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RESUMEN

La explotacion intensiva de las casas de cultivo protegido, conduce al incremento de los problemas con las plagas, lo
que trae como consecuencia un aumento en el nimero de las aplicaciones quimicas; pero la utilizacion de plaguicidas
de alta residualidad, sobre todo en las fases de produccion-cosecha, provocan dafios a la salud humana y al medio
ambiente; por lo que es necesario ir a la bisqueda de alternativas para el control de las enfermedades en estos
sistemas. Se determind la inhibicion ejercida por diferentes concentraciones de los bioproductos del Nim (NeoNim
60 CE y OleoNim 80 CE) y una solucion de Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn, sobre la germinacion conidial
de Pseudoperonospora cubensis (Berk. Y Curt) Rostow, causante de la enfermedad mildiu velloso, limitante del
cultivo del pepino en Cuba. También se estudid en casas de cultivo protegido ubicadas en el INIFAT, la efectividad
de las aplicaciones alternas de estos bioproductos (solos y combinados), en diferentes épocas de siembra durante
tres afios. Los bioproductos mostraron un efectivo control en la inhibicion de la germinacion de los conidios de
P. cubensis y en las aplicaciones realizadas en las diferentes siembras efectuadas. Los tratamientos basados en las
combinaciones de (B. subtilis, NeoNim 60 y OleoNim 80), (B. subtilis y Oxicloruro de Cobre) aplicados de forma
alterna cada siete dias, ejercieron un buen control del patogeno igual que los productos comerciales utilizados en
la produccion y constituyen estrategias mas economicas y ecoldgicas para el control del mildiu velloso en casas de
cultivo protegido.
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Ecological alternatives for the control of Pseudoperonospora cubensis (Berk. and Curt). Rostow
in cucumber (Cucumis sativus L.) under conditions of greenhouse crops

ABSTRACT

The intensive development of greenhouse crops increases the problems with pests, resulting in an increment in
the number of chemical applications. The use of high residue insecticides, especially in the production - harvest
phases, they provoke damages the human health and the environment. Therefore it is necessary to look for
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alternatives to control the diseases in these systems. The inhibition exerted by different concentrations of Nim
bioproducts (NeoNim 60 CE and OleoNim 80 CE) and a solution of Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn, on the
conidial germination of Pseudoperonospora cubensis (Berk. And Curt) Rostow was determined. The latter causes
the mildiu downy, the most important disease of the cucumber crop in Cuba. The effectiveness of the alternate
applications of these bioproducts (alone and combined) was also studied in greenhouse crops located in the INIFAT,
in different sowing dates for three years. The bioproducts showed an effective control in the inhibition of the conidial
germination of P. cubensis and in the applications carried out in different sowing dates. The treatments based on
bioproducts combinations (B. subtilis, NeoNim 60 and OleoNim 80; B. subtilis and Copper Oxicloride) applied of
alternate form every seven days, were as good as the production commercial witness in controlling the pathogen
and they constitute a more economic and ecological strategy for controlling the downy mildiu in greenhouse crops.

Key words: Cucumber, Pseudoperonospora cubensis, control

INTRODUCCION

El pepino (Cucumis sativus L.) es un cultivo muy
importante pues ocupa el cuarto lugar entre las
hortalizas de mayor consumo en el mundo. El cultivo
se ve afectado por numerosos factores climaticos
y agrondémicos que provocan grades dificultades
relacionadas  con el control de las plagas y
enfermedades, sobre todo bajo condiciones de campo,
por lo que su produccion en Cuba se hace en extremo
temporal (Bandin, 1995; [THLD, 1999) y el rendimiento
que se obtiene en condiciones de produccion a pleno
sol, es bajo (Del Busto ef al., 2005).

La agricultura cubana en sus esfuerzos para garantizar
las cantidades y calidades de las hortalizas, se
ha encaminado a la blsqueda e introduccion de
alternativas para la produccién durante todo el afio
con altos rendimientos y estabilidad, entre las que
se encuentran los Sistemas de Cultivo Protegido
(SCP); en el caso del pepino se obtienen hasta
100 t/ha, si se propicia un manejo agronomico adecuado
y en especial, una acertada estrategia fitosanitaria
(Casanova et al., 2007).

El ambiente de invernadero (SCP), con niveles altos
de humedad y temperatura proporciona un medio
adecuado para el desarrollo de hongos, que son
una amenaza constante para los cultivos protegidos
(MINAG, 1996). Especial atencion merecen las
enfermedades, siendo el mildiu velloso, ocasionado
por Pseudoperonospora cubensis (Berk. Y Curt.)
Rostow, la de mayor importancia econéomica y la

limitante para el desarrollo del cultivo de pepino en
Cuba. El mildiu puede dafiar severamente el follaje,
causar grandes afectaciones y mas del 50 % de pérdidas
en las cosechas (Rodriguez et al., 1998; Martinez,
et al., 2007; Boucher, 2009; McGrath, 2009). Por lo
comun su control se establece con fungicidas de alta
residualidad, que generan contaminacion al ambiente
y resistencia en el patdogeno (MINAG-CNSV, 1999;
Cristobal et al., 2006).

