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ENTOMOLOGIA

Ciclo del prays del olivo (Prays oleae Bern.) en Arribes del Duero

I. ARMENDARIZ, L. DE LA IGLESIA, Y. SANTIAGO, G. CAMPILLO, C. ALBERTE, L. MJRANDA,

S. JUAREZ, A. PEREZ-SANZ

Durante los afios 2004 a 2007 en el marco del Proyecto INTERREG III-A “MOA-
BAPE” se estan realizando estudios en olivares de la zona de Arribes del Duero (Casti-
lla y Le6n). Entre los objetivos del proyecto esté el del conocimiento del ciclo bioldgi-
co de una de las principales plagas, el prays del olivo (Prays oleae), buscando sus ene-
migos naturales e intentando formular modelos predictivos. La presencia de adultos fue
comprobada semanalmente entre los meses de marzo y noviembre mediante el uso de
trampas delta con feromonas. En distintos momentos del ciclo se procedi6 a la recogida
de hojas, flores y frutos. Se presentan las curvas de vuelo y se relacionan con datos mete-
orolégicos; humedad y temperatura. Se comprueba la presencia de las tres generaciones
anuales: filéfaga, antéfaga y carpéfaga, valorando los dafios ocasionados por cada una
de ellas. Se concluye que tanto la presencia de prays como sus dafios son reducidos en
esta zona de cultivo. Teniendo datos completos tdnicamente de dos afios son necesarias
més campaiias para afinar en la biologia y modelizacion de la especie de cara a la pre-
diccién y racionalizacién de tratamientos.

I. ARMENDARIZ, L. DE LA IGLESIA, Y. SANTIAGO, G. CAMPILLO, C. ALBERTE, L. MIRANDA,
S. JUAREZ, A. PEREZ-SANZ. Dpto. de Hortofruticultura. [nstituto Tecnoldgico Agrario de
Castilla y Le6n. Ctra. Burgos Km. 119,47071 Valladolid (Espafia). ita-armgonig@itacyl.es

Palabras clave: Castilla y Le6n, danos, plagas, meteorologia, integral térmica.

INTRODUCCION

El cultivo del olivo esta limitado por las
condiciones climaticas en Castilla y Ledn a
las provincias de Avila y Salamanca y, en
menor proporcién, a Zamora y Valladolid.
Segin los datos oficiales (MAPA, 2005), la
superficie cultivada en la regién es de 7.200
ha, cifra muy pequeiia si se compara con el
total nacional, 2.456.000 ha, siendo Espana
el primer productor mundial de aceite de
oliva. Esta pequeiia superficie estd también
relacionada con el modo de explotacién, al
que en muchos casos se puede considerar de
subsistencia. En general no se encuentran
grandes olivares, sino pequefias masas aso-
ciadas a otros cultivos como la vid o el

almendro. La produccién estd destinada
principalmente al consumo local, sin existir
ninguna figura de calidad asociada, lo cual
no impide que el producto final sea muy
apreciado por los consumidores.

Es frecuente la localizacién de estos oli-
vos en terrazas sobre las laderas de gran pen-
diente de esta zona. Esta caracteristica asi
como la edad avanzada de los olivos, el ele-
vado riesgo de abandono de este cultivo por
el envejecimiento de los agricultores y los
bajos rendimientos conseguidos por la esca-
sa tecnificacion del cultivo, ponen en peligro
la conservacién de estos olivares de gran
valor ambiental y social.

La zona conocida como Arribes del Duero
estd en el limite norte del cultivo del olivo en
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Castilla y Ledn y se reparte entre las provin-
cias de Zamora y Salamanca. El clima de la
meseta castellana presenta rasgos claros de
continentalidad, con marcadas oscilaciones
térmicas diarias y estacionales y extremos
tipicos; inviernos rigurosos y veranos caluro-
$0s y secos. Sin embargo en las laderas ribe-
refias del Duero esta oscilacién térmica se
atenua, pudiéndose hablar de un microclima
que permite la presencia de cultivos tipica-
mente mediterraneos como la vid, el almen-
dro y el olivo.

Dentro del proyecto de Cooperacién
Transfronteriza “Identificacién de los agen-
tes patégenos y beneficiosos de los principa-
les cultivos de las regiones fronterizas Tras
Os Montes y Castilla y Le6n para la realiza-
cion de estrategias de control razonadas”
(MOABEPE), financiado por INTERREG
I11-A, se ha llevado a cabo el estudio duran-
te los afios 2004 a 2007 de olivares en Arri-
bes del Duero. En dicho proyecto participan,
por parte espaiiola, el Instituto Tecnolégico
Agrario de Castilla y Leén, y por parte por-
tuguesa, la Escola Superior Agrdria de Bra-
ganga y la Direc¢io Regional de Agricultura
de Tras-Os-Montes.

Desde el punto de vista agronémico y bio-
légico, la escasa presencia del olivo en la
zona condiciona el manejo del cultivo en
cuanto a la presencia de plagas, fauna auxi-
liar y control fitosanitario. En principio, un
menor nimero de tratamientos fitosanitarios
redunda en una entomofauna mds diversa
que facilita un control natural de plagas. Un
mayor conocimiento del ciclo de las plagas y
las posibilidades de prevision ayudarén a un
uso mds racional y efectivo de los productos
quimicos.

La polilla del olivo (Prays oleae Bernard,
1788) es, junto a la mosca del olivo (Bactro-
cera oleae Gemlin, 1788), la principal plaga
del olivar en la zona. Presenta tres genera-
ciones anuales que se denominan en funcién
de la parte del 4rbol afectada. As{ la primera
es la filéfaga, cuyas larvas en inviemno se ali-
mentan de hojas y brotes. Los adultos resul-
tantes de esta generacién producen una
nueva generacion en primavera, la antéfaga,

que ataca a las flores. La tercera y dltima
generacién es la mds dafiina y se conoce
como carpéfaga, ya que ataca a los frutos,
provocando su caida en dos momentos del
afio. Se desarrolla en verano y las puestas de
otoflo originardn la generacién fil6faga del
siguiente afo.

Las poblaciones de P. oleae estan some-
tidas en condiciones naturales a ciertos con-
troles, climaticos y de otros tipos, que regu-
lan las poblaciones. Si la humedad relativa
desciende del 50-60% los huevos se dese-
can en unas horas. Temperaturas superiores
a 30°C y humedades menores al 20% difi-
cultan la entrada de larvas en los frutos.
Idénticas temperaturas y humedades supe-
riores al 70% provocan la muerte de los
huevos (CivanTos, 1998). Las temperaturas
bajas en invierno y altas en verano provo-
can la mortalidad de huevos y larvas
(BARRANCO et al., 2006). Existe una depen-
dencia altamente significativa entre la mor-
talidad de las larvas fil6fagas invernantes y
el mimero de dias del invierno con tempera-
tura minima igual o inferior a 0°C, mientras
que en el caso de larvas de quinta edad y
crisalidas, es la temperatura minima el fac-
tor climdtico que influye decisivamente
(RAMOS et al., 1978). Temperaturas inferio-
res a 10-12°C reducen la actividad de los
adultos, pudiendo ser nocivas si estdn por
debajo de 7°C (DE ANDRES, 2001; CivaN-
TOS, 1998). Para el cdlculo de las integrales
térmicas KUMRAL et al. (2005) proponen el
umbral de 10,85°C para el desarrollo larva-
rio a partir del 1° de enero. En el estudio se
usa este valor.

Otros factores como el parasitismo son
importantes y ayudan a controlar las pobla-
ciones, al igual que la predacién por Chryso-
pa carnea 'y otros agentes.

Respecto a los dafios la generacién fil6-
faga es la menos daiflina y en general no
requiere un tratamiento salvo en viveros y
arboles jévenes (BARRANCO et al., 2004).
En ocasiones al final del periodo puede ata-
car a las yemas emergentes y entonces si
provoca dafios mds importantes (DE
ANDRES, 2001).
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Se calcula que una larva de prays de la
generacion antéfaga puede destruir entre 20
y 30 flores. Si el cuajado del olivo es muy
bajo y la poblacién de prays elevada esta
pérdida puede afectar a la produccién final.
Como compensacién un menor nimero de
frutos se traduce en un aumento de su tama-
flo (BARRANCO et al., 2004).

La presencia de las larvas en los frutos en
la generacién carpdfaga provoca dos caidas
de fruto, una en junio-julio, que viene asocia-
da con una caida fisiol6gica, y otra més dafii-
na en septiembre-octubre. Las cafda de junio
supone un cierto control de la plaga ya que
las larvas que estdn dentro de estas aceitunas
no podrdn completar su ciclo. Por otro lado el
engrosamiento de frutos provoca en ocasio-
nes el enquistamiento y la muerte de las lar-
vas, actuando asi como un control natural de
las poblaciones de prays (CIvaNTOS, 1998).

MATERIAL Y METODOS

El afio 2004 se comenzé el estudio con
dos parcelas de olivo P1 y P2 (Cuadro 1). De
esta campaiia se tienen datos Unicamente de
los meses comprendidos entre julio y octu-
bre, por lo que se omitirdn en adelante.
Durante el afio 2005 se monitored la presen-
cia de la polilla en tres parcelas P1, P2 y P4.
En 2006 se repitié el proceso en 4 parcelas
P1, P3, P4 y P5. Estas mismas se mantienen
en 2007. Para el seguimiento del prays se
colocaron colgadas de los olivos elegidos
tres trampas tipo delta con feromona, a dos

metros de altura y separadas al menos 50 m
entre si. Las trampas se revisan semanal-
mente y las feromonas se reemplazan cada
seis semanas. En el Cuadro | se indican las
caracteristicas de las parcelas.

Las parcelas presentan olivos centenarios.
En el caso de la parcela P3 estdn rebrotados
tras un incendio ocurrido en 1997. La tnica
parcela que tiene riego, de forma esporadica,
es la P5.

Los datos meteorol6gicos son registrados
por una estacién meteorolégica situada en el
municipio de Fermoselle, estando las parce-
las distribuidas en un radio de 18 km de la
estacién. Los registros se realizan cada 10
minutos. Mediante ellos se conoce la tempe-
ratura y humedad de los periodos de estudio
y se calculan las integrales térmicas. Los
afios 2005 y 2006 fueron climatol6gicamen-
te muy diferentes. Del afio 2007 aportamos
la informacién que tenemos hasta el momen-
to (junio).

Para el estudio de los dafios producidos
por la generacién filéfaga se toman en varias
ocasiones a principios del afio 10 hojas de 10
arboles en cinco repeticiones por parcela y
se observan en el laboratorio para ver la pre-
sencia de galerfas y larvas de prays. Para la
generacién antéfaga en el momento de la flo-
racién se toman grupos de 5 inflorescencias
en 10 drboles para ver puestas de prays y
presencia de larvas. Para la generacién car-
p6faga se recogen 10 aceitunas en 10 drboles
e igualmente se recogen 300 aceitunas cai-
das por parcela.

Cuadro 1. Datos de las parcelas de estudio. Municipio, coordenadas UTM, variedad de olivo y afios muestreados.

Cédigo
parcela P1 P2 P3 P4 P5
Municipio Fermoselle Corporario Fermoselle Villarpi\r;?ege los Fermoselle
UTM 29T X 718112 29T X 701809 29T X 712888 29T X 713462 29T X 715604
Y 4576928 Y 4566373 Y 4574466 Y 4572748 Y 4574898
Variedad Manzanilla Manzanilla Manzanilla Cornicabra Manzanilla
2004 X X
2005 X X X
2006 X X X X
2007 X X X X
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RESULTADOS: CURVAS DE VUELO

Las Figuras 1 y 2 muestran la curva gene-
ral de vuelo de la polilla para el total de las
parcelas en 2005 y 2006.

En ambos afios son visibles los vuelos de
las tres generaciones, fil6faga, antéfaga y
carpdfaga. La mas importante en nimero de
adultos es la antéfaga (48% en 2005 y 64%
en 2006), seguida de la fil6faga (26 y 24%)
y por ultimo la carpéfaga (26 y 12%). La

1. ARMENDARIZ et al.

presencia del prays en los olivares fue mds
importante en 2006, especialmente en la pri-
mera y segunda generacién con méximos
que llegan a 100 polillas/trampa/dia. En
2005 la presencia fue menor, siendo la gene-
racién carpéfaga proporcionalmente més
importante.

El Cuadro 2 nos indica los momentos de los
tres maximos de poblacién y su intensidad.

Comparando los afios de estudio, los maxi-
mos de la generacidn fil6faga (Cuadro 2) se

Prays oleae, 2005
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Figura 1. Curva de vuelo general de P. oleae en Arribes del Duero, afio 2005.

Prays oleae, 2006
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Figura 2. Curva de vuelo general de P. oleae en Arribes del Duero, afio 2006.
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Cuadro 2. Fechas y valores de los maximos de vuelo P. oleae para las tres generaciones
fil6faga P1 P2 P3 P4 PS
2005 2* dec. mayo 2" dec. mayo - 2* dec. mayo -
16,11 7,14 = 8,48 -
2006 2" dec. mayo - 3" dec. abril 1" dec. mayo 1* dec. mayo
2983 - 24,17 16,56 46,86
2007 1* dec. mayo - 3* dec. mayo 2% dec. mayo 2* dec. mayo
29,94 - 31,48 24 83 28,29
antéfaga P1 P2 P3 P4 PS
2005 3* dec. junio 3 dec. junio 3* dec. junio
2421 15,42 25,56
2006 2* dec. junio 2* dec. junio 3* dec. junio 3* dec. junio
61,00 68,57 44 06 100,00
2007 2% dec. junio 2* dec. junio 2* dec. junio 2" dec. junio
3257 2186 48,24 2981
carpéfaga P1 P2 P3 P4 Ps
2005 3 dec. sept. 3% dec. sept. 3° dec. sept.
12,80 933 5,72
2006 2" dec. oct. 2" dec. ocl. 27 dec. oct. 2% dec. oct.
10,29 2,10 571 590

producen en el mes de mayo, en su mayoria
en la segunda decena. En 2005 estos valores
fueron menores con respecto a 2006 y 2007
en los que se mantienen semejantes. La par-
cela 3 presenta su méximo tempranamente en
2006, en la 3* decena de abril. En general en
este aflo se adelanté esta generacion.

En referencia a la generacién antéfaga los
maximos se reparten entre la 2° y la 3* semana
de junio. De nuevo en 2005 son menores para
alcanzar la cota en 2006 y bajar algo en 2007.

Los valores de la generacién carpdfaga para
2005 y 2006 se presentan en fechas diferentes,
ocurriendo en 2005 en la 3% semana de sep-
tiembre y atrasdndose en 2006 a la 2* decena
de octubre. Los cifras son semejantes en
ambos anos.

El Cuadro 3 indica la duracién en dias
de las generaciones en 2005 y 2006,
tomando como tal el tiempo entre la apari-
cién de adultos de una generacién y la
siguiente. La mds corta es la fil6faga,
seguida de la ant6faga, siendo la mds larga
la carpé6faga.

HUMEDAD Y TEMPERATURA

El moderado cardcter continental del
clima en la zona de estudio y la influencia
ocednica permite una humedad relativa més
bien alta. 2006 present6 mayor pluviosidad
frente a 2005 (512 mm y 333 mm respecti-
vamente) y la humedad relativa media fue
superior (64,20% de media frente a 59,75%).

Cuadro 3. Duracién de las generaciones en dias de P. oleae en los Arribes, afios 2005 y 2006.

P1 P2 P4 P5 media
filofaga 46,5 35 46,5 50 442
antofaga 925 96 91,5 89 948
carpé6faga 139 131 138 139 139
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T*y H.R. 2005

Humedad relativa %

Temperatura media

yyyyyyyyyyy

13 15

17 19 21 23 25 27 29 31

33 35 37 39 41 43 45 47 49 5]

Figura 3. Temperatura y humedad relativa medias semanales en 2005. Las barras verticales engloban
el periodo estudiado.
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Figura 4. Temperatura y humedad relativa medias semanales en 2006. Las barras verticales engloban
el periodo estudiado.

En 2005 el periodo con humedad superior a
60% se extiende durante el otofio y el invier-
no. La media de la humedad primaveral fue
de un 60% y la del verano de un 41%, no
bajando nunca del limite del 31%. En 2006
la humedad relativa ambiental supera el 60%
durante el otofio, invierno y comienzo de pri-
mavera. La media de primavera es un 58% y
la de verano un 46% y nunca baja por deba-
jo del 32%.

En las Figuras 3 y 4 se indica para los
aftos 2005 y 2006 los valores de humedad
relativa y temperatura media semanal. Las

humedades altas (>70%) se dan en momen-
tos en que la temperatura es baja. La hume-
dad relativa nunca desciende por debajo del
20% pero si hay varios periodos en el final
de la primavera, todo el verano y comienzo
del otofio en que baja del limite del 50%, lo
cual debe producir mortalidad de huevos.
Respecto a la temperatura se constatan
heladas esporédicas invernales que propician
la mortalidad de larvas invernantes. En los
periodos en los que se monitorea a los adul-
tos Unicamente al final (semanas 46 y 47 de
2005) la temperatura minima estd por deba-
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jo de 7°C. En este mismo periodo la tempe-
ratura maxima estd siempre por encima de
12°C (salvo la semana 46 en 2006), pero la
minima en ocasiones no los supera al final de
primavera y comienzo del otofio. Esto indica
momentos del dia en que los adultos no estan
activos. Teniendo en cuenta que los hébitos

de la especie son principalmente crepuscula-
res ello puede suponer una inactividad total
en estas fechas.

Las Figuras 7 y 8 relacionan como ejem-
plo los grados-dia con el porcentaje acumu-
lado de adultos para la parcela P4 en 2005 y
2006. Las Figuras manifiestan en general

Temperaturas 2005
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Figura 5. Temperaturas madximas y minimas semanales y limites de actividad de adultos y desarrollo de larvas en 2005.
Las barras verticales engloban el periodo estudiado.
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Figura 6. Temperaturas méximas y minimas semanales y limites de actividad de adultos y desarrollo de larvas en el
afio 2006. Las barras verticales engloban el periodo estudiado.
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una dindmica parecida de la especie en
ambos afios, con las diferencias de valor
numérico de las generaciones, es decir, su
importancia relativa anual.

El Cuadro 4 refleja las medias de grados-
dia transcurridos entre la aparicién de los
individuos de una generacion y la siguiente,
asi como Jlos intervalos de KUMRAL er al.

[. ARMENDARIZ et al.

(2005) para Turquia. Las coincidencias son
mayores en la generacién ant6faga, que por
otra parte es la que necesita mayor nimero
de grados-dfa. La generacién fil6faga necesi-
ta muchos menos grados-dia en Arribes
(menos de la mitad) que en Turquia. Por 1lti-
mo la carpdfaga estd en situacién contraria,
ya que presenta més grados dia que en el

P4 Villarino, 2005
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Figura 7. Grados-dia (10,85°C) y porcentaje de adultos acumulado para la parceta P4 en 2005.

P4 Villarine, 2006
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Figura 8. Grados-dia (10,85°C) y porcentaje de adultos acumulado para {a parcela P4 en 2006.
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Cuadro 4. Medias de grados dia para las generaciones ant6faga, carp6faga y filofaga en los afios 2005 y 2006 y
los intervalos de KUMRAL et al. 2005.

P P2 P3 P4 PS media ';‘;"’2’3('];‘

filéfaga 285,18 23335 229,65 285,18 29195 265,06 610-722
antéfaga  1109.00 114275 125180 111998 107525 113976 1134-1382
carpofaga 39588 380,50 342,05 384,90 45630 39193 2083125

estudio en Turquia. Estas divergencias pue-
den ser achacables a las distintas regiones de
estudio, con climas muy diferentes.

DANOS

GENERACION FILOFAGA

Esta generacién presenta en el estudio
alrededor de un cuarto de efectivos de adul-
tos. En el Cuadro 5 pueden verse los por-
centajes de afeccién de hojas. A finales de
enero de 2006 en cuatro parcelas muestrea-
das no superan el 10% las hojas afectadas.
Los datos de 2007 en los meses de febrero
y marzo son concordantes con estas cifras,
aumentando hasta mediados de abril con un
valor maximo de 17,6% de hojas afectadas
en PS. En el dltimo muestreo de primeros
de mayo el porcentaje de hojas afectadas
llega al 30% en dos parcelas. En este
momento ya no hay larvas en las hojas.
ALDEBIS et al. (2004) encuentran valores de
presencia de larva de mas de un 50% en
Cabra (Cdrdoba) para la variedad Picudo en
los afios 2001 y 2002, siendo en otras varie-
dades los valores mds semejantes a los de
este estudio. Teniendo en cuenta que las
larvas tdnicamente producen una disminu-

cién de la capacidad fotosintética en la hoja
y que ésta no se desprende cabe deducir que
los dafios son minimos y no justifican un
tratamiento.

GENERACION ANTOFAGA

En 2005 se realizaron tres muestreos de
flores en la primera y segunda decena de
junio en la parcela 4. El Cuadro 6 indica el
porcentaje de huevos por flor y es en general
bajo, no superando la tasa de 0,13. En e} 1ilti-
mo muestreo (20 de junio) no aparecen hue-
vos. Respecto al % de flores afectadas varié
entre el 6,7 y 8,7%. En 2007 se realizaron
tres muestreos a finales de mayo y primera
quincena de junio. El nimero de huevos es
méaximo en el primero para después dismi-
nuir. Las flores afectadas aumentan del 1° al
2° con un médximo de 9,85%.

En el tercer muestreo los frutos estaban en
su mayorfa cuajados y era dificil ver el dafio
de las larvas, lo cual explica el descenso pro-
nunciado en ambos pardmetros.

La afeccién es muy pequeia frente a la
estimaciéon de un 21% de inflorescencias
atacadas en Espana en 1997 (CIVANTOS,
1998). BENTO et al. (2000) encuentran por-
centajes de flores atacadas variables entre el

Cuadro 5. Porcentaje de hojas afectadas por larvas de P. oleae en 2006 y 2007.

P1 P2 P3 P4 Ps

2006 enero 90 80 1.0 8,0

2007 febrero 58 - 82 50 110
2007 marzo 10,0 - 58 8,2 11,0
2007 abril 14,6 - 134 134 174

2007 abril 16,8 - 9.8 122 17,6

2007 mayo 30,5 - 16,5 300 25,5
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Cuadro 6. Niimero de huevos de P. oleae por flor y % de flores atacadas en 2005 y 2007.

huevos/flor P3 P4 Ps ﬁaﬂ;’gz P3 P4 P5
08/06/2005 0,13 08/06/2005 8,69
14/06/2005 0,04 14/06/2005 6,70
29/05/2007 1,08 2,06 451 29/05/2007 1,69 2,06 345
05/06/2007 0 1,58 1,64 05/06/2007 5,29 845 9,85
1200612007 0,55 0,54 0,00 12/06/2007 027 322 329

6,26 y el 15,15% en los afios 1996 y 1998 en
la regién préxima de Tras Os Montes, valo-
res mas cercanos a los de este estudio. El
estudio de ALDEBIS et al. (2004) presenta
valores semejantes de inflorescencias afecta-
das (entre un 2,66% y un 8,69). Considerando
que las larvas en ocasiones no impiden la
fecundacién el daiio originado por esta gene-
raciéon puede considerarse como ligero. Esta
afirmacién debe en todo caso matizarse con el
cuajado que se dé cada afo, ya que si éste es
muy bajo el dafio si puede ser significativo.

GENERACION CARPOFAGA

La Figura 9 indica la curva de vuelo de
prays en 2005, y el nimero de huevos/fruto.
Los muestreos se realizaron entre el 27 de

junio y el 14 de noviembre. Los dltimos hue-
vos se encuentran el 17 de agosto. Los valo-
res oscilan entre un minimo de 0,03 y un
méximo de 0,16, ambos en el mes de agosto.

En 2006 entre los meses de junio y
noviembre se realizaron 23 muestreos en
las parcelas 3 y 4. La Figura 10 indica el
porcentaje de dafio acumulado en frutos,
que en ningun caso llega al 4,5%. Se com-
prueba c6mo la afeccién es notoriamente
mayor en la parcela de Villarino (P4) que en
el Pisén (P3).

Si hacemos referencia a las aceitunas cai-
das durante este periodo los porcentajes de
aceitunas afectadas por prays se elevan a
cifras entre 48,1 y 73,8% (Fig. 11). Se indi-
ca igualmente el porcentaje de prays parasi-
tados por himendpteros. Este varia entre el

Generaci6n carpéfaga, 2005
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Figura 9. Curva de vuelo (linea) en P2 y nimero de huevos (barras) por fruto en 2005.
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PORCENTAJE DE DANOS ACUMULADO EN FRUTOS
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Figura 10. Porcentaje de dafnos acumulado por P. oleae en frutos en arbol en 2006.
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Figura 11. Porcentaje de danos por P. oleae acumulado en frutos caidos en 2006 y porcentaje de parasitismo.

2,1 y el 72%. Los adultos del himenéptero
quedan dentro del hueso sin poder salir y en
consecuencia su estado para la determina-
¢ién no es bueno. Algunos ejemplares se han
determinado provisionalmente como Bracon
laetus.

CiIvaNTOS (1998) habla de un 1% de caida
de frutos en Espana en 1997, cifra que se

elevé al 13% en 1985. BENTO et al. (2000)
estiman en un 51,68% el porcentaje de frutos
atacados en un olivar sin tratamiento de
Mirandela (Tras Os Montes), lo cual se tra-
duce en una pérdida de 846 kg/ha en cose-
cha. ALDEBIS et al. (2004) encuentran valo-
res medios entre 4,10 y 15,07% de frutos
dailados por esta generacién en aceitunas
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caidas, valor notoriamente inferior al nuestro
pero en olivares sometidos a tratamientos
quimicos.

DISCUSION

El cardcter de zona marginal y fronteriza
de cultivo le confiere un valor afiadido en un
escenario de cambio climético. Si, como se
supone, el clima mediterrdneo se extendera
hacia el norte en los afios sucesivos (OFICINA
NACIONAL DEL CAMBIO CLIMATICO,
Ministerio de Medio Ambiente, 2005), cabe
suponerse una ampliacién del cultivo del olivo
que se encontrard en situaciones similares al
estudio actual.

La poca densidad de plantacién de oliva-
res, la existencia de zonas de vegetacién
natural asi como la débil presién con trata-
mientos quimicos ayuda sin duda a mante-
ner un control natural efectivo de la plaga,
con lo que los niveles de la misma no son
alarmantes. Un muestreo provisional de la
zona arroja hasta el momento 96 especies de
insectos determinadas (ARMENDARIZ ef al.,
2006), entre las cuales hay varios himendp-
teros, encontrdndose un porcentaje signifi-
cativo de parasitismo. En consecuencia los
dafios producidos por las distintas genera-
ciones de prays no son importantes en la
zona de estudio.

La fenologia de la polilla estd influencia-
da principalmente por al temperatura (Kum-
RAL et al., 2005). La zona de estudio presen-
ta condiciones climatoldgicas adecuadas al
desarrollo de la plaga a pesar de su carécter
de continentalidad moderada. El reducido
nimero de heladas en invierno, la elevada
humedad relativa y las temperaturas modera-
das en verano son factores que favorecen la
presencia de prays.

Por lo visto anteriormente el desarrollo de
la plaga va a estar condicionado por la cli-
matologia y el estado fenolégico del cultivo.
El conocimiento de la conjuncién de estos
factores puede posibilitar previsiones mads

certeras sobre ataques futuros y momentos
de tratamiento.

A la hora de prever los danos y debido a
la biologia de la especie los datos aislados de
las capturas en trampas no proporcionan una
base sélida para la previsién de ataques
(KUMRAL ez al.,2005; RaMOs et al., 1990).
Estos ultimos autores encuentran sin embar-
go una relacién vuelo/daiios segin la dife-
rencia entre primeros vuelos y primeras ovi-
posiciones. Este extremo no es comprobable
en el estudio por carecer de las fechas de
puesta.

De cara a establecer el punto cronoldgico
de partida para calcular los grados-diael 1 de
enero, fecha habitualmente empleada, no
refleja ningin evento biolégico en prays, ya
que las larvas de la generacién filéfaga vie-
nen desarrollandose desde antes. (KUMRAL et
al., 2005). Por otro lado hay que fijar un
umbral térmico, ya que este difiere entre
autores y entre zonas de estudio. Es espera-
ble que éste sea distinto para cada una de las
generaciones y dentro de ellas para las dis-
tintas formas bioldgicas (huevo, larva, pupa
y adulto), como se deduce de los estudios de
SHEHATA et al. (2003).

Sin duda son necesarios datos de campa-
fias sucesivas para afinar en el conocimiento
del ciclo y la postulacién y validacion de
modelos que permitan la previsiéon de los
ataques de prays y faciliten la racionaliza-
cién de los tratamientos.
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ABSTRACT

ARMENDARIZ [., L. DE LA IGLESIA, Y. SANTIAGO, G. CAMPILLO, C. ALBERTE, L. MIRAN-
DA, S. JUAREZ, A. PEREZ-SANZ. 2007. Cycle of the olive moth (Prays oleae Bern.) in Arri-
bes del Duero. Bol. San. Veg. Plagas, 33: 443-455.

During years 2004 to 2007, within the framework of INTERREG IlI-A “MOABA-
PE” Project, studies are being made in olive groves of the zone of Arribes del Duero
(Castilla y Leén). One of the objectives of the project is the knowledge of the biological
cycle of one of the main pest, the olive moth (Prays oleae). looking for its natural ene-
mies and trying to build predictive models. The presence of adults was verified weekly
between the months of March and November by means of the use of delta traps with phe-
romones. At certain moments of the cycle there were collected leaves, flowers and fruits.
The flight curves are showed and they are related to weather data; humidity and tempe-
rature. The presence of the three annual generations is verified: phyllophagous, anthop-
hagous and carpophagous, valuing the damages caused by each one of them. The con-
clusion is that the presence of prays and their damages are reduced in this zone of cultu-
re. Having complete data only of two years more campaigns are necessary to sharpen in
Biology and modelizacion of the species facing the prediction and rationalization of tre-

455

atments.

Key words: Castilla y Leon, damages, pest, meteorology, thermal integral.
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Fluctuaciéon Poblacional de Frankliniella occidentalis (Pergande)
(Thysanoptera: Thripidae) en Vitis vinifera L. cv. Italia en la

Zona Sur de Uruguay

M. V. Muiica, 1. B. Scatoni, J. FRaNCO, S. NUNEZ, C. M. BENTANCOURT

En Uruguay la viticultura se concentra en la zona sur, ocupa 8500 hectéreas y sélo
una pequeiia proporcién es uva para consumo en fresco. Entre las uvas blancas, el culti-
var talia es el predominante. Desde la introduccién de Frankliniella occidentalis al pais,
los dafios de trips sobre este cultivar son m4s severos. No existen estudios que permitan
atribuir dichos dafios a esta especie, no se conoce su ciclo estacional, ni se han validado
métodos de monitoreo que permitan cuantificar su abundancia y definir la oportunidad
de aplicar medidas de control. Los objetivos del presente trabajo son: determinar el ciclo
estacional de F. occidentalis, relacionarlo con la presencia de dafios y validar un méto-
do de muestreo que permita identificar los momentos de mayor abundancia de pobla-
ciones. Se trabajé en dos vifiedos, uno conducido en lira y otro en parral, desde brota-
cién a cosecha. La determinaci6n de la fluctuacién poblacional se realiz6 mediante gol-
peo de racimos y trampas adhesivas amarillas. En las evaluaciones realizadas sobre raci-
mos se detecté F. occidentalis en el momento de la floracién. En funcién de su abun-
dancia, a esta especie se le pueden atribuir los daios por oviposicién que se visualizaron
un mes después. El método de muestreo que estimé mejor la densidad de la poblacién
en el perfodo critico de Ja vifia fue la trampa colocada en el suelo, aunque el golpeo
determiné la presencia de los trips en el racimo. La relacién varianza/media dejé de
manifiesto que las poblaciones de trips se distribuyen de forma agregada.

M. V. Mujica, 1. B. Scatoni, J. Franco, C. M. Bentancourt. Facultad de Agronomfa, Avda.
E. Garz6n 780, 12900 Montevideo, Uruguay. E mail: iscatoni @fagro.edu.uy

S. Nuiiez. Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria, R. 48 Km. 10, Canelones,
Uruguay.

Palabras clave: trips, métodos de muestreo, distribucién espacial.

INTRODUCCION

En Uruguay la viticultura se concentra
principalmente en la zona sur del pafs y
ocupa alrededor de 8500 hectdreas, de las
cuales el cultivar Italia es el predominante
dentro de las variedades blancas para consu-
mo en fresco (URUGUAY, 2003).

Desde el punto de vista de los insectos
plaga, la viticultura uruguaya presenta una
situacién privilegiada, y en la mayoria de los
casos no se realizan intervenciones con

insecticidas. Las cochinillas harinosas, Pla-
nococcus ficus (Signoret) (Homoptera: Pseu-
dococcidae), y las lagartitas de los racimos,
Argyrotaenia sphaleropa (Meyrick), Bona-
gota salubricola (Meyrick) (Lepidoptera:
Tortricidae), constituian las principales pla-
gas que afectaban la calidad de los racimos
(BENTANCOURT & ScaTONI, 1999). El moni-
toreo permanente y la aplicacién de técnicas
culturales han llevado a que estas especies
raramente alcancen niveles que justifiquen
medidas especificas de control.
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Sin embargo, la introduccién de Frankli-
niella occidentalis (Pergande) a Uruguay
(TERRA et al., 1999), puso en riesgo la situa-
cién privilegiada de los vifledos uruguayos
ya que sus dafios se hacen cada vez mds evi-
dentes, principalmente en uvas blancas para
consumo en fresco. Las lesiones consisten en
manchas en forma de halos blancos que
rodean el sitio donde las hembras de trips
insertan los huevos en las bayas en desarro-
llo. Hasta ese entonces los dafos de trips
revestfan escasa importancia, las especies
citadas eran Heliothrips haemorroidalis
(Bouché), Thrips tabaci Lindeman e Isoneu-
rothrips australis Bagnal (BENTANCOURT &
SCATONI ,1999).

El monitoreo es la base para el manejo
racional de plagas, sin embargo, en Uruguay
no se han evaluado métodos de monitoreo
para trips en vid, por lo que frente a la situa-
cién planteada para F. occidentalis se reali-
zan preventivamente intervenciones con
insecticidas. El principio activo mas utiliza-
do es endosulfan (SpinoLA, 1997) aunque en
vifiedos bajo normas de produccién integra-
da sélo se permiten aplicaciones con spino-
sad (URUGUAY, 2005).

El uso de trampas adhesivas de colores
para detectar la presencia y cuantificar la
densidad poblacional de diferentes especies
de trips es una préctica corriente y numero-
sos trabajos hacen referencia a los factores
que afectan la eficiencia de estas trampas;
entre ellos, las preferencias por color, altura
idonea de colocacién en el cultivo y el efec-
to de la incorporacién de sustancias atrayen-
tes (MoOFFIT, 1964, BEAVERS et al., 1971,
YUDIN et al., 1987, KIrRk, 1984, 1987,
BRODSGAARD, 1989, GILLESPIE & VERNON,
1990, VERNON & GILLESPIE, 1990, CABELLO
et al., 1991, HeiNz et al., 1992, CARRIZO,
1998, SANCHEZ et al., 1998, GONZALEZ HER-
NANDEZ et al., 1999, PEARSALL & MYERS,
2001).

Los habitos polifagos de algunas de las
especies de trips, la constante migracién
entre cultivos y hacia la vegetacion espon-
tdnea, hacen que los registros de capturas
en trampas deban ser complementados con

otras técnicas de monitoreo que permitan
verificar la presencia del insecto en el culti-
vo y asociarla con los estados fenolégicos
en los que las plantas se vuelven mas sus-
ceptibles y manifiestan dafnos de enverga-
dura. Gonzélez (1999) afirma que F. occi-
dentalis es atraido a los racimos desde ini-
cios de la floracién y que las hembras pene-
tran entre las fisuras de las caliptras cuando
€stas se encuentran muy apretadas sobre los
estambres y pistilo de las bayas, alli ovipo-
nen sobre la pared del ovario y luego aban-
donan la baya. Segin GONZzALEZ (1999)
este comportamiento puede verificarse
sacudiendo los racimos dentro de bolsas de
polietileno.

El presente trabajo se propone conocer la
variacion estacional de F. occidentalis,
correlacionarla con la presencia de dafios
sobre los cultivos de vid y validar un método
de muestreo que permita identificar los
momentos de mayor abundancia de pobla-
ciones para optimizar los eventuales trata-
mientos de control.

MATERIALES Y METODOS

La colecta de trips se realizé en la zona de
Melilla (departamento de Montevideo) sobre
uva de mesa, Vitis vinifera L. cv. Italia. Para
esto se seleccionaron dos vifiedos de un esta-
blecimiento, uno conducido en parral (0.30
ha) y otro en lira (0.37 ha), de 14 y 15 afios
de implantados respectivamente. Ambos fue-
ron divididos en doce sectores, y se tomaron
muestras de una planta por sector, seleccio-
nada al azar. Las plantas seleccionadas se
siguieron a lo largo de todo el periodo de
evaluacién, que comenzd con la brotacion
(5/10/05) y finaliz6 con la cosecha (28/2/06).
Durante este periodo no se realizaron trata-
mientos insecticidas.

Para la determinacién de la fluctuacién
poblacional se utilizaron trampas adhesivas
de color amarillo. Estas tenian una superficie
de 208 cm? cuadrados (16 x 13 c¢m) pintadas
de ambos lados con esmalte amarillo cromo,
referenciado por el sistema L*a*b como L:
80.71; a: + 435 y b: + 81.80 (CIE, 1976).
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Sobre una de las superficies se aplicé una
fina capa de pegamento Tangle-trap (Than-
glefoot Company, MI 49504 USA). Las
trampas se colocaron verticalmente en
nimero de 12 por vifiedo, una por sector, la
mitad colgadas de las plantas y el resto fijas
mediante una estaca al suelo (Fig. 1).

Para constatar la presencia de trips en los
racimos de las plantas previamente seleccio-
nadas, se golpearon dos racimos por sector
dentro de bolsas de polietileno hasta el
momento de floracién (Fig. 2). Después de
la floracién y debido a que el tamaiio de los
racimos hacia dificil el golpeo, se continué
la colecta de trips usando un algodén embe-
bido en acetato de etilo colocado en el fondo
de las bolsas. De este modo los vapores pro-
ducidos mataban a los insectos, que caian al
fondo de la bolsa. Estas evaluaciones se rea-
lizaron en horas del mediodia, en forma
semanal hasta fines de diciembre, cuando las
bayas alcanzaron mds de 1 cm de didmetro,
y dos veces por semana en el periodo de flo-

Figura 2. Trampas adhesivas amarillas colocadas en el
interior de la planta y a nivel del suelo en Vitis vinifera
L. cv. Italia.

Figura 1. Bolsas de polietileno envolviendo racimos
usadas en el método de golpeo.

racion seglin GONZALEZ (1999). Su recomen-
dacién responde al hecho de que la floracién
de la vina es bastante concentrada en el tiem-
po, y muestreos mds espaciados podrian per-
der este periodo, critico para la aparicién de
trips.

Los ejemplares colectados eran conserva-
dos en tubos de vidrio con alcohol al 70%
para su posterior identificacién. F. occiden-
talis fue separada de las otras especies de
trips capturadas en trampas adhesivas
siguiendo las claves de MOUND er al. (1976),
Mounp & KiBBY (1998), MounD & MaRU-
LLO (1996); DE SANTIS ef al. (1980), Soto &
RETANA (2003). Para verificar las identifica-
ciones, se realizaron preparaciones micros-
copicas (MOUND & MARULLO, 1996) y se
consulté la coleccion de trips del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(LN.ILA. Las Brujas).

Los conteos de F. occidentalis obtenidos
en trampas y en las plantas de vina por el
método del golpeo se procesaron por sector,
por método de muestreo y por fecha. Con esa
informacién se construyeron grificos de
poblacién parcial, para posteriormente com-
parar estadisticamente la variacién entre
vifiedos.

Para cuantificar los dafios se consideré
“racimo dafiado” como el que por lo menos
presentaba una baya con lesion de trips. Los
racimos se¢ evaluaron desde cuajado hasta
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fines de la primera quincena de diciembre.
El procedimiento consistié en revisar dos
racimos de cada una de las plantas seleccio-
nadas en los doce sectores de muestreo y
cuantificar el nimero de racimos danados
por sector y de bayas dafadas por racimo.

Anélisis estadistico

Los datos fueron procesados usando el
Modelo Lineal Generalizado para conteos y
proporciones y el Modelo no Lineal para la
estimacion de curvas. Se usaron los procedi-
mientos GLM, GENMOD y NLIN del pro-
grama SAS version 9.1 (2003).

El anélisis estadistico se realiz en tres
etapas: comparacién de la abundancia y
fluctuacién de las poblaciones de trips pre-
sentes en ambos vifiedos; comparacién de
la eficiencia de los métodos de muestreo;
estimacién de la distribucién espacial en el
vifiedo.

La fluctuacién poblacional de esta especie
en los dos vifiedos fue analizada a través de
modelos logisticos de crecimiento poblacio-
nal (procedimiento NLIN - SAS 2003), con-
siderando por separado los datos provenien-
tes de los distintos tipos de muestreo. Se tra-
bajé con la proporcién acumulada de indivi-
duos en funcién del tiempo. Se estimaron los
pardmetros de las curvas logisticas, los inter-
valos de confianza para cada uno de ellos y
el momento en que las poblaciones de trips
alcanzaron el 50% de la poblacidn (punto de
maxima velocidad de crecimiento).

Para ]Ja comparacién de los métodos de
muestreo se dividi6 el periodo en tres etapas
considerando las fluctuaciones poblaciona-
les: la primera comprendida entre el
05/10/05 y el 09/11/05, la segunda entre el
09/11/05 y el 18/01/06, y la tercera entre el
18/01/06 y el 28/2/06. Para comparar las
proporciones se utilizé un Modelo Lineal
Generalizado asumiendo distribucién bino-
mial y funcién de enlace logit. La compara-
cién se hizo utilizando el procedimiento
GENMOD (SAS, 2003). Se calcularon los
intervalos de confianza para estimar la ver-
dadera proporcién de insectos para cada
periodo y para cada método.

La distribucién espacial de F. occidentalis
se estudié a través de la relacién varianza —
media, propuesta por TAYLOR (1961). Las
capturas procedentes de cada viiiedo, se
agruparon por fecha, y se calcularon la
media y la varianza. Por regresién lineal
(método de los minimos cuadrados), se cal-
cularon los pardmetros “a” y “b” de la ecua-
cién de Taylor para cada vifiedo. Las curvas
estimadas se compararon utilizando los
intervalos de confianza obtenidos para los
dos parametros (“a” y “b”) (RUESNIK, 1980,
Soutwoob, 1978).

RESULTADOS Y DISCUSION

Frankliniella occidentalis fue colectada
tanto en los golpeos como en las trampas
adhesivas amarillas. Otras especies de trips
capturadas en trampas aunque con baja fre-
cuencia fueron Frankliniella schultzei (Try-
bon), Chirothrips sp y especimenes del
suborden Tubulifera. Ninguno de estos tiene
a la vila como hospedero (LEwis, 1973,
MOUND & MARULLO, 1996, Ra0 & ALDER-
MAN, 2005). F occidentalis fue la especie
mds abundante y constante durante todos los
meses estudiados, representando en algunas
fechas el 100 % de la poblacién.

Variacién estacional de Frankliniella
occidentalis y su relacion con los daiios

La fluctuacién poblacional de F. occi-
dentalis fue similar en ambos vifiedos (Fig.
3). Si bien se colectaron ejemplares en las
trampas a lo largo de todo el periodo de
estudio, las poblaciones de F. occidentalis
muestran un incremento sustancial a partir
de la segunda quincena de noviembre, y
alcanzan la mayor abundancia en la prime-
ra quincena de diciembre. Estos resultados
se registran tanto en trampas colocadas a
nivel del suelo como en las aéreas. La dife-
rencia radica en el nimero de insectos
colectados por ambos métodos: mientras las
trampas colocadas a nivel del suelo colecta-
ron en promedio 100 o mds individuos en
Jos momentos de mayor captura, las tram-
pas aéreas s6lo llegaron a un promedio de
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Figura 3. Capturas promedio de Frankliniella occidentalis en trampas adhesivas amarillas colocadas a nivel de suelo
(=) y entre la vegetacion ( -e- ) en Vitis vinifera L. cv. ltalia conducidos en lira (A) y parral (B). Perfodos en los que
se colectaron F. occidentalis por golpeo .... y se detectaron dafios p .

20 o més ejemplares por trampa, en los mis-
mos periodos. La diferencia observada
puede deberse, entre otras cosas, a la
cubierta vegetal de la entrefila, que conte-
nfa varias especies hospederas de F. occi-
dentalis como manzanilla, nabo silvestre y
trébol blanco, entre otras. Ademas de estas
especies hay que considerar los frutales cer-
canos implantados en la zona.

La presencia de F. occidentalis en los
racimos fue detectada por el método del gol-
peo y el maximo de colecta se registré en la
segunda quincena de noviembre en ambos
vifiedos, coincidiendo con el momento de
cafda de caliptras (Fig. 3), pero no con el

momento de mayor abundancia de trips
detectado en las trampas. La estrecha rela-
cién entre el perfodo de antesis de la vid con
la abundancia de adultos de trips en el raci-
mo, probablemente refleja la atraccién del
polen como fuente de alimento para estos
insectos, lo que posiblemente influye en su
reproduccion (JENSEN et al., 1992, Ripa et
al., 1993). Kirk (1987) determiné que otras
especies de trips, en Australia y Nueva
Zelanda, consumen diariamente grandes
cantidades de polen e incluso son capaces de
reducir los rendimientos a cosecha. Proba-
blemente los trips estén presentes en la vege-
tacién circundante, y en el momento de flo-
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Figura 4. Dailos realizados por la oviposicion de Frankliniella occidentalis sobre bayas de Vitis vinifera L. cv. Ttalia.
Nétese en la figura derecha la suberificacién de la zona donde se realiz6 la puesta.

racion se trasladan a los racimos para ali-
mentarse y depositar los huevos. F. occiden-
talis fue la Unica especie que se colecté de
los racimos, contrariamente a lo citado para
Uruguay por BENTANCOURT & SCATONI
(1999), quienes mencionaban para la viha
Heliothrips haemorroidalis (Bouché), Iso-
neurothrips australis Bagnal y Thrips tabaci
Lindeman. KIrk (2001) sostiene que F. occi-
dentalis se convierte en la especie de trips
predominante, desplazando a las otras pre-
viamente establecidas. Probablemente una
situacion similar se esté dando en la vid en el
pais.

Los dafios observados sobre las bayas
fueron halos blanquecinos rodeando la zona
de puesta (Fig. 4), lo que coincide amplia-
mente con los descriptos para F. occidentalis
en la literatura (JENSEN et al., 1992, Ripa et
al. 1993, GONzALEZ, 1999, BIAGGIONI ef al.,
2002). Se visualizaron entre el 6 y el 13 de
diciembre, cuando las bayas tenian el tama-
flo de una arveja, y un mes después de haber-
se detectado la presencia del trips en raci-
mos. JENSEN et al. (1992) y GONZALEZ
(1999) concluyeron que el principal proble-
ma es la herida de puesta no cicatrizada, que
persiste y deprecia la calidad del racimo y
favorece la entrada de patégenos. Segiin
GONZALEZ (1999) este dafio es particular-
mente severo en los cultivares Italia, Red

Globe, Superior, Dawn, Almeria y Calmeria.
JENSEN et al. (1992) en California, observa-
ron ademas de la mancha en halo, broncea-
dos en las bayas y dafios sobre la brotacién y
hojas. Sin embargo, en los vifiedos evalua-
dos no se observaron otro tipo de lesiones
ademds de las provocadas por la puesta, que
pudiera ser atribuidas a trips y el porcentaje
de racimos afectados fue del 25% para el
vifiedo conducido en lira y del 33% para el
parral.

En Ja comparacién de las poblaciones de
trips entre vifiedos, se utilizaron solamente
los datos correspondientes a capturas en
trampas. Los pardmetros de la ecuacion
logistica calculados para los dos viiedos y
los dos métodos de muestreo son diferentes
(Fig. 5). Las curvas ajustadas para las tram-
pas ubicadas entre la vegetacion muestran un
crecimiento mds lento que las colocadas
sobre la superficie del suelo; esta diferencia
es mayor en la trampa colocada en el suelo,
lo que también puede inferirse observando la
figura 1. Sin embargo, el momento en el que
se alcanzan el 50% de la poblacién (pi =
punto de inflexién) se corresponde con los
muestreos de mediados de diciembre. En el
vifiedo conducido en lira coinciden en la
fecha (13/12/05) y la diferencia entre los dos
tipos de trampas es menor a una semana en
el parral (13/12/05 y 20/12/05).
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Evaluacién de los métodos de muestreo

El nimero absoluto de insectos colecta-
dos varié sustancialmente segin el método
de muestreo. Sin embargo, esto difiere cuan-
do se consideran las proporciones de captu-
ra. Como se aprecia en el cuadro 1, la rela-
cién de capturas fue similar entre los dos
vifiedos; las mayores capturas se obtuvieron
en las trampas adhesivas amarillas colocadas
al nivel del suelo, seguidas de las aéreas y el
golpeo.

El periodo de muestreo se dividié tenien-
do en cuenta la fluctuacién poblacional, para
evaluar la eficiencia de los métodos.
Siguiendo este procedimiento se observaron
diferencias significativas en funcién del peri-
odo considerado (Cuadros 2 y 3). En los
periodos 1 (5/10/05 al 9/11/05) y 3 (18/1/06

463

al 28/2/06), cuando las densidades poblacio-
nales son bajas (Fig. 3), las trampas aéreas
son mejores estimadores de la abundancia, o
al menos iguales a las colocadas a nivel del
suelo. En cambio, en el periodo 2 (9/11/05 al
18/1/06), cuando se concentra la mayor
abundancia poblacional las trampas ubicadas
a nivel] del suelo capturan mds individuos y
reflejan mejor lo que sucede en la planta.
Este constituye el momento critico para la
viia, ya que en este periodo quedé compren-
dida la floracién de los cultivos evaluados, se
detectaron trips en los racimos por el méto-
do del golpeo y se verificaron dafios por ovi-
posicién un mes después. Sin duda estas
trampas tienen la desventaja de que se ensu-
cian mucho, de que capturan un mayor
nimero de insectos y de que la vegetacion
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Figura 5. Valores esperados (A) segtn el modelo logistico y observados (e) de Frankliniella occidentalis en funcion de
las fechas de muestreo en Viris vinifera L. cv. halia. A: conducido en lira, trampas adhesivas amarillas colocadas en la
planta: B: conducido en lira, trampas adhesivas amarillas colocadas a nivel del suelo: C: conducido en parral, trampas
adhesivas amarillas colocadas en la planta; D: conducido en parral. trampas adhesivas amariltas colocadas a nivel del

suelo (pi = punto de inflexién).
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Cuadro 1. Porcentaje de capturas de Frankliniella occidentalis en trampas adhesivas amarillas colocadas en la
vegetacion, a nivel del suelo y en golpeos en Vitis vinifera L. cv. Italia conducido en lira y parral.

Trampas Aéreas (%) Trampas de Suelo (%) Golpeos (%)
Total por método (lira) 16,37 83,25 0,38
Total por método (parral) 30,36 69,52 0,12

Cuadro 2. Estimacién de Ia proporcién e intervalos de confianza (95%) de capturas de Frankliniella occidentalis
en trampas adhesivas amarillas colocadas en la vegetacién y a nivel del suelo en Vitis vinifera L. cv. Italia
conducido en lira en tres periodos de tiempo.

Intervalo de confianza

Método de Proporcién
muestreo Li Ls
Periodo 1 (05/10/05 — 09/11/05)
Trampa Aérea 0,16 a 0,10 0,16
Trampa Suelo 0,05b 0,03 0,06
Periodo 2 (09/11/05 - 18/01/06)
Trampa Aérea 0,74 b 0,72 0,80
Trampa Suelo 0,90 a 0,88 0,92
Periodo 3 (18/01/06 — 28/2/06)
Trampa Aérea 0,11 a 0,09 0,13
Trampa Suelo 0,05 b 0,04 0,07

Li: limite inferior Ls: limite superior Valores seguidos por diferente letra son estadisticamente diferentes en la prueba de
Chi—cuadrado (P < 0.05).

Cuadro 3. Estimacién de la proporcion e intervalos de confianza (95%) de capturas de Frankliniella occidentalis
en trampas adhesivas amarillas colocadas en la vegetacién y a nivel del suelo en Vitis vinifera L. cv. Italia
conducido en parral en tres periodos de tiempo.

Método de Proporcién Intervalo de confianza
muestreo Li Ls
Periodo 1 (05/10/05 - 09/11/05)
Trampa Aérea 0,11 a 0,07 0,15
Trampa Suelo 0,07 a 0,05 0,08
Periodo 2 (09/11/05 - 18/01/06)
Trampa Aérea 0,69 b 0,63 0,74
Trampa Suelo 0,85 a 0,82 0,86
Periodo 3 (18/01/06 ~ 28/2/06)
Trampa Aérea 021 a 0,17 0,26
Trampa Suelo 0,84 b 0,08 0,11

Li: limite inferior Ls: limite superior Valores seguidos por diferente letra son estadisticamente diferentes en la prueba
de Chi—cuadrado (P £ 0.05).

circundante puede afectar las capturas, por lo resante desde el punto de vista de la revisién
que no debe ser descartada la verificacién de de un posible esquema de control de estos
la presencia de trips en el cultivo en el insectos, ya que si bien los dafios se visuali-
momento de la floracién empleando el méto- zan en la primera quincena de diciembre, los

do del golpeo. El periodo 2 es también inte- mismos fueron ocasionados previo a la flora-
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Figura 6. Relacién varianza - media para Frankliniella occidentalis capturadas en trampas adhesivas amarillas y ajuste
de ta ecuaci6n de Taylor en Vitis vinifera L. cv. ltalia conducida en lira (A) y parral (B).
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cién cuando las caliptras ain no se habian
desprendido. Como la severidad de los dafios
observados fue baja, menos de 5 bayas afec-
tadas en racimos de mas de 100, el dafio se
puede revertir realizando el raleo de las
bayas afectadas sin desmerecer la calidad
comercial de los racimos.

Distribucion espacial de Frankliniella
occidentalis en los vifiedos

En la figura 6 se observan las relaciones
varianza - media y la ecuacién de Taylor con
los valores de los coeficientes estimados por
regresion para los datos correspondientes a
F. occidentalis. Como se puede apreciar los

ABSTRACT

valores de “b” obtenidos indican la presencia
de una distribucién agregada o de contagio
bl(1,4; 2,0). Los valores de “a” y “b” encon-
trados son similares a los citados por CARRI-
70 y KLASMAN (2002) para F. occidentalis en
diferentes cultivos horticolas y florales.
Estos pardmetros son significativamente
diferentes entre los vifiedos conducidos en
lira y parral, y por lo tanto se deben usar
ecuaciones diferentes segin el método de
conduccidn para la estimacion de las varian-
zas al momento de determinar los planes de
muestreo (y el ndmero de trampas apropia-
do), el que dependerd del momento y la den-
sidad esperada de la plaga.

Muiltca M. V., 1. B. Scatont, J. FRaNCO, S. NUREzZ, C. M. BENTANCOURT. 2007. Popu-

lation Fluctuation of Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) on
Vitis Vinifera L. cv. ltalia in the South of Uruguay. Bol. San. Veg. Plagas, 34 457-467.

Viticulture in Uruguay is concentrated in southern zone, occupies 8500 hectares and
only a small part is for fresh consumption, cv. [talia predominates among white varieties.
After F. occidentalis introduction to the country, thrips damage on white table grapes is
more severe. There are no studies that relate the damage 1o this species, its seasonal cycle
is unknown, and no monitoring methods are validated to quantify its abundance and defi-
ne the application of control measures. The goals of this research were: to determine the
seasonal cycle for this species, to correlate it with damages and to validate a sampling
method to identify moments of greatest populations. The research was done in two vine-
yards, with two different conduction systems, from bud break to harvest. The fluctuation
of populations for different thrips species was studied using bunch tapping and yellow
sticky traps. On bunch evaluations F. occidentalis was detected at flowering time, its
abundance permits its association with oviposition damages observed one month later.
No other kind of damage that could be associated to thrips was observed. The sampling
method that best estimated population density at the critical period was traps on the
ground; although the tapping method indicated thrips presence in bunches.
Variance/media relation showed aggregated distribution in thrips populations.

Key words: thrips, sampling techniques, spatial distribution.
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Parasitismo natural de huevos de las principales especies de
Noctuidae (Lepidoptera) plagas en el cultivo de soja en Tucuman,

Argentina

L. VALVERDE, E. VIRLA

Se evalué el parasitismo natural de huevos de las tres principales especies de lepi-

dépteros plaga del cultivo de soja (Anticarsia gemmatalis Hiibner (Noctuidae, Catocali-
nae), Rachiplusia nu (Guenée) y Pseudoplusia (= Chrysodeixis) includens (Walker)
(Noctuidae, Plusiinae) en la provincia de Tucumdn (Argentina). Se realizaron muestre-
os semanales en un drea de 2 ha, revisando 240 foliolos en cada muestreo. Los parasi-
toides o6fagos encontrados fueron Trichogramma pretiosum Riley, Trichogramma sp.
(Hym. Trichogrammatidae) y Encarsia porteri (Mercet) (Hym. Aphelinidae). Estos
parasitoides fueron obtenidos desde las tres especies de lepidépteros. Se determino un
72,6 % de parasitismo total, siendo A. gemmatalis la especie mas afectada (80,3 %).
seguida por Rachiplusia nu.

L. VaLverDE. Fundacién Miguel Lillo. Instituto de Entomologfa. Miguel Lillo 251.
(4.000) San Miguel de Tucumin, Argentina. E-mail: Ivalverde@hotmail.com.
E. VIRLA. CONICET-PROIMI, Av. Belgrano y Pasaje Caseros, T400IMVB, S. M. de

Tucumdn, Argentina. evirla@hotmail.com.

Palabras clave: Trichogramma spp, Encarsia porteri, Anticarsia gemmatalis, Rachi-
plusia nu, Pseudoplusia includens.

INTRODUCCION

Condicionado, entre otras razones, por la
coyuntura internacional de precios, la soja
se ha convertido en los dltimos afios en el
principal cultivo de la Argentina, tanto en
superficie cultivada como en produccién
total. En la campana agricola 1988/89 se
sembraron 4,6 millones de hectdreas y la
produccién alcanzé los 6,5 millones de
toneladas. Sé6lo quince afios después, en la
campaia 2003/2004, la superficie sembrada
con esta oleaginosa ascendi6 a 14,2 millo-
nes de hectédreas y la produccion fue 7 veces
mayor (34,8 millones de toneladas) que lo
cosechado enl1989 (SAGPyA, 2003). La
expansién de este cultivo, particularmente
en el noroeste argentino, se realizé en detri-

mento de otros cultivos y de 4reas con
cobertura natural; como resultado de esto, el
paisaje agricola de la regién cambié sustan-
cialmente.

En el norte de Argentina, el cultivo de soja
es atacado por varias especies de lepidépte-
ros defoliadores. Durante muchos afios se
considero a Anticarsia gemmatalis (Hibner)
(Noctuidae, Catocalinae) como la plaga prin-
cipal, y a Rachiplusia nu (Guenée) y Pseu-
doplusia (= Chrysodeixis) includens (Wal-
ker) (Noctuidae, Plusiinae) como plagas
secundarias (LAZARO et al., 1989); esta situa-
cién ha cambiado y estudios de campo basa-
dos en la abundancia de huevos de las tres
especies demostraron un aumento en la
poblacién de R. nu (VALVERDE, 2007), alcan-
zando valores similares a A. gemmatalis.
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En Argentina, y particularmente en las pro-
vincias del noroeste, el control de estas plagas
se realiza casi exclusivamente mediante el uso
de los insecticidas clorpirifos (organofosfora-
do) y cipermetrina (piretroide), realizandose
un promedio de 3 aplicaciones en cada cam-
pafia agricola. Como es sabido, el abuso en la
aplicaciéon de pesticidas trae aparejado una
serie de efectos negativos al agroecosistema,
como destruccién de controladores naturales,
induccién o resurgimiento de plagas secunda-
rias y desarrollo de resistencia, asi como
aumento en costos de produccidn e impacto
sanitario en la poblacion.

La revisién bibliogréfica revela que existe
un importante complejo de enemigos natura-
les que contribuyen al control natural de
estas plagas; entre ellos se destacan los para-
sitoides o6fagos (NAGARAJA and NAGARRAT-
TI, 1973; FERREIRA y PANIZZI, 1978; MARS-
TON et al., 1984; HASSELL, WAAGE, 1984;
ARRETZ et al., 1985, 1994; PoLASZEK, 1991;
BOTTO et al., 1991a,b, 1992; Rizzo y SaIng,
1996); MOLINARI y MONETTI, 1997; KNUT-
SON, 1998; FOERSTER and AVANCI, 1999); sin
embargo los estudios realizados en cultivos
de soja del noroeste argentino y particular-
mente en la regién de Tucumdn son escasos
(Frias et al., 1991-93; OVRUSKI, y FRIAs,
1995; VALVERDE, 2003). La identificacién,
modo de accién y cuantificacién de la ocu-
rrencia de los parasitoides y su relacién con
los niveles poblacionales de las plagas aqui
tratadas son aspectos esenciales para el desa-
rrollo de programas racionales para el con-
trol de las mismas. El objetivo de este estu-
dio fue, ante el cambio sustancial del paisaje
agricola de la regién, determinar la ocurren-
cia de especies de parasitoides de huevos de
las tres especies de lepiddpteros plagas de
soja y evaluar su nivel de ataque.

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron muestreos semanales entre
enero y abril de 2004, en un cultivo comercial
de soja implantado en la localidad de El Bra-
cho (26° 59’ S y 65° 11’ O, Dept. Cruz Alta).
La parcela bajo estudio, de aproximadamente

2 ha, recibié las pricticas agrondémicas con-
vencionales con siembra directa de la semilla
y 3 aplicaciones de insecticidas (cipermetrina,
24 de enero, 20 de febrero y 24 de marzo). En
cada fecha de muestreo se colectaban 60
foliolos desde 40 plantas, elegidas al azar. El
material fue trasladado en bolsas de papel al
laboratorio para su posterior revisién con
ayuda del microscopio estereoscopico, a fin
de aislar los huevos de los foliolos.

Los huevos encontrados fueron colocados
individualmente en capsulas de gelatina (2
cm x 0,5 cm de didmetro), mantenidos en
condiciones de laboratorio (24 + 2 °C, 75-85
% de HR y fotoperiodo natural) y revisados
periédicamente para verificar la emergencia
de las larvas de lepiddpteros o de parasitoi-
des. Tanto el corion de los huevos como la
genitalia de los parasitoides fueron diafani-
zados durante 20 minutos con lacto fenol y
montados en solucién de Hoyer siguiendo
las técnicas cldsicas de microscopia éptica.
La identificacion de los huevos se realizd
seglin la estructura y el disefio del drea
micropilar del cérion, consultando los traba-
jos de PETERSON (1964), ANGULO y WEIGERT
(1975), WEIGERT y ANGULO (1977), GRE-
GORY and BARFIELD (1989), ANGULO y OLI-
VARES (1991).

Los datos obtenidos fueron analizados,
seglin correspondiera, mediante test “T” de
Student o por medio de ANOVA seguido por
un test de Tukey para la separacion de medias
con un nivel de 0,05 de significancia. Se utili-
z6 el programa InfoStat® Profesional 2005d1.

Este trabajo se realizé en los laboratorios
del Instituto de Entomologia de la Fundacién
Miguel Lillo (Tucumén), y los especimenes
de referencia se depositaron en la coleccion
del mismo Instituto.

RESULTADOS

Los huevos de las principales especies de
lepiddpteros noctuidos plagas de soja fueron
atacados por tres especies de microhimendp-
teros calcidoideos: Trichogramma pretiosum
Riley, Trichogramma sp. (Hym.: Tricho-
grammatidae) y Encarsia porteri (Mercet)



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 33. 2007 471

§ 14
% 12 4
$
z 10
28 8
SE 61
=
'gb- 4
= 21
&
£ 0
-}

100

80

60

40

% de parasitismo

20

=2 Tricogramatidos —— E. porteri —— p° de huevos

Figura |. Densidad media de huevos de A. gemmatalis porcentaje de parasitismo en el cultivo de soja.

(Hym., Aphelinidae). De las dos especies de
Trichogramma, T. pretiosum fue la mas fre-
cuente y abundante; la otra especie estd sien-
do estudiada por la especialista del grupo.
Debido a la dificultad de su identificacién
especifica, fueron consideradas en esta con-
tribucién como un complejo. E. porteri es un
parasitoide heterénomo dado que sus hem-
bras son endoparasitoides de varias especies
de Hemiptera Sternorrhyncha (mayormente
Aleyrodidae) y los machos se desarrollan a
expensas de huevos de diferentes especies de
Lepidoptera. En este estudio, siempre se
obtuvo un solo individuo por huevo.

Durante el desarrollo del cultivo, y consi-
derando la totalidad de los huevos de Noc-
tuidae colectados, se registré un porcentaje
de parasitismo de 72,6 %.

El 80,3% de los huevos de A. gemmatalis
recolectados en la campafia estaban parasita-
dos. El complejo de los tricogramétidos
atacé a los huevos de esta plaga significati-
vamente mas que el afelinido (P< 0,05).

E. porteri detecta los huevos de A. gem-
matalis en las etapas vegetativas tempranas
del cultivo, cuando la densidad de huevos es
aun muy baja. El complejo de tricogramati-
dos aparece recién cuando el cultivo tiene un
mes y medio de sembrado (Fig. 1).

El porcentaje total de parasitismo en R. nu
fue 694 %. En esta especie no hubo diferen-
cias estadisticamente significativas entre los
huevos parasitados por tricogramatidos y por
E. porteri (P> 0,05).

Rachiplusia nu se establece rdpidamente
en el cultivo, oviponiendo cuando las plantas
tienen de 2 a 3 hojas. En esta especie, al
igual de lo registrado para A. gemmatalis, se
observa que E. porteri esta presente tempra-
namente en el cultivo (Fig. 2). Las diferen-
cias en el nivel de parasitismo por parte de
tricogramadtidos y el afelinido no fueron esta-
disticamente significativas (P> 0,05).

El porcentaje de parasitismo registrado
para P. includens fue 57,9%. Al analizar los
registros de parasitismo en esta especie, a fin
de determinar una preponderancia del ataque
de los tricogramatidos sobre E. porteri, no se
observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativa (P> 0,05).

Si examinamos los niveles de parasitismo
que afectan a las tres especies plagas en rela-
cién con los niveles de ataque de los dos gru-
pos de odfilos (afelinido y tricogramétidos)
podriamos decir que E. porteri ataca mas a
los Plusiinae, sin embargo estadisticamente
solo se pudieron determinar diferencias sig-
nificativas entre A. gemmatalis y P. inclu-
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Cuadro 1. Parasitismo de los huevos de las tres especies plagas en el cultivo de soja.

A. gemmatalis P. includens R. nu

(n: 66) (n: 19) (n: 72)

Parasitismo total (%) 80,3 57,9 694
% E. porteri 245 63,6 52,0

% tricogramdtidos 755 364 480
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dens. Con respecto a los tricogramatidos, se
determiné una significativa diferencia a
favor de A. gemmatalis (Cuadro 1).

Al considerar los niveles de ataque de los
dos grupos de parasitoides a través del desa-
rrollo del cultivo, es posible observar el pre-
dominio de E. porteri en la primera y dltima
etapa del mismo. Los tricogramdtidos alcan-
zan niveles importantes recién a partir de
febrero cuando el cultivo ya cuenta con 45
dias de desarrollo, esto podria estar asociado
al mayor desarrollo de la planta, ya que le
brinda mads proteccién cuando el follaje de
hileras paralelas se juntan.

Haciendo un estudio con la relacién exis-
tente entre la presencia de huevos de Plusii-
nae y de A. gemmatalis con la de sus parasi-
toides, se verifica una mayor asociacién
entre los de Plusiinae con E. porteri, y del
complejo de Trichogrammatidae con A. gem-
matalis (Fig. 4).

DISCUSION

En este estudio de parasitismo natural de
huevos de A. gemmatalis, R. nu'y P. inclu-
dens, E. porteri se comportd Unicamente
como solitaria; VISCARRET y Lopez (2004)
mencionan que, bajo condiciones de labora-

torio, se pueden desarrollar hasta dos indivi-
duos macho de E. porteri cuando ataca hue-
vos de Cydia pomonella Linnaeus (Lepidop-
tera, Tortricidae).

FRrIAS et al. (1991-93) al estudiar las espe-
cies de parasitoides de huevos de lepidépte-
ros noctuidos de la soja en Tucuman men-
cionan dos especies de parasitoides (identifi-
cadas posteriormente por OVRUSKI y FRIAS
(1995) como T. pretiosum y E. porteri); ellos
observaron que el nimero de huevos ataca-
dos por T. pretiosum fue superior a los afec-
tados por E. porteri, salvo al final del estado
vegetativo y principio del reproductivo. Los
autores no hacen referencia a la identidad de
los Noctuidae involucrados en el estudio.
Nuestra contribucién no solo determina la
identidad de los hospedadores sino que
demuestra la existencia de al menos dos
especies de Trichogramma actuando en el
cultivo. Los valores medios de parasitismo
total son similares a los determinados por
FRrias et al. (1991-93) para la campana 1990-
91, pero en contraposicién, en nuestro estu-
dio el niimero de huevos afectados por E.
porteri fue mayor en la primera y ultima
etapa del cultivo.

Los tricogramatidos comienza su accio-
nar después de los 45 dias de implantado el
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cultivo, cuando los huevos de A. gemmatalis
comienzan a ser mas frecuentes en el mismo
(Fig. 1). Ademds el atraso en el incremento
de estos parasitoides podria ser su umbral
térmico en el desarrollo (BASSO y PINTURE-
AU, 2004), la necesidad de un mayor desa-
rrollo de las plantas del cultivo aportdndole
mas refugio, esto ha sido ampliamente men-
cionada en la literatura (a modo de ejemplo
ver ALTIERI et al., 1993).

En la naturaleza, E. porteri demostr6 una
tendencia a parasitar mayormente huevos de
Plusiinae (R. nu y P. includens), y el com-
plejo de Trichogramma al Catocalinae A.
gemmatalis. La tnica referencia argentina
respecto a preferencias de hospedador para
E. porteri es la de VISCARRET and LOPEZ
(2004), quienes aportan informacidn obteni-
da a través de estudios de laboratorio de
libre eleccién enfrentdndolo con huevos de
A. gemmatalis (la dnica especie de Noctui-
dae), de C. pomonella (Lepidoptera, Tortri-
cidae), Diatraea saccharalis (Fabricius.)
(Lepidoptera, Crambidae) y Sitotroga cere-
alella (Oliver) (Lepidoptera, Gelechiidae), y
determinaron una preferencia hacia A. gem-
matalis.

La mayor abundancia de huevos afectados
por E. porteri durante las primeras etapas de
cultivo podria relacionarse con su preferen-
cia por los Plusiinae, que son los primeros en
detectarse en el cultivo, como fuera sefialado
por VALVERDE (2007).

CONCLUSIONES
En base a este estudio se puede concluir

que:

ABSTRACT

Las tres especies de parasitoides odfagos
(T pretiosum, Trichogramma. sp. y Encarsia
porteri) afectaron huevos de Anticarsia gem-
matalis, Rachiplusia nu y Pseudoplusia
includens.

Los parasitoides o6fagos representaron un
importante factor de mortalidad, ya que el
72,6 % del total de los huevos monitoreados
estaban parasitados.

En la naturaleza, y al atacar las plagas de
referencia, Encarsia porteri se comporta
como parasitoide solitario, emergiendo solo
un ejemplar de cada huevo.

Solo en la primera y tltima etapa del cul-
tivo el nivel de ataque de Encarsia porteri.
supera a los tricogramatidos.

La colonizacién del cultivo por parte de
los Trichogramma se verifica unos 45 dias
después de implantado el cultivo, posible-
mente cuando el desarrollo vegetativo del
cultivo es tal que el follaje de plantas de hile-
ras contiguas se interconectan.

A. gemmatalis mostr6 el nivel mas alto de
parasitismo, seguida por R. nu.

Los huevos de A. gemmatalis son ataca-
dos principalmente por los tricogramatidos,
y los de Plusiinae por Encarsia porteri.
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VaLverDE L., E. VIRLA. 2007. Natural parasitism of eggs of the main species of Noc-
tuidae (Lepidoptera) pest affecting soybeans crops in Tucuman province, Argentina. Bol.

San. Veg. Plagas, 33: 469-476.

The natural parasitism of eggs parasitoids of the three major Lepidoptera pest (Anti-
carsia gemmatalis Hibner (Noctuidae, Catocalinae), Rachiplusia nu (Guenée) y Pseu-
doplusia includens (Walker) (Noctuidae, Plusiinae)) affecting crops in Tucumén provin-
ce (Argentina) was evaluated. Weekly samples were taken in a 2 ha crop; 240 foliolum
per sample were observed. Three oophagous parasitoids were recorded: Trichogramma
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pretiosum Riley, Trichogramma sp. (Hym. Trichogrammatidae), and Encarsia porteri
(Mercet) (Hym. Aphelinidae). They attacked eggs of the three Lepidoptera pests. The
estimated parasitism rate was 72.6% of the whole collected eggs, being Anticarsia gem-
matalis the most affected species (80.3%) followed by Rachiplusia nu.

Key words: Trichogramma spp, Encarsia porteri, Anticarsia gemmatalis, Rachiplu-

sia nu, Pseudoplusia includens.
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La polilla del racimo (Lobesia botrana) en la D.O. Arribes, anos

2004 a 2006

I. ARMENDARIZ, G. CAMPILLO, A. PEREZ-SANZ, C. CAPILLA, J. S. JUAREZ, L. MIRANDA

Durante los afios 2004 a 2006 en el marco del Proyecto INTERREG III-A “MOA-

BAPE"” se han realizado estudios en vifiedos de la D.O. Arribes (Castilla y Le6n) con el
objetivo de conocer el ciclo biolégico de una de las principales plagas de la vid, la poli-
l1a del racimo (Lobesia botrana). La presencia de adultos fue comprobada semanaltmen-
te entre los meses de abril y octubre mediante el uso de trampas tipo delta con feromo-
nas. Se presentan las curvas de vuelo y se relacionan con datos climatolégicos; hume-
dad, temperatura, precipitacion, viento y radiacién. Es constatable la presencia de al
menos tres generaciones anuales de la polilla. Existe una correlaci6n fuerte entre los gra-
dos-dfa calculados a partir del 1° de enero con un umbral de 10°C y la poblacién acu-
mulada de polilla. El factor climatolégico mds limitante es la humedad relativa, al bajar
por debajo del 40% en algunos momentos. Se concluye que la presencia de polilla es
reducida en esta zona vitivinicola, existiendo una disminucidén de su incidencia notoria
en el dltimo afio (2006). Las condiciones climatoldgicas propicias para el desarrollo de
la plaga, con humedades relativas, temperaturas, vientos y radiacion moderados y la
ausencia de tratamientos especificos sugiere la existencia de un control natural efectivo
de la plaga en esta zona.

I. ARMENDARIZ, G. CAMPILLO, A. PEREZ-SANZ, C. CAPILLA, J. S. JUAREZ, L. MIRANDA.
Dpto. de Hortofruticultura. Instituto Tecnolégico Agrario de Castilla y Le6n. Ctra, Bur-
gos Km. 119,47071 Valladolid (Espana). ita-armgonig@itacyl.es

Palabras clave: Castilla y Leén, dafios, plagas, meteorologia. integral térmica.

INTRODUCCION

La polilla del racimo (Lobesia botrana
Den. y Schiff.) es uno de los insectos que
mas pérdidas ocasiona en los viiiedos del
drea mediterrdnea, siendo la plaga clave de
este cultivo (CoscoLLA, 1997). Se trata de
una plaga reciente y dindmica, ya que los
primeros ataques fueron apreciados a finales
del S. XIX en Austria, estando ya presente
en el primer tercio del S. XX en todas las
zonas viticolas europeas.

Ademés de los ataques directos de la poli-
lla del racimo que inciden sobre la cantidad
y la calidad de la uva, existe una clara rela-
cién entre los mismos y la aparicién de

podredumbres del racimo originadas mayo-
ritariamente por Botrytis cinerea.

La confusién a la hora de reconocer la
polilla y el hecho de que no hay una relacién
directa entre la presencia de adultos en las
trampas y los dafios en cultivo hace que el
control no se haga siempre de forma racional
y efectiva, realizdndose tratamientos en
momentos no adecuados y con materias acti-
vas de muy amplio espectro que afectan
negativamente al equilibrio del medio.

Por todo ello en el afio 2000 el Instituto
Tecnolégico Agrario de Castilla y Leén ini-
ci6 el estudio de esta plaga en las DD.OO.
Cigales y Rueda. A partir de ese aio el tra-
bajo se fue ampliando a otras zonas con inte-
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rés viticola de Castilla y Ledn. Este estudio
se ha realizado en colaboracidn directa con
técnicos y agricultores, evaluando la presen-
cia y los dafios reales y potenciales de esta
plaga a lo largo de las campafias. La instala-
cién de estaciones meteorolégicas posibilita
la recopilacidn de datos climatoldgicos para
su posterior relacién con el ciclo biolégico
de la plaga.

Dentro del proyecto de Cooperacion
Transfronteriza “Identificacién de los agen-
tes patdgenos y beneficiosos de los principa-
les cultivos de las regiones fronterizas Tras
Os Montes y Castilla y Ledn para la realiza-
cién de estrategias de control razonadas”
(MOABEPE), financiado por INTERREG
IIT-A, se ha llevado a cabo el estudio duran-
te los afios 2004 a 2006 de vifiedos en Arri-
bes del Duero. En dicho proyecto participan,
por parte espaifiola, el Instituto Tecnolégico
Agrario de Castilla y Ledn, y por parte por-
tuguesa, la Escola Superior Agraria de Bra-
ganga y la Direc¢do Regional de Agricultura
de Tras-Os-Montes.

MATERIAL Y METODOS

La zona conocida como Arribes del
Duero se reparte entre las provincias de
Zamora y Salamanca con una extensién de
625 km2. El clima de la meseta castellana
presenta rasgos claros de continentalidad,
con marcadas oscilaciones térmicas diarias

y estacionales y extremos tipicos; inviernos
rigurosos y veranos calurosos y secos. Sin
embargo, en las laderas riberenas que forma
el Duero en su encajonamiento fronterizo
durante 140 Km., esta oscilacion térmica se
atenta, pudiéndose hablar de un microcli-
ma que permite la presencia de cultivos
tipicamente mediterrdneos como el almen-
dro y el olivo. En julio de 2007 ha sido
reconocida la Denominacién de Origen viti-
vinicola de Arribes (B.O.C y L. n° 146, 27
de julio de 2007).

La monitorizacién de la polilla se realiza
mediante trampas delta con feromona espe-
cifica para la especie, dos trampas por parce-
la separadas al menos 50 metros. Cada tram-
pa consiste en una caseta tipo Delta sujeta a
una estaca de madera de 1,5 m y en su inte-
rior una placa engomada y la feromona que
se cambia cada 6 semanas.

Los muestreos son semanales, desde abril
a octubre, realizdndose el recuento del
nimero de adultos en las placas engomadas
y registrando igualmente el estado fenoldgi-
co predominante del cultivo.

Han sido diez las parcelas estudiadas
(Cuadro 1). Estan situadas en las localidades
de Fermoselle (Zamora) y Aldeