesaron para eliminar los restos vegetales y las particulas groseras (piedras,
terrones, etc.). 100 g de cada una de las muestras de suelo se depositaron en
recipientes de aluminio, a los cuales se les adicionaron 60 mL de agua para su
prehumectacién. Posteriormente, los frascos se sellaron para evitar la
evaporacion.

Para la determinacion de la densidad de indculo se tomaron 10 g de suelo de cada

muestra y se afadieron en un recipiente con 100 mL de agua destilada,
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agitandose fuertemente hasta su homogenizacion. Esta solucion se considero
como solucion madre para realizar las diluciones seriadas hasta la concentracién
de 1/1000. Para cada muestra a analizar, se utilizé una placa de cultivo de 26
orificios. Cada una de las diluciones se replicd en cinco orificios (2 mL), colocando
como cebo un disco de hojas de plantulas de tabaco de 1,5 cm de diametro.

Las placas de cultivo se incubaron por un periodo de cinco a seis dias en un
cuarto climatizado a 27° C = 1, con fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas
oscuridad. Las evaluaciones se realizaron con el auxilio del microscopio o6ptico,
empleando un lente 40X y consistieron en la observacion de cada una de las cinco
hojitas colocadas por cada dilucion efectuada. En todos los casos, se precis6 el
numero de hojas infectadas, para determinar el nUmero de propagulos/g de suelo

de P. nicotianae, segun la metodologia antes mencionada.

6.3 Identificacion de las razas de P. nicotianae en el municipio Pedro

Betancourt.

Para la identificacion de las razas de P. nicotianae, los aislamientos obtenidos se
inocularon en un grupo internacional de genotipos reconocidos como especies
diferenciadoras de las razas 0, 1, 3 y 4 de P. nicotianae (Tabla 1) y
proporcionados por el Instituto de Bergerac, Francia y por el Banco de

Germoplasma del Instituto de Investigaciones del Tabaco.

Tabla 1. Genotipos diferenciadores empleados en la determinacion de razas de P.

nicotianae.
Identificacion Genotipos Tipo de reaccién Referencia
Raza 0 Nicotiana Resistencia completa a (Apple, 1962;
plumbaginifolia laraza 0 1967; Sullivan,

Nicotiana longiflora | 'y susceptibilidad a la 2004; Gallut et

raza 1 al., 2006)
Raza 3 Nicotiana Susceptible a las razas (Mclintyre y
nesophila Oy1. Taylor, 1978)

Resistente a la raza 3
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Raza 4 Nicotiana Resistente a la raza 4 (Gallup et al.,

plumbaginifolia 2006)

Nicotiana longiflora | Susceptible a la raza 4

En las casas de cultivo del Instituto de Investigaciones del Tabaco se desarrollaron
los semilleros de las especies de Nicotiana sobre sustrato de cachaza (esterilizado
a 1,5 atm por 1 h), a una temperatura ambiente promedio de 24,7° C y en 78,5 %
de humedad relativa. Para el desarrollo y obtencién de las plantulas se emplearon
las medidas de riego y laboreo indicadas por el Instructivo Técnico del Tabaco
(MINAGRI, 1998), pero sin aplicaciones de fungicidas.

A los 30 dias de edad, las plantulas se trasladaron al aislador y se trasplantaron
de forma individual en bolsas negras de polietileno, que contenian 1,1 Kg. de
suelo ferralsol éutricos (Rivera et al., 2003), previamente esterilizado a 1,5 atm por
1 hora. Se utilizaron cinco plantas para cada una de las interacciones (aislamiento
X genotipo).

El indculo fue previamente reproducido en sustrato de harina - arena (Pefalver,
1983), con un ajuste de las concentraciones de todos los aislamientos hasta
obtener entre 7-9 x10* unidades formadoras de colonias (UFC) en 15 g de
sustrato. A los 15 dias de efectuado el trasplante, se realizé la inoculacion de las
plantas, a razén de 15 g de indculo/planta. Para ello, se separé la tierra alrededor
del tallo hasta lograr ver las primeras raices, sobre las cuales se afiadi6 el inéculo.
Después de la inoculacion, las raices se cubrieron nuevamente con la tierra
removida. Las plantas se regaron diariamente con 150 mL de agua por bolsa para
preservar la humedad. Transcurridos 21 dias, se realizaron las evaluaciones para
la identificacion de las razas, para lo cual se extrajeron cuidadosamente las
plantas de cada una de las bolsas, con la finalidad de no dafiar las raices. Para
observar los sintomas de la enfermedad, se realizaron cortes longitudinales en los
tallos y las raices de todo el material vegetal. La patogenicidad de los aislamientos
se determind segun la escala de Zhang et al. (2003) que emplea las siguientes

categorias:
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e Presencia de sintomas, planta enferma = 1

e Ausencia de sintomas, planta sana = 0.

Para la clasificacion de las razas en 0, 1, 3 y 4, se tuvieron en cuenta los criterios
de Su y Zhang (2001) y Zhang et al. (2003). Estos autores reconocen la presencia
de las razas en los cultivares diferenciales cuando el aislamiento provoca

sintomas de enfermedad en al menos tres de las cinco plantas inoculadas.

6.4 Identificacion de los grupos patogénicos de la raza 0 de P. nicotianae en

el municipio Pedro Betancourt.

Teniendo en cuenta el resultado de la identificacién de razas (Epigrafe 6.3) se
identificaron los grupos patogénicos de los aislamientos que resultaron
clasificados como raza 0, segun la metodologia de Toledo (2009). La obtencion de
las plantulas de las variedades de Nicotiana tabacum var. Habana 2000 y
Nicotiana tabacum var. Corojo Especial, asi como el procedimiento experimental y
las inoculaciones en estos ensayos se ejecutaron siguiendo los procedimientos ya
descritos en el Epigrafe 6.3.

En cada uno de los ensayos efectuados se incluyé un aislamiento control de cada
uno de los grupos patogénicos de la raza 0, los que se encuentran conservados

en la Micoteca del Instituto de Investigaciones del Tabaco (Tabla 2).

Tabla 2. Aislamientos controles para la identificacién de los grupos 1, 2y 3 de la

raza O de P. nicotianae.

Grupos patogénicos Aislamientos
Raza 0 Grupo 1 3
Raza 0 Grupo 2 125
Raza 0 Grupo 3 51

Las evaluaciones se efectuaron mediante la escala de 4 grados (0 a 4) de
Penalver (1983), en la cual:
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» Grado 0 = planta sana

= Grado 1 = presencia de la enfermedad con afectacién en raiz
» Grado 2 = afectacion en raiz y tallo

» Grado 3 = afectacion en raiz, tallo y hojas

» Grado 4 = planta muerta

Los calculos para la intensidad de ataque del patégeno se efectuaron mediante la

férmula de Townsend y Heuberger, citado por Pérez (2003):

-100

donde:

I: Intensidad del ataque del patégeno (en %)
n,: Total de plantas con grado v de la escala
v: grado respectivo de la escala

N: total de plantas evaluadas

j: grado maximo de la escala

Para la clasificacion de los grupos patogénicos, se utilizaron el Programa
Estadistico Statistica plus for Windows (1998) y el analisis estadistico de
conglomerado (K means), para agrupar a los aislamientos, incluyendo también los
resultados en los aislamientos controles de los grupos 1, 2, y 3 de laraza 0 (Tabla
2).

El numero de aislamientos que integré cada grupo patogénico fue comparado con
el numero total de aislamientos mediante un analisis de comparacion multiple de
proporciones (SCP, 1998).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 Obtencion e identificacion de los aislamientos de P. nicotianae en las

zonas tabacaleras del municipio Pedro Betancourt.

De los muestreos realizados en las zonas tabacaleras de Pedro Betancourt se
obtuvieron 27 aislamientos de Phytophthora nicotianae, que se presentan en la
Tabla 3. Esta coleccién estd depositada actualmente en la Micoteca del

Departamento de Fitopatologia del Instituto de Investigaciones del Tabaco (San

Antonio de los Bafios, Habana, Cuba).

Tabla 3. Identificacién y procedencia de los aislamientos de P. nicotianae

Aislamientos | Identificacion Productor CCSF
1 PB 1 Luis Romillo Juan de M. Reyes
2 PB 3 Kenia Zamora Giraldo Diaz
3 PB4 Rober Remis Giraldo Diaz
4 PB 5 Yusdel Sarmiento Giraldo Diaz
5 PB 6 Ariel Hernandez Giraldo Diaz
6 PB7 Antonio Pauza Victoria de Girén
7 PB 8 Pablo Navarro Giraldo Diaz
8 PB 9 Manuela Castellon Giraldo Diaz
9 PB 10 Vladimir Pedroso Giraldo Diaz
10 PB 15 Nicomedes Herrera | Victoria de Girdn
11 PB 16 Alejandro Cruz Victoria de Girén
12 PB 23 Ricardo Benitez Juan de M. Reyes
13 PB 24 Camilo Martinez Giraldo Diaz
14 PB 25 Alain Prado Giraldo Diaz
15 PB 27 Juan A. Noriega Silva Giraldo Diaz
16 PB 28 Maikel Herrera Giraldo Diaz
17 PB 29 Antonio Robaina Giraldo Diaz
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18 PB 31 Maria C. Sardinas Giraldo Diaz
19 PB 32 Carlos Pereira Giraldo Diaz
20 PB 33 Jorge Guerra Victoria de Girén
21 PB 34 Roberto Yanez Giraldo Diaz
22 PB 35 Juan Luis Perdomo Giraldo Diaz
23 PB 36 Idelkis Boi Casana Giraldo Diaz
24 PB 37 Orlando Ramos Giraldo Diaz
25 PB 38 Roberto Gonzalez Giraldo Diaz
26 PB 39 Yoel Gonzalez Giraldo Diaz
27 PB 40 Sergio Triana Victoria de Girén

Los 27 aislamientos presentaron esporangios persistentes (no caedizos), de forma
elipsoidal, ovoide, piriforme o esféricos, con papilas prominentes -como se

observa en la Figura 1- y ocasionalmente con dos papilas en el mismo esporangio.

.

Figura 1. Esporangios persistentes y papilados observados en los

aislamientos de P. nicotianae (400X).

Las dimensiones obtenidas a partir de las mediciones efectuadas a los
esporangios variaron extensamente y oscilaron entre 16 y 69 ym de largo por 16 a
50 ym de ancho, con una media de 41,5 x 31,5um. Se observaron abundantes

clamiddsporas terminales o intercalares, cuyos diametros oscilaron entre 14 y 37
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um, con un promedio de 28,6 ym. Estos valores se encuentran dentro de los
intervalos informados por Stamps et al. (1990) y Hall (1993) para la especie P.
nicotianae.

La gran variabilidad en el tamafo de las estructuras asexuales para P. nicotianae
y otras especies del género, informada por Hall (1993), dificulta la clasificacion.
Por ello, para la clasificacion taxonémica de las especies del género se considera
ademas la temperatura maxima de crecimiento del aislamiento.

En la experiencia desarrollada por la autora del presente trabajo, todos los
aislamientos crecieron hasta la temperatura de 37° C, lo cual coincide con la
temperatura maxima de crecimiento de P. nicotianae referida por Erwin y Ribeiro
(1996). En Cuba, Penalver y Garcia (1988) determinaron que el intervalo de
temperaturas minima y maxima para el crecimiento de P. nicotianae oscilaba entre
10° y 35° C. Posteriormente, Fernandez (1998) informdé temperaturas minimas de
crecimiento de 5° C y maximas de 37° C, con un optim0 de 30 °C para esta
especie.

El intervalo de temperatura, la temperatura maxima de crecimiento y las
caracteristicas de los esporangios, son considerados los indicadores esenciales
para la clasificacion de las especies de Phytophthora (Hall, 1993; Erwin y Ribeiro,
1996). Las caracteristicas evaluadas en los aislamientos identificados en el
presente trabajo coinciden con los criterios establecidos para el género
Phytophthora por Erwin y Ribeiro (1996), asi como con las caracteristicas
determinadas por Waterhouse (1963), Hall (1993) y Erwin y Ribeiro (1996) para

definir la especie P. nicotianae.

7.2 Determinacion de la densidad de in6culo de P. nicotianae en los suelos
tabacaleros de Pedro Betancourt.

Como se aprecia en la Tabla 4 (Anexo 1), en los 27 suelos utilizados para la
determinacion de la densidad de in6culo se observé la presencia del patogeno P.
nicotianae, lo que demuestra su alta distribucion de P. nicotianae en los suelos

tabacaleros del municipio Pedro Betancourt.
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En todos los casos, las densidades de indculo detectadas oscilaron entre 2 y 15
propagulos/gramo de suelo, lo que corrobora la incidencia de la enfermedad pata
prieta, historicamente es informada en las areas tabacaleras del municipio. La
estandarizacion de la técnica de cebo, desarrollada en Cuba por Fernandez et al.
(1998) y utilizada por la autora demuestra nuevamente su efectividad para el
recobrado y cuantificacion del hongo en los suelos destinados al cultivo del tabaco
(Toledo, Infante y Gonzalez, 1998).

Los resultados obtenidos en las determinaciones de la densidad de in6culo y la
intensidad de ataque del patégeno demuestran una relacion directa entre ambos
parametros. En la Figura 2, donde se muestran los resultados sobre la relacion
entre densidad de indéculo y porcentaje de plantas enfermas en los suelos
tabacaleros de Pedro Betancourt, se aprecia que han existido mayores
afectaciones de la enfermedad pata prieta en aquellos suelos donde las
densidades de inoculo resultaron mas altas. Un ejemplo claro de este fendmeno
se observa en los suelos identificados como PB 5 y PB 31. Por otra parte, en los
suelos con densidades de inéculo bajas (1 a 3 propagulos/g de suelo), el % de
plantas enfermas result6 menor, como se observa en los suelos identificados
como PB 6, PB 16, PB 24, PB 32 y PB 40.

% de plantas enfermas

O Densidad indcuk

PO |PE|PB | PO| PB| PB| PB| PB| PB PB| PB| PE PO | PO |PO| PB| PB| PB| PB PB|PB|PB| PB| PB| PB| PB|PB
1|3 |4 5| 6|7 8|9 |10(15(1|23 242527 2829|3132 |33 |34|35|36(37|38|39|40
% de 2122 4|1 (1|2 |2[2|3|1[2[1[1]1]2[1|4|1 1]|1[1]2]2]2]|2]1
O Densidad mioulo 95| 6 |4 (11| 2 |4 (454 |35 7(2)4|2 |35(35/45| 4 |15 2 [25(25|25|55(35/4 | 5|2
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Leyenda: % de plantas enfermas expresado en grados: Grado 1 = menos del 10% de plantas
enfermas; Grado 2 = 11 - 20% de plantas enfermas; Grado 3 =21 - 30% de plantas enfermas;
Grado 4 = mas del 30% de plantas enfermas.

Figura 2. Densidad de in6culo y porcentaje de plantas enfermas en los suelos

tabacaleros de Pedro Betancourt.

En investigaciones concernientes a diversos patdgenos, diferentes autores han
determinado la gran importancia que tiene la deteccion y cuantificacion de éstos
en los suelos antes de la siembra del cultivo, para permitir realizar una mejor
seleccion de los campos, con menor riesgo de incidencia de las enfermedades
provocadas por dichos patdégenos, aspecto este corroborado por Camperota
(1980) con las especies de Pythium y Rhizoctonia solanii respectivamente.

En inoculaciones artificiales de suelo con P. nicotianae se determiné que con 5, 42
y 158 zoosporas del hongo/planta se produjeron 10, 50 y 90% de infeccién
respectivamente en variedades susceptibles de tabaco. Sin embargo, la
inoculacion de sélo 9 clamidosporas produjo un 50 % de infeccién de las plantas
(Kannwischer y Mitchell, 1981). Los resultados obtenidos en el presente trabajo
coinciden con los informados por Fernandez et al. (2002), quienes determinaron
que existe una proporcionalidad directa entre las densidades de indculo que se
recobran en los suelos y el inicio de las epifitias provocadas por P. nicotianae en
tabaco. Y coinciden ademas con Sullivan (2005), quien informé que para que se
inicien las epidemias de pata prieta sélo bastan densidades de in6culo menores de

1 propagulo/g de suelo.

7.3 Identificacion de las razas de P. nicotianae en el municipio Pedro

Betancourt

El estudio efectuado para la identificacion de razas de P. nicotianae evidencid
solamente la presencia de la raza 0 dentro de los aislamientos caracterizados.
No se detectaron aislamientos que correspondieran con la respuesta de
patogenicidad reconocida internacionalmente para las razas 1, 3 y 4. La
identificacion de razas de cada uno de los aislamientos se presenta en la Tabla 4.

33



Tabla 4. Identificacion de razas de los aislamientos de P. nicotianae frente a los

genotipos de Nicotiana diferenciadores de razas.

Identificacion | Especies de Nicotiana diferenciadoras de razas | Identificacion
de los de raza
aislamientos | N- plumbaginifolia | N. longiflora | N. nesophyla
PB 1 - - + Raza 0
PB 3 - - + Raza 0
PB 4 - - + Raza 0
PB 5 - - + Raza 0
PB 6 - - + Raza 0
PB 7 - - + Raza 0
PB 8 - - + Raza 0
PB 9 - - + Raza 0
PB 10 - - + Raza 0
PB 15 - - + Raza 0
PB 16 - - + Raza 0
PB 23 - - + Raza 0
PB 24 - - + Raza 0
PB 25 - - + Raza 0
PB 27 - - + Raza 0
PB 28 - - + Raza 0
PB 29 - - + Raza 0
PB 31 - - + Raza 0
PB 32 - - + Raza 0
PB 33 - - + Raza 0
PB 34 - - + Raza 0
PB 35 - - + Raza 0
PB 36 - - + Raza 0
PB 37 - - + Raza 0
PB 38 - - + Raza 0
PB 39 - - + Raza 0
PB 40 - - + Raza 0

La identificacion de las razas se basa en la patogenicidad de los aislamientos en
los genotipos diferenciadores (Gallup y Shew, 2006). Se reconocen como
aislamientos raza 1 aquellos que resulten patogénicos a las especies N.
plumbaginifolia y N. longiflora (Apple, 1967). Apple (1962) denomind raza 0 a
aquellos aislamientos no patogénicos a la especie Nicotiana plumbaginifolia Vir., ni

a lineas derivadas de ésta, diferenciandolos asi de los aislamientos raza 1, que
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causaban enfermedad a estas especies (Hendrix y Flowers, 1967). Desde hace
muchos afios, se conoce como interactian ambas razas, y como emerge la raza 1
en una poblacion identificada y previamente diagnosticada como raza 0, en
respuesta a la presion de seleccion por la siembra de N. plumbaginifolia o de
variedades que poseian el gen de resistencia completa a la raza 0 (Apple, 1967;
Hendrix y Flowers, 1967).

Todos los aislamientos obtenidos del municipio Pedro Betancourt provocaron
graves sintomas en la especie N. nesophyla, por lo que en esta zona se descarta
la presencia de la raza 3 de P. nicotianae. La raza 3 se caracteriza por no ser
patogénica a N. nesophyla, mientras que esta especie es afectada por los
aislamientos de las razas 0 y 1 (Mclintyre y Taylor, 1978). En los experimentos
efectuados no se observaron respuestas diferenciales de resistencia entre las
especies N. longiflora y N. plumbaginifolia, por lo que se descarta la presencia de
la raza 4 dentro de los aislamientos evaluados. Esta raza puede ser determinada
por su patogenicidad para N. longiflora y su no patogenicidad para N.
plumbaginifolia (Gallup et al. 2006). La raza 1 es considerada como la mas severa
y nociva dentro de las informadas para este patéogeno (Li y Bass, 2006).

Los estudios efectuados en Cuba notificaron la presencia de la raza 0 con un 80%
de frecuencia de aparicion con respecto a la raza 1. La region central del pais se
destaco por reunir el mayor porcentaje de aislamientos de la raza 1. Toledo (2008)
plantea ademas que, la presencia en areas tabacaleras del pais de la raza 1 de P.
nicotianae se caracteriza por ser muy patogénica en variedades comerciales
cubanas resistentes a la raza 0, lo que ha originado medidas fitosanitarias
estrictas como la prohibicion de la siembra del cultivo en las areas donde se
detecte dicha raza.

Los programas para el manejo de pata prieta a través del uso de la resistencia
varietal del cultivo han demostrado que la rotacion de variedades que poseen
resistencia completa (derivadas de N. plumbaginifolia) con variedades que
presentan altos niveles de resistencia parcial (para ambas razas del patégeno),
proporcionan un mejor control de la enfermedad y disminuyen los cambios vy el

surgimiento de nuevas razas del patégeno (Sullivan, 2005). Todas las variedades
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de tabaco que se cultivan en el pais son resistentes en mayor o menor medida a la
raza 0 de P. nicotianae, sin embargo, hasta el momento no se poseen variedades

resistentes a la raza 1 (Toledo, 2006).

7.4 Identificacion de los grupos patogénicos de la raza 0 de P. nicotianae en
el municipio Pedro Betancourt.

En la Tabla 5 (Anexo 2) se presentan los valores promedio de Intensidad de
ataque del patdgeno en los grupos patogénicos de P. nicotianae El analisis de
conglomerado (K means) para agrupar a los aislamientos de acuerdo con la
intensidad de ataque del patdgeno arrojo la presencia de tres grupos patogénicos
de la raza 0, lo que ratifica la variabilidad patogénica de esta raza de P. nicotianae.
Ninguno de los tres grupos patogénicos obtenidos en los suelos tabacaleros del
municipio Pedro Betancourt provocaron sintomas en la especie N. plumbaginifolia,
lo cual confirma la presencia en dichos suelos solamente de la raza 0 y ratifica los
resultados obtenidos en la identificacion de razas. Al respecto, estos resultados
pueden observarse en la Figura 3.

70 @ raza 0 grupo de patogenicidad intermedia | |
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Figura 3. Clasificacién de la patogenicidad segun la intensidad de ataque de los

aislamientos de P. nicotianae.
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Los tres grupos patogénicos de la raza 0 se diferenciaron entre si por provocar
comportamientos diferenciales de patogenicidad en las variedades Habana 2000 y
Corojo Especial. La raza 0 grupo de patogenicidad alta (raza 0 gr.- 1) provoco los
mayores valores de intensidad de ataque del patbgeno en ambas variedades y se
diferencio de la raza 0 de patogenicidad baja (raza 0 gr. -3), la cual provoco los
valores promedio de intensidad de ataque mas bajos en dichas variedades. El
grupo de la raza 0 de patogenicidad intermedia (raza 0 gr.- 2) se ubicé con valores
intermedios de patogenicidad entre los dos grupos anteriores.

La identificacion de los grupos patogénicos de la raza 0 en los aislamientos de P.
nicotianae aparece en la Tabla 6, Anexo 3.

Los valores promedio de intensidad de ataque del patégeno de los grupos
patogénicos de P. nicotianae identificados en las areas tabacaleras del municipio
de Pedro Betancourt coinciden con los valores de intensidad de ataque informados
por Toledo (2008), quien sdlo incluyd un aislamiento de la provincia de Matanzas
identificado como MTZ y clasificado como raza 0 grupo de patogenicidad
intermedia (raza 0 gr.- 2).

Como resultado de la caracterizacion patogénica de los 27 aislamientos obtenidos
y del analisis estadistico realizado, se pudo apreciar que el 55,6% de estos
aislamientos pertenecio a la raza 0 de patogenicidad alta, el 29,6% correspondio a
la raza 0 de patogenicidad intermedia y sélo el 14,8% se ubico en el grupo de la
raza 0 de baja patogenicidad (Figura 4). Estos resultados coinciden con los
planteamientos de Toledo (2006), quien informa que la raza 0 de los grupos de
patogenicidad alta e intermedia se caracteriza por provocar los valores de
intensidad de ataque mas severos en las variedades cubanas que se cultivan en la
actualidad, lo cual puede constituir una de las posibles causas de la alta incidencia
de la enfermedad pata prieta en el municipio de Pedro Betancourt.
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Leyenda: Letras diferentes difieren significativamente (p < 0,05)

Figura 4. Representatividad de los diferentes grupos patogénicos de P.

nicotianae.

Resultados internacionales obtenidos por Lacourt, Panabieres y Marais (1994),
Colas et al. (1998) indican variabilidad patogénica en aislamientos de tabaco. Mas
recientemente, Zhang et al. (2003) determinaron la presencia de dos razas para P.
nicotianae y de grupos patogénicos pertenecientes a la raza 0 en areas
tabacaleras de China.

En Cuba, la caracterizacion de las variedades comerciales de tabaco frente a los
grupos patogénicos de la raza 0 demostré que la variedad Criollo-98 es la menos
tolerante frente a los tres grupos patogénicos de la raza 0 de P. nicotianae
(Toledo, 2006; Espino, 2008, 2009).

A su vez, la gran variabilidad patogénica de P. nicotianae en el pais promovio la
necesidad de efectuar los trabajos de seleccion varietal en condiciones
controladas, en los cuales se inoculan artificialmente en las lineas promisorias los
aislamientos pertenecientes a los grupos patogénicos mas agresivos (Toledo,
2009).
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7.5 Posibles causas de la alta incidencia de la enfermedad pata prieta en las

areas tabacaleras del municipio de Pedro Betancourt, provincia de Matanzas.

En todos los suelos tabacaleros monitoreados de Pedro Betancourt (27) fue
detectado el patdégeno, lo que demuestra la alta distribucion de P. nicotianae en
estas areas de cultivo. Este aspecto, conjuntamente con el gran numero de
propagulos recobrados en cada uno de los suelos, fundamenta la alta incidencia y
las pérdidas que se producen en el tabaco por la enfermedad pata prieta. Los
resultados obtenidos demuestran que solo en el 28 % de los suelos se encuentran
densidades de in6culo iguales o inferiores a 2,5 propagulos de P. nicotianaelg. de
suelo, valor limite de densidad de indculo que recomiendan el Instructivo Técnico
del Tabaco y la Direccién de Sanidad Vegetal del cultivo para que un suelo sea
seleccionado en préximas campanas (Espino et al. 1997). Densidades de in6culo
superiores a 2,5 propagulos/g. de suelo bastan para desencadenar significativas
epifitias en los suelos tabacaleros (Toledo, 2006). Un ejemplo significativo de esta
situacion lo constituyd el suelo cuyo aislamiento fue identificado como PB 5, que
tuvo que ser demolido a los 25 dias de sembrado (Empresa de Acopio y Beneficio
de Tabaco Matanzas, 2011) por presentar densidades de in6culo de 11
propagulos/g. de suelo.

Otro de los factores que inciden en la alta incidencia de pata prieta en los suelos
tabacaleros de Pedro Betancourt es la escasa o nula rotacion de cultivos, causa
fundamental de las contaminaciones y densidades de in6culo que se informan. La
siembra reiterada de tabaco por mas de 10 afios ha traido como consecuencia las
elevadas densidades de indculo, por lo que el 72% de los suelos monitoreados
muestran valores superiores a 2,5 propagulos/g de suelo.

Las encuestas realizadas a los productores en las campafas 2006-07 y 2009-10,
conjuntamente con los Historiales y Registros Fitosanitarios consultados
demuestran como los suelos son explotados por periodos extremadamente largos.
En la campafia 2006-07, el 44,4% de los suelos se habian sembrado por 9 afios
consecutivos (Figura 5a). Este aspecto se enfatiza en la campana 2009-10, en la
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cual, los valores ascendian a 55,6% para los suelos con siembra consecutiva

entre 10 a 12 afos (Figura 5b).
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Figura 5a. Anos de explotacién de los suelos con tabaco en la Campafia 2006-07.
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Figura 5b. Afos de explotacion de los suelos con tabaco en la Campara 2009-10.

Internacionalmente, se reconoce la sobrevivencia en suelo de las especies del
género Phytophthora. P. nicotianae sobrevive en forma de micelio, zéosporas,
zoosporangios, quistes, clamiddésporas y oosporas y sus propagulos pueden
recuperarse hasta después de cinco anos sin la siembra del cultivo (Csinos, 2005;
Sullivan, 2005).
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En Cuba, Penalver et al. (1987), determinaron el efecto de la rotaciéon de cultivos
en la disminucién de la incidencia de la pata prieta del tabaco y concluyeron que
una rotacién larga, de 3 a 4 anos, fue mas efectiva que las rotaciones de 1 o 2
afos. Se considera que las clamiddésporas del hongo constituyen la fase de
hibernaciéon en el suelo, debido a su estructura y capacidad para germinar tras
largos meses de latencia, pero este aspecto no se ha verificado en la actualidad
(Fernandez, 1998). Durante mucho tiempo, la rotacion de cultivos ha sido la
principal practica cultural que ha permitido obtener un O6ptimo uso de los
nutrientes, ademas de lograr un adecuado control de malezas y de enfermedades
(Gallup, Sullivan y Shew, 2010).

Los resultados en la caracterizacién de la patogenicidad de P. nicotianae en los
suelos de Pedro Betancourt demostraron la no presencia de la raza 1, sin
embargo, el alto porcentaje de los grupos de aislamientos identificados como raza
0 de alta e intermedia patogenicidad, son resultados importantes que influyen en
las afectaciones que se producen por pata prieta en estos suelos. Esta situacion,
conjuntamente con la siembra reiterada de la variedad Criollo 98 durante periodos
prolongados, ha provocando un aumento del potencial de in6culo en los suelos
tabacaleros de Pedro Betancourt. Ejemplos que se exponen en la Tabla 7
resumen la influencia que aqui ejercen la variedad de tabaco y la secuencia
varietal en las diferentes campafias sobre la expresion de la enfermedad pata
prieta.

Tabla 7. Influencia de la variedad y secuencia varietal en las campafas

tabacaleras sobre la distribucion e intensidad del ataque de pata prieta.

Campana 2006-07 | Campaiia 2007-08 Campaiia 2008-09 Campaia 2009-10
()
o
5
© Enf. | Inten. Enf. | Inten. Enf. | Inten. . Inten.
2 Var. (%) | Enf. Var. (%) | Enf. Var. (%) Enf. Var. | Enf. (%) Enf.

PB4 | C98 |[435| 4 C-98 | 31,0 4 [Co-99 | 28,0 3 C-98 |Demolido

PB31|C-98 | 29 1 H-2000 | 0,0 0 |Co99| 9 1 C-98 |Demolido

PB10, C-98 | 2 1 C-98 | 884 4 [Co-99| 281 3 C-98 | Demolido
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Leyenda: Var. = Variedad; Enf: = Enfermedad; Inten: = Intensidad; C-98: Criollo-98; H-2000:
Habana-2000; Co-99: Corojo-99.

El campo identificado como PB 4 fue sembrado con la variedad Criollo 98 durante
dos campafias consecutivas, provocando una afectacién mayor que un 30%. En la
campafa 2008-09, se cambio6 la variedad por Corojo 99, de mayor tolerancia a la
pata prieta (Toledo, 2006) y se redujo el porcentaje de plantas enfermas a 28%.
Sin embargo, al volver a utilizar la variedad Criollo 98 en la camparfa 2009-10 se
produjeron brotes epifitéticos severos que trajeron consigo la demolicién del
campo.

Para el campo PB 31, donde existian todavia bajas afectaciones (2,9%) en la
campafa 2006-07, la variedad Habana 2000, sembrada en la campafia 2007-08,
redujo la incidencia de la enfermedad a 0. Sin embargo, al cambiar la variedad por
Corojo 99 en la campana 2008-09, el porcentaje de plantas enfermas subio a 9% y
cuando mas tarde, en la campana 2009-10, se retomo la variedad Criollo 98, el
campo tuvo que ser demolido. En campos con altos niveles de indculo se
recomienda emplear la variedad Habana 2000, pues ésta es, dentro de las
variedades comerciales, la de mayor resistencia a los grupos mas virulentos de la
raza 0 (Espino, 2003). Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente
trabajo demuestran que, aunque fue muy efectiva para la campana 2007-2008, no
basta sembrarla s6lo por un afo para disminuir el potencial de in6culo del
patégeno en los suelos. Similar comportamiento fue observado en el campo
identificado como PB10, donde luego de haber obtenido afectaciones de 88,4%
por la enfermedad en la campana 2007-2008 con la variedad Criollo-98, se
sembro la variedad Corojo 99 en la campana 2008-09, que redujo la misma a un
28% de afectaciones, para posteriormente ser demolido en la campana 2009-10
por sembrar nuevamente la variedad Criollo 98. Segun Espino (2009, 2010) esta
variedad de excelente rendimiento y alta productividad estd recomendada en
suelos con bajos niveles de propagulos/g de suelo de P. nicotianae.

En la actualidad, los programas de manejo para la enfermedad pata prieta en el
Sur de Africa consisten en una buena rotacién de cultivos, manejo de los niveles

de nitrégeno en los suelos y rotacion de variedades, ademas de alternativas de
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productos quimicos. Todas estas alternativas, disminuyen la presion de seleccién
y la alta agresividad de los aislamientos y evitan la aparicion de nuevas razas del
patégeno (Van, Wingfield y Drenth, 2002).

Para América del Norte, las densidades de in6culo son manejadas mediante
secuencia de variedades y resistencia del hospedante a P. nicotianae. En la
Florida también existen alternativas para el manejo de la enfermedad pata prieta,
que consisten en alternar, para el manejo de las razas del patdégeno, las
variedades de tabaco con resistencia parcial y total, ademas de emplear cultivares
medianamente resistentes con aplicaciones de productos quimicos (Kucharek,
2004; Sullivan et al., 2010; Parkunan, Johnson and Hong, 2010).

Otras alternativas internacionales han demostrado muy buenos resultados con el
uso de Trichoderma. Argentina, al igual que Cuba, realiza aplicaciones de este
control biolégico para el manejo de enfermedades fungicas del suelo en tabaco
(Gasoni et al., 2004).

En Cuba, Fernandez et al. (2002) establecieron estrategias efectivas para evitar
epifitias por pata prieta en tabaco, las cuales consistieron en la seleccion de
campos con bajos niveles de indculo, la solarizacion y la rotacion de cultivos,
como medidas agricolas y en el uso de Trichoderma harzianum en funcién del
nivel de infestacion del suelo como control biolégico. La misma autora demostro y
recomendo la determinacion de la densidad de in6culo para cuantificar el nivel de
infestacion de los suelos antes de la siembra del cultivo, conjuntamente con el
empleo de aplicaciones de fungicidas. Todas estas acciones permitieron
establecer el manejo de la enfermedad, disminuir los riesgos de epifitias y reducir
las pérdidas en el cultivo del tabaco por la enfermedad pata prieta.

Otras medidas incorporadas para mitigar las pérdidas por pata prieta consisten en
seleccionar la variedad en dependencia de la intensidad y el grado de afectacion
en el campo (Espino, 2008). En los campos con altas afectaciones se orienta
sembrar la variedad mas resistente y aplicar Trichoderma y Previcur, con
recomendaciones de plantar el cultivo en el mes de noviembre (Espino, 2009).
Existe en Cuba un programa bien estructurado para el manejo de la enfermedad

pata prieta, sin embargo, su alta incidencia sigue provocando dafios econdmicos
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en diferentes zonas del pais, y el municipio de Pedro Betancourt, en la provincia
de Matanzas, no esta libre de esta problematica. Tanto la seleccion y descanso de
los suelos, como la rotacion de cultivos y el empleo de estrategias varietales mas
resistentes al patégeno y a los grupos patogénicos de la raza O identificados,
conjuntamente con la implementacién de las determinaciones de la densidad de
inéculo de P. nicotianae, seran acciones que deberan acometerse para un manejo

racional de los suelos y el control eficiente de la enfermedad pata prieta.
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. CONCLUSIONES

. Se establecié una coleccion de 27 aislamientos de P. nicotianae procedentes
de los suelos tabacaleros del municipio de Pedro Betancourt, provincia de
Matanzas.

. Se identificd P. nicotianae en todos los suelos monitoreados, de los cuales, el
72% mostro niveles de indculo del patdégeno entre medio y alto.

. Las razas 1, 3 y 4 no fueron identificadas entre los aislamientos de P.
nicotianae.

. Los mayores porcentajes de aislamientos de la raza 0 (55,6 y 29,6%)
coincidieron con los grupos de alta e intermedia patogenicidad.

. La no rotacién de cultivos, la alta densidad de in6culo y el numero de
aislamientos de alta patogenicidad de la raza 0 de P. nicotianae son las causas
que favorecen la alta incidencia de la enfermedad pata prieta en el municipio

Pedro Betancourt de la provincia de Matanzas.
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9. RECOMENDACIONES

+ Iniciar un programa de manejo de la enfermedad pata prieta en los suelos
tabacaleros del municipio de Pedro Betancourt, que tenga en cuenta los

resultados obtenidos en el presente trabajo.
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11. ANEXOS

Anexo 1.

Tabla 4. Densidades de in6culo de P. nicotianae en los suelos tabacaleros de
Pedro Betancourt.
Identificacion Productor Densidad inéculo

Propagulos/g de suelo

PB 1 Luis Romillo 55
PB 3 Kenia Zamora 6
PB 4 Rober Remis 4
PB 5 Yusdel Sarmiento 11
PB 6 Ariel Hernandez 2
PB 7 Antonio Pauza 4
PB 8 Pablo Navarro 4,5
PB 9 Manuela Castellon 4
PB 10 Vladimir Pedroso 3,5
PB 15 Nicomedes Herrera 7
PB 16 Alejandro Cruz 2
PB 23 Ricardo Benitez 4
PB 24 Camilo Martinez 2
PB 25 Alain Prado 3,5
PB 27 Juan A. Noriega 3,5
PB 28 Maikel Herrera 4,5
PB 29 Antonio Robaina 4
PB 31 Maria C. Sardinas 15
PB 32 Carlos Pereira 2
PB 33 Jorge Guerra 2,5
PB 34 Roberto Yanez 25

PB 35 Juan Luis Perdomo 2,5



PB 36
PB 37
PB 38
PB 39
PB 40

Idelkis Boi Casafa
Orlando Ramos
Roberto Gonzalez
Yoel Gonzalez

Sergio Triana

5,5
3,5



Anexo 2.

Tabla 5. Valores promedio de Intensidad de ataque del patégeno en los grupos
patogénicos de P. nicotianae.
Genotipos Raza0 gr.-1 Raza0 gr.-2 RazaOgr.-3
Habana 2000 56,7 40,0 10
Corojo Especial 46,7 24,6 5
N. plumbaginifolia 0 0 0



Anexo 3.

Tabla 6. Identificacion de los grupos patogénicos de la raza 0 en los aislamientos

de P. nicotianae.

Identificacion Productor Grupos Patogénicos
PB 1 Luis Romillo Raza 0 Grupo 2
PB 3 Kenia Zamora Raza 0 Grupo 1
PB 4 Rober Remis Raza 0 Grupo 3
PB 5 Yusdel Sarmiento Raza 0 Grupo 3
PB 6 Ariel Hernandez Raza 0 Grupo 1
PB 7 Antonio Pauza Raza 0 Grupo 1
PB 8 Pablo Navarro Raza 0 Grupo 3
PB 9 Vega 4 Manuela Raza 0 Grupo 1
PB 10 Vega 5 Vladimir Raza 0 Grupo 1
PB 15 Nicomedes Herrera Raza 0 Grupo 2
PB 16 Alejandro Galindo Raza 0 Grupo 3
PB 23 Ricardo Benitez Raza 0 Grupo 2
PB 24 Camilo Martinez Raza 0 Grupo 1
PB 25 Vega 2 Neno Raza 0 Grupo 1
PB 27 Vega 3 J. Carlos Catalla Raza 0 Grupo 2
PB 28 Maikel Herrera Raza 0 Grupo 1
PB 29 Antonio Robaina Raza 0 Grupo 2
PB 31 Carmen Sardifas Raza 0 Grupo 2
PB 32 Carlos Peteira Raza 0 Grupo 2
PB 33 Jorge Guerra Raza 0 Grupo 1
PB 34 Roberto Yanes Raza 0 Grupo 1
PB 35 Juan Luis Perdomo Raza 0 Grupo 2
PB 36 Vega 1 ldenkis Raza 0 Grupo 2
PB 37 Orlando Ramos Raza 0 Grupo 1
PB 38 Roberto Gonzalez Raza 0 Grupo 2
PB 39 Yoel Gonzalez Raza 0 Grupo 1
PB 40 Sergio Triana Raza 0 Grupo 1
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