La explotacion mas intensiva del sistema de cultivo
protegido, incrementa los problemas con las plagas,
lo que trae como consecuencia un aumento en el
numero de las aplicaciones quimicas en la busqueda
por alcanzar altos rendimientos; pero la utilizacion
de productos con término de carencia prolongados,
sobre todo en las fases de produccion-cosecha, implica
algunas dificultades como el resurgimiento de plagas
primarias y secundarias, el desarrollo de resistencia
genética, la contaminacion del medio ambiente y
afectaciones a la salud humana (Batista et al., 2004;
Hernandez et al., 2006).

En el manejo de enfermedades es necesario ir a
la blisqueda de otros métodos de control, con el
objetivo de disminuir al maximo el uso de productos
fitosanitarios y garantizar la produccion, donde los
aspectos ecoldgicos y los residuos de las producciones
estén en primer lugar, entre ellos se encuentran el uso
de productos de origen bioldgico y botanico (Reynoso
et al.; 2006). Bacillus subtilis es considerada entre
las bacterias mas importante en lo que se refiere a la
produccion de sustancias antibioticas, endotoxinas y
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proteinas con actividad antifiingica (Hernandez et al;
2008). Sus productos son capaces de controlar diversas
enfermedades provocadas por hongos como Botrytis,
Mildius,  Fusarium, Alternaria,  Colletotrichum,
Rhizoctonia, Pyricularia, etc y bacterias como
Pseudomonas, Erwinia, Xanthomonas, etc. (Agrios,
1997; Soffia, 2008). Los productos derivados del Nim
son efectivos contra una gama considerable de especies
de insectos, acaros y nematodos que constituyen plagas
de importancia econdmica en la agricultura cubana, su
efectividad se ha reportado a nivel internacional en
mas de 360 de ellas (Estrada y Lopez, 2003; Scholaen,
2005). Existen muy pocos reportes del uso del Nim en
el control de patogenos vegetales, Achimu y Scholosser
(1992) reportaron su accion fungicida frente al mildiu
velloso de las uvas (Plasmopara viticola (Berk y
Curtis) Berl. y de Tori). Hernandez et al. (2001)
reportan el uso del Nim en Cuba para el control de
la mancha concéntrica (Alternaria tenuis Ness.) y la
marchitez causada por Fusarium sp., Rhizoctonia sp.y
Sclerotium sp. El objetivo de este trabajo fue determinar
la posibilidad de aplicaciones de productos biologicos,
botanicos y fungicidas de baja residualidad como
alternativas en el control del patogeno P. cubensis bajo
condiciones de cultivo protegido.

MATERIALES Y METODOS

Efecto de los bioproductos del Nim y de Bacillus
subtilis sobre la germinacion conidial de
Pseudoperonospora cubensis

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio
de Fitopatologia del Instituto de Investigaciones
Fundamentales en Agricultura Tropical “Alejandro
de Humboldt” (INIFAT), utilizando los productos del
Nim (NeoNim 60 CE y OleoNim 80 CE) (Estrada y
Lopez, 1998) y una solucion de B. subtilis para el
estudio del control de la germinacion de los conidios
de P. cubensis obtenidos de aislados de pepino en
casas de cultivo protegido.

Para preparar la solucion bacteriana se utilizd una cepa
de Bacillus subtilis aislada de campos de arroz en el
INIFAT, la cual se inocul6 en medio liquido boniato y
se mantuvo en fermentacion estatica bajo condiciones

de laboratorio a temperatura de 27°C (Castellanos et al.,
1996). Los conidios de Pseudoperonospora cubensis
se colectaron con un pincel, a partir de hojas traidas
directamente del campo con lesiones caracteristicas del
patoégeno con abundante esporulacién y montadas en
camara htimeda. Se obtuvo una suspension de 2,4. 10*
conidios/ml. Las suspensiones se prepararon con agua
destilada estéril y una gota de Tween al 0,1 %.

Las concentraciones empleadas de cada producto
(NeoNim 60 CE y OleoNim 80 CE y la solucion de
Bacillus subtilis) fueron de: 0,5 %, 1 %, 10 %, 25 %
y 50 % y un testigo con agua estéril. Los tratamientos
se montaron sobre portaobjetos donde se mezclaron
las concentraciones de los bioproductos y los conidios
Pseudoperonospora cubensis, estos se colocaron en
placas petri con papel de filtro previamente humedecido
a temperatura ambiente. Se emplearon tres réplicas por
cada variante en estudio.

Las lecturas para determinar la germinacion de los
conidios se realizaron a las 24 horas de montadas
las preparaciones, se contaron 100 conidios por
tratamiento y se determinaron los germinados y los
porcentajes de inhibicion, clasificandose la respuesta
de cada bioproducto (B. subtilis y bioinsecticidas del
Nim) segln la escala propuesta por Castellanos et
al.,1995): Bajo control, del 1-25 % de la inhibicién
conidial; Control regular, del 26-50 %; Buen control, del
51-80 %; Muy buen control, del 81-90 % y Excelente
control del 91-100 %.

Efectividad de las aplicaciones del biocontrol
B. subtilis, los derivados del Nim y fungicidas,
solos y combinados, en la lucha contra el patégeno
Pseudoperonospora cubensis bajo cultivo protegido

Los experimentos se llevaron a cabo en diferentes
¢épocas de siembra durante tres afios en Casas de Cultivo
Israeli y Espaiiolas, ubicadas sobre suelo Ferralitico
Rojo, en el INIFAT. La variedad de pepino utilizada
fue el hibrido “HA- 454”. Las plantas se sembraron a
doble hilera, separadas a 60 cm. y 40 cm. entre plantas, a
tresbolillo y el area se dividio en parcelas de 12 m* . Se
cumplieron con todas las Normas Técnicas Orientadas
por el Manual para Casas de Cultivo Protegido
(MINAG, 1999).
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Se us6é un disefio de bloques al azar con cuatro
repeticiones para cada tratamiento. Las aplicaciones
se realizaron con una mochila manual y se iniciaron
sicte dias después de plantado el cultivo. Las
evaluaciones se realizaron semanalmente al 50 % de
las plantas en estudio, teniendo en cuenta una escala
de grados del cero al cinco (CNSV-MINAG, 2002), y
se determinaron los indices de infeccion a través de la
formula de Towsend y Heubergerd (1948) citado por
Ciba-Geygi (1981). Los datos se procesaron mediante
el sistema estadistico SPSS version 9.0 a través de un
analisis de varianza y la medias fueron comparadas
mediante la prueba de Tuckey al 5 % de probabilidad.
Los rangos en porcentaje se transformaron por 2 arc
sen \ %.

En la Tabla 1 se muestran los tratamientos utilizados
solos y combinados, en aplicaciones alternas cada
cuatro y siete dias. La solucion de B. subtilis se obtuvo
de la siembra de la bacteria en medio liquido de boniato
por fermentacion estatica, se tomaron 200 ml/L de
agua, con una concentracion final de 1,10* ufc/ml, con
dosis de aplicacion final de 20 L/ha (Castellanos et al.,
1996). En el tercer afio se realiz6 una verificacion de

de Cobre 50 PH (Bs-Quimico) y la de B. subtilis
con los derivados del Nim (Bs-ON-NN), productos
menos contaminantes del medio ambiente, frente a la
combinacion de Oxicloruro de Cobre 50 PH + Mancozeb
80 PH, recomendada en la practica para el control de
enfermedades en estas condiciones (Quimico II).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los bioproductos del Nim y de Bacillus
subtilis  sobre la germinacion conidial de
Pseudoperonospora cubensis

Al comparar los resultados de las concentraciones
empleadas de los bioproductos teniendo en cuenta
el 98 % de germinacion de los conidios obtenido
a las 24 horas de incubacion en el testigo (agua
estéril), se aprecia que los porcentajes de inhibicion
conidial alcanzados con la solucion bacteriana de
B. subtilis, estuvieron entre el 86 y 96 % en todas las
concentraciones (Figura 1), lo que representa segtn la
escala propuesta un control de muy bueno a excelente,
con valores superiores al 90 % en las concentraciones
al 10, 25 y 50 %. Ello da idea de la potencialidad de

la efectividad alcanzada por las aplicaciones alternas empleo de B. subtilis para el control del patogeno.
de las combinaciones de Bacillus subtilis y Oxicloruro
Tabla 1. Variantes empleadas en los experimentos
Clave Productos Dosis Frecuencia aplicacion
T Testigo. Sin aplicacion. -- -
Bs Bacillus subtilis. Solucion bacteriana. 20 L/ha 4 dias
BsE Bacillus subtilis. Metabolitos. 20 L/ha 4 dias
BsT Bacillus subtilis + Tensoactivo (0,5 ml./L) 20 L/ha 4 dias
ON Oleonim 60 CE (5 ml./L) 1 L/ha 4 dias
NN Neonim 80 CE (10 ml./L) 1,5L/ha 4 dias
ON - NN Oleonim 60 CE + Neonim 80 CE (5 + 10 ml/L) 1+1,5L/ha 7 dias
Bacillus subtilis + Oleonim 60 CE + Neonim 80 CE ,
- ON- +1+
Bs- ON-NN (Solucién bact. + 5 + 10 ml/L) 20L/ha+1+1,5L/ha 7 dias
Bs —Quim. | Bacillus subtilis + Oxicloruro de Cobre 50 PH 20 L/ha + 4 Kg/ha 7 dias
Quimico I Oxicloruro de Cobre 50 PH + Mancozeb 80 PH 4,0+ 3,0 Kg/ha 4 dias
Quimico II Oxicloruro de Cobre 50 PH + Mancozeb 80 PH 4,0 + 3,0 Kg/ha 7 dias
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En los conidios se observaron deformaciones y
oscurecimientos, asi como variacion en el contenido
celular y escape de este hacia el exterior. Los resultados
expuestos concuerdan con los obtenidos por Sanchez
et al. (2003), los cuales demostraron que después de
incubar durante 24 horas los conidios de Peronospora
tabacina Adams en una solucion de B. subtilis ocurrid
una inhibicion del 80 % de la germinacion, ademas de
producirse un oscurecimiento rapido de los mismos, la
desintegracion de la membrana conidial y las paredes
de los conidi6foros, el retorcimiento exagerado de estos
en la base y la expulsion del contenido citoplasmatico.
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Figura 1. Porcentajes de inhibicién de la germinacién
conidial de P. cubensis con el empleo de los productos
del Nim y la solucién bacteriana de B. subtilis

Las formulaciones del Nim (NeoNim 60 y OleoNim 80)
mostraron un control efectivo sobre la germinacion
conidial, excepto en la concentracion mas baja del
NeoNim que solo redujo aun 40 % el nimero de esporas
no germinadas (Figura 1). Se observo oscurecimiento
y deformacion de los conidios de igual manera que en
la solucion de B. subtilis. Es importante destacar que a
las concentraciones de 0,5 % en el caso de OleoNim 80
y 1% para NeoNim 60, se alcanzaron el 94y 92 % de
inhibicion de la germinacion, clasificandose el control
de excelente. Ademas estas concentraciones (5 ml/L y
10 ml/L) son las recomendadas para las aplicaciones
de las formulaciones del Nim contra diferentes plagas
en los cultivos (aji, frijol, tomate, pepino, col, melon)
reportadas por Estrada y Lopez en 1998, por lo que el

resultado expuesto permite aumentar las posibilidades
de uso de los derivados del Nim, no solo contra plagas
de insectos, sino también contra un patégeno fungoso
de gran importancia econémica en el cultivo del pepino
en Cuba.

Efectividad de aplicaciones del biocontrol
B. subtilis, de los derivados del Nim y fungicidas
(solos y combinados) en la lucha contra el patégeno
P. cubensis bajo cultivo protegido

Primer Ao

En la siembra de invierno se puede apreciar que hubo
diferencias significativas de todos los tratamientos
usados con respecto al testigo (Tabla 2), mostrando
medias de infeccion entre 3 y 5 %. Aunque no existen
diferencias significativas entre los tratamientos,
no obstante consideramos que los tratamientos
combinados con Bs-ON-NN mostraron una tendencia
al aumento del control de la enfermedad.

Tabla 2. Accion de los tratamientos frente a P. cubensis
en la siembra de invierno del primer afo

P. cubensis
Tratamientos % infeccién Datos Transformados
Tukey o= 0,05

Testigo 9,50 1,454 a
BsT c/4d 5,16 1,361 b
ON c/4d 491 1,384 b
Bs-Quimico ¢/7d 4,16 1,377 b
NN c/4d 4,10 1,370 b
Bs c/4d 3,18 1,352 b
Bs-ON-NN ¢/7d 3,11 1,345 b
Quimico IT  ¢/7d 3 1,339 b
ET* 0,067

CV (%) 4,43

Tratamientos con las mismas letras son estadisticamente
iguales al 0,05 % de significacion segun la prueba de Tukey

En la siembra de primavera (Tabla 3), los tratamientos
Bs-Quimico, BsTy BsE no presentan diferencias con
el testigo, pero si el resto de los tratamientos, mostrando
efectividad apreciable las aplicaciones de la solucion
bacteriana de B. subtilis (Bs) y los bioproductos del
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Nim (NeoNim 60 y OleoNim 80) aplicados solos o
combinados entre si (ON, NN, ON-NN, Bs-ON-NN).
El mejor resultado se obtuvo con NN cuya media fue
inferior al 1 % aln bajo las condiciones favorables
que ofrece esta época del afio para la diseminacion y
establecimiento de la enfermedad, incluso superior
al tratamiento con fungicidas mas intenso (Quimico
I ¢/4 dias), aunque es también apreciable el control
alcanzado por ON. Al respecto Achimu y Scholosser
(1992) probaron el doble comportamiento de extractos
y aceites de Nim que muestra accion fungicida frente al
mildiu velloso de las uvas (Plasmopara viticola (Berk
y Curtis) Berl. y de Tori).

En la siembra de verano (Tabla 3), de nuevo los
tratamientos de derivados del Nim (NN, ON, Bs-
ON-NN) y Bacillus subtilis (Bs-Quimico, Bs y BsT)
alcanzaron la mayor reduccion de los porcentajes de
infeccion con valores entre 0,19 y 2,27 y diferencias
significativas con respecto al testigo, resultando ser
los mas efectivos frente al mildiu velloso bajo estas
condiciones.

Se cree que gran parte del efecto de los extractos de
plantas sobre las enfermedades, mas que deberse a
algiin tipo de toxicidad directa, se produce por el

fortalecimiento estructural de esta, incrementando
su resistencia a la penetracion de los micelios de
los hongos y a las picaduras de insectos chupadores
como los pulgones, o bien estimulando un desarrollo
vigoroso para superar un ataque (Lampkin, 1998).
Jeyarajan ef al., en 1990 informaron que la incidencia
de la pudricién de la raiz de frijol de soya, causada
por Macrophomina phaseolina, disminuy6 al utilizar
enmiendas al suelo a base de tortas de Nim, con lo
que alcanzaron iguales resultados a las aplicaciones al
suelo con el fungicida Quintosene.

Segundo Afio

La Tabla 4 muestra que en la siembra de invierno
los tratamientos con la solucion de B. subtilis (Bs) y
los bioproductos del Nim (NN y ON) aplicados solos
cada cuatro dias, resultaron ser los mas efectivos y
los tUnicos que mostraron diferencias significativas
respecto al testigo con valores inferiores a 1 %, lo
cual confirma su potencialidad en la lucha contra la
enfermedad mildiu velloso en el cultivo del pepino,
incluso con superioridad a la accion de los productos
quimicos, manteniendo las tendencias encontradas en
los experimentos anteriores.

Tabla 3. Accion de los tratamientos frente a P. cubensis en la siembra de primavera y verano del primer afio

Primavera Verano
Tratamientos % infeccion Dat¥ig;;r:io$8§dos Tratamientos % infeccion Datfl),fﬂ;l: ;r:;io(l)‘fg;dos

Testigo 26,0 1,487 a Testigo 8,80 1,424 a
Bs-Quimico c/4d 20,27 1,407 ab Quimico I ¢/4d 5,65 1,416 a
BsT c/4d 18,12 1,386 ab ON-NN ¢/7d 3,57 1,408 ab
BsE c/4d 12,71 1,357 abc BsE c/4d 3,21 1,406 ab
ON-NN c/7d 11,27 1,279 bed BsT c/4d 2,27 1,382 be
Bs-ON-NN ¢/7d 11,51 1,277 bed Bs c/4d 1,16 1,376 bcd
Bs c/4d 9,71 1,275 bed Bs-Quimico ¢/7d 0,82 1,358 cde
Quimico II ¢/7d 6,30 1,262 bed Bs-ON-NN ¢/7d 0,80 1,350 cde
ON c/4d 5,56 1,180 cde ON c/4d 0,77 1,344 de
Quimico I c/4d 5,06 1,123 de NN c/4d 0,62 1,332 ef
NN c/4d 0,97 1,040 e Quimico II ¢/7d 0,19 1,302 f
ET* 0,175 ET* 0,034

CV (%) 4,80 CV (%) 4,62

Tratamientos con las mismas letras son estadisticamente iguales al 0,05 % de significacion seglin la prueba de Tukey
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Tabla 4. Accion de los tratamientos frente a P. cubensis en la siembra de invierno del segundo afio

Tratamientos F cubensis
% infeccion Datos Transformados Tukey o= 0,05

Testigo 9,58 1,613 a
BsE c/4d 2,81 1,501 ab
BsT c/4d 2,46 1,493 ab
QuimicoI  c¢/4d 2,34 1,484 ab
Bs-Quimico ¢/7d 2,07 1,459 ab
Quimico II  ¢/7d 1,85 1,457 ab
ON-NN c/7d 1,76 1,446 ab
Bs-ON-NN  ¢/7d 1,44 1,441 ab
ON c/4d 0,74 1,390 b
NN c/4d 0,59 1,342 be
Bs c/4d 0,56 1,330 ¢
ET* 0,091
CV (%) 4,56

Tratamientos con las mismas letras son estadisticamente iguales al 0,05 % de significacion seglin la prueba de Tukey

En la siembra de primavera los tratamientos que mas
disminuyeron la infeccion del hongo P cubensis,
fueron el Quimico II, Bs, NN, Quimico I, Bs-Quimico,
ON y Bs-ON-NN, los cuales mostraron diferencias
significativas con el testigo, pero no entre ellos (Tabla 5).
De forma general se repitio que los menores valores
de los promedios de infeccion se correspondieron con
los tratamientos basados en aplicaciones de B. subtilis
y NeoNim solos, seguidos de la combinacion de
B. subtilis con Oxicloruro de cobre.

Arysta (2008) refiere que un biofungicida obtenido de una
cepade B. subtilis, actuaria a través de varios mecanismos
de accion importantes en el manejo de la resistencia a
fungicidas quimicos o sintéticos tradicionales mediante
la mezclas o alternancias se induciria la produccion de
siderd6foros, que previenen la germinacion de esporas
de los hongos patdgenos, o mediante la produccion de
antibioticos del tipo Bacilysin e Iturin que son altamente
fungotdxicos, o durante la competencia por el sustrato
en la rizosfera y filosfera con patégenos de plantas, o
bien en la induccion de resistencia al instalarse en las
raices y hojas, lo que induciria a la planta a producir

fitoalexinas que le dan resistencia al ataque de hongos,
bacterias y nematodos.

En la siembra de verano los tratamientos de Quimico
I, Quimico II, NN , Bs-On-NN, Bs-Quimico y Bs
otra vez difieren significativamente con respecto
al testigo en el control de P. cubensis (Tabla 5), con
valores promedios siempre inferiores a este, lo que
vuelve a ratificar las posibilidades de lucha empleando
tratamientos de origen botdnico y bioldgico contra
la enfermedad mildiu velloso, causante de grandes
pérdidas econdmicas, asi como con productos
quimicos como el Oxicloruro de cobre, aprobados por
las normas para producciones organicas (IFOAM),
con el fin de evitar o disminuir las contaminaciones
ambientales y afectaciones al hombre causadas por las
aplicaciones frecuentes de plaguicidas. Este resultado
se corrobora lo planteado por Castellanos ef al. (2004)
quienes determinaron que los tratamientos realizados
a partir de combinaciones de fungicidas sintéticos
(Zineb y Oxicloruro de cobre) y bioldgicos (Bacillus
subtilis) mostraron mejor comportamiento que el resto
en el control de Alternaria porri en cebolla.
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Tabla 5. Accidn de los tratamientos frente a P. cubensis en la siembra de primavera y verano del segundo afio

Primavera Verano

Tratamientos % infeccion Dat%sﬂg;t;siogggdos Tratamientos % infeccion Dat%ig;;n:i‘ogggdos
Testigo 26,95 1,309 a Testigo 1,33 1,561 a
BsE c/4d 25,61 1,306 a BsE c/4d 0,82 1,559 a
BsT c/4d 21,51 1,265 ab BsT c/4d 0,70 1,552 ab
Bs-ON-NN c/4d 21,39 1,248 abc ON-NN c/7d 0,46 1,537 abc
ON-NN  ¢/7d 21,29 1,237 abc ON c/4d 0,40 1,535 abc
Bs-ON-NN ¢/7d 21,13 1,218 bed Bs c/4d 0,38 1,530 be
ON c/4d 19,35 1,210 bed Bs-Quimico ¢/7d 0,36 1,529 bce
Bs-Quimico ¢/7d 17,19 1,206 bed BS-ON-NN c¢/7d 0,31 1,526  be
Quimico I c¢/4d 16,78 1,203 bed NN c/4d 0,17 1,516 cd
NN c/4d 14,98 1,192 bed Quimico II ¢/7d 0,06 1,508 cd
Bs c/4d 14,23 1,167 cd Quimico I c/4d 0,05 1,495 d
Quimico IT ¢/7d 11,81 1,141 d ET* 1,33 0,029
ET* 0,088 CV (%) 4,55
CV (%) 4,74

Tratamientos con las mismas letras son estadisticamente iguales al 0,05 % segtin la prueba de Tukey

Los resultados de las investigaciones demostraron
que la solucion bacteriana de Bacillus subtilis 'y
derivados del Nim (NeoNim 60 y OleoNim 80)
aplicados solos resultaron efectivos en la lucha contra
el patégeno Pseudoperonospora cubensis en las
siembras efectuadas en los dos afos en estudio, pero la
esencia del manejo de enfermedades debe estar basada
en aplicaciones con productos especificos, buscando
alternancia de las sustancias empleadas para evitar
la aparicion de resistencia; es importante no emplear
tratamientos excesivos de plaguicidas que no sean
necesarios y alcanzar producciones con bajos residuos
de agroquimicos (Carluccio et al., 2006). Dado que
el mildiu velloso ha desarrollado resistencia a los
fungicidasdemaneramuyrapida,unamedidaimportante
para el manejo de las plagas es la alternancia constante
de los productos que resulten efectivos (Batista et al.,
2004), de manera que no se produzcan alteraciones
notables en el equilibrio del agroecosistema, asi como
la interferencia en la dinamica poblacional de los
microorganismos participantes y el control natural
presente. Por los resultados de las diferentes épocas de

siembra, se seleccionaron los siguientes tratamientos
para la extension de los mismos en las siembras del
tercer afio las aplicaciones alternas de las combinaciones
de Bacillus subtilis (solucion bacteriana) y Oxicloruro
de Cobre 50 PH (Bs-Quimico), la de B. subtilis con los
derivados del Nim (Bs-ON-NN) y Oxicloruro de Cobre
50 PH + Mancozeb 80 PH, recomendada en la practica
para el control de enfermedades en estas condiciones
(Quimico II).

Tercer Afio

Al realizar los ensayos finales para puntualizar las
diferencias entre tres de las variantes mas promisorias
(Bs- Quimico, Bs-ON-NN y Quimico II), se encontro
que los tratamientos seleccionados no presentaron
diferencias significativas en el control del patdégeno
P cubensis durante las siembras de primavera y verano
(Figura 2) y se produjo una disminucién de las medias
de infeccion alcanzadas con respecto a las del testigo
en los afos anteriores, por lo que se considera que los
tratamientos son adecuados para incluirlos en la lucha
contra la enfermedad.
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Tratamientos con las mismas letras son estadisticamente
iguales al 0,05 % segun la prueba de Tukey

Figuras 2. Accion de los tratamientos frente a
Pseudoperonospora cubensis en la siembra de
primavera y verano del tercer afo

Analisis economico

La tendencia actual en el manejo de enfermedades
es ir a la busqueda de alternativas que sustituyan al
control quimico. En el cultivo protegido la produccion
de pepino tiene una duracion de 100 dias, relacionadas
con sus cinco fases de desarrollo. En la Tabla 6 se
muestran los fungicidas autorizados para el cultivo del
pepino segun el Programa de Defensa para Casas de
Cultivos en la Campafia 2009, que considera productos
a emplear, precios, dosis, términos de carencia y costo
de aplicacion para una hectarea.

Los productos utilizados para la prevencion y el control
de esta enfermedad son en su mayoria importados
y tienen un alto costo en el mercado internacional.
Teniendo en cuenta el nimero de aplicaciones
programado para cada producto y su costo de aplicacion
en una hectarea, el monto total de las aplicaciones de
fungicidas para el control del mildiu velloso durante
todo el ciclo productivo seria de $ 513,46 USD, con
un costo equivalente en moneda nacional, ya que estos
son subsidiados por el Estado Cubano.

Analizando el término de carencia de los productos
(tiempo en dias transcurridos desde la Gltima aplicacion
y la cosecha) y el nimero de aplicaciones programadas
para el cultivo (19) durante los 100 dias del ciclo,
podemos observar que en el periodo de cosecha
intensivo a realizar (cada dos dias) en las casas de
cultivo protegido, la utilizacion de estos fungicidas se
verialimitada por el tiempo de residualidad, que vadesde

Tabla 6. Programas de Defensa para Casas de Cultivos. Campania 2009. Grupo Empresarial de Cultivos Varios

Fungicidas Precio | Dosis L 6 | Término o Costo de aplicacion | #t Costo .No N
(USD) | kg/LL de carencia (dias) | (USD) de aplicacién (USD)
Mancozeb 80 PH 4,086 3 7 12,26 4,00 49,04
Ridomil Gold Combi GD45 | 13,57 2,5 20 33,92 2,00 67,84
Verita GD (4,44+66,7) 18,52 3 7 55,55 2,00 111,1
Cuproflow 37,75 SC 5,783 3 NA 17,35 6,00 104,1
(Oxicloruro de cobre)
Sereno GD (10+50) 24,082 1,5 7 36,12 2,00 72,24
Positron Duo 69 PH 13,894 2,5 7 34,74 1,00 34,74
Cosmos SC 62,5 9,3 4 7 37,2 2,00 74,4
Total 89,235 227,14 19,00 513,46

Leyenda: NA = no aplicable # t = No. de tratamientos
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sicte hasta 20 dias, excepto en el caso del Oxicloruro de
cobre que no presenta términos de residualidad para el
cultivo. Tales aplicaciones sistematicas traen consigo
aumentos en los costos de produccion, contaminacion
ambiental y dafios a la salud humana.

Los resultados de esta investigacion muestran nuevas
estrategias de lucha para el control de la enfermedad
mildiu velloso, basadas en la aplicaciones alternas
de la solucion bacteriana de Bacillus subtilis, los
bioproductos del Nim (NeoNIm 60 CE y OleoNIm
80 CE) y de B. subtilis con el fungicida de contacto
Oxicloruro de Cobre 50 PH. E.

En la Tabla 7 se aprecia que para la elaboracion de un
litro de la solucion bacteriana, se necesita un litro de
medio Boniato, con un valor de $ 0,052 USD/Ly 0,90 $
MN/L y se aplica en dosis de 20 L/ha (Castellanos
et al., 1996). En el caso de los productos derivados
del Nim inscritos en el Registro Oficial de Plaguicidas
(CNSV, 2007), el OleoNim 80 CE alcanza un costo
de $ 1,30 USD y 32,00 $ MN/L, se utiliza a dosis de
1 L/ha y presenta un periodo de residualidad de cinco
dias. E1 NeoNim 60 CE tiene un costo de $ 2,50 USD/
Ly 60,00 $ MN/L, se aplica a dosis de 1,5 L/ha y tiene
cinco dias de residualidad entre una aplicacion y otra.

Al realizar una programacion de las aplicaciones
alternas de B. subtilis, NeoNim y OleoNim, teniendo
en cuenta el costo de la aplicacion por hectarea y el
numero de las aplicaciones por fungicida, el costo de
aplicacion seriade $21,39 USDy 371,4 MN para todo el
ciclo del cultivo y en el caso de B. subtilis y Oxicloruro
de Cobre seria de $ 40,92 USD y 40,08 MN (Tabla 7).
Al analizar las diferencias en los costos de aplicacion
entre el Programa de Defensa y las aplicaciones de
B. subtilis, NeoNim y OleoNim para el control de
P. cubensis en casas de cultivo protegido, observamos
que se reducen los costos de las aplicaciones en
492,07 USD (95 %) y 141,06 pesos (27 %) en moneda
nacional (Tabla 8), en el caso de las aplicaciones de
B. subtilis y Oxicloruro de Cobre, también se reducen
en 472,07 USD (92 %) y en moneda nacional en
473,38 pesos (92 %) en comparacion con lo establecido
en Programa de Defensa para el cultivo. Se logra una
disminucion de las aplicaciones en un 50 % evitando la
utilizacion de fungicidas de alta residualidad, para solo
mantener el uso del Oxicloruro de Cobre que no tiene
términos aplicable para el cultivo del pepino.

Tabla 7. Precios, dosis y término de carencia de B. subtilis, OleoNim y NeoNim

Productos Precio (USD) Precio (MN) Dosis (L 6 Kg/L) | Término de Carencia (dias)
Bacillus subtilis 0,05 0,90 20 NA
OleoNim 80 CE 1,30 32 1 5
NeoNim 60 CE 2,50 60 1,5 5

Tabla 8. Diferencias en los costos de aplicacién entre el Programa de Defensa y el empleo de (B. subtilis, NeoNim
y OleoNim) y (B. subtilis y Oxicloruro de Cobre) para el control de P. cubensis en casas de cultivo protegido

Estrategias Programa Defensa Bs-ON-NN Dif Bs-Quimico Dif
#t 19 12 7 12 7
Costo (USD) 513,46 21,39 492,07 40,92 472,54
(MN) 513,46 3714 141,06 40.08 473,38
Bs-ON-NN = (B. subtilis, NeoNim 60 y OleoNim 80) #t=No. de tratamientos
Bs-Quimico = (B. subtilis 'y Oxicloruro de Cobre Costo = Costo total de las aplicaciones
53
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Los productos derivados del Nim son de produccion
nacional y presentan una gran versatilidad por su
utilizacion para el control de varias plagas en el cultivo
como lepidopteros, trips, acaros, nematodos, por lo que
suuso seria unaproteccionde amplio espectro, al incluir
ademas el control del hongo P. cubensis. La solucion
bacteriana de B. subtilis es de facil obtencion, al utilizar
como materia prima para la elaboracion del medio de
cultivo, el boniato un producto agricola asequible en
cualquier lugar del pais y de bajo costo, esto llevaria
a la sustitucion por concepto de importaciones. Desde
el punto de vista ecoldgico la utilizacion de productos
de origen bioldgico y botanico, que incluye la solucion
bacteriana de Bacillus subtilis y los bioproductos
del Nim (Neonlm 60 CE y Oleonlm 80 CE, como
alternativas dentro del programa de lucha para el
manejo de la enfermedad mildiu velloso en pepino
bajo cultivo protegido, permite disminuir la aplicacion
de fungicidas y los residuos en las producciones
incrementando la calidad de estas, también evitaria
dificultades como el resurgimiento de plagas primarias
y secundarias y el desarrollo de resistencia genética, al
no presentar un mecanismo especifico de accion; por
estos motivos disminuiria la contaminacion del medio
ambiente y afectaciones a la salud humana.

CONCLUSIONES

¢ La solucion de Bacillus subtilis 'y los bioproductos del
Nim (OleoNim 80 CE y NeoNim 60 CE) mostraron
un efectivo control en la inhibicion de la geminacion
de los conidios del hongo Pseudoperonospora
cubensis.

¢ Los bioproductos del Bacillus subtilis y derivados
del Nim (NeoNim 60 CE y OleoNim 80 CE)
aplicados solos resultaron efectivos en la lucha
contra el patdgeno Pseudoperonospora cubensis en
las siembras efectuadas.

¢ Los tratamientos basados en las combinaciones de
(B. subtilis, NeoNim 60 y OleoNim 80), (B. subtilis
y Oxicloruro de Cobre) aplicados de forma alterna
cada siete dias, ejercieron un buen control del
patogeno igual que el testigo comercial de produccion
(Oxicloruro de Cobre y Mancozeb).

¢ Las aplicaciones alternas de (B. subtilis, NeoNim 60
y OleoNim 80) y (B. subtilis y Oxicloruro de Cobre),
constituyen estrategias fitosanitarias y ecologicas,
eficientes y mas econdémicas para el control del mildiu
velloso en casas de cultivo protegido.

RECOMENDACIONES

Integrar los bioproductos del Nim y la soluciéon
bacteriana de Bacillus subtilis dentro del programa de
lucha para el manejo de la enfermedad mildiu velloso
causada por el hongo Pseudoperonospora cubensis en
pepino bajo cultivo protegido.
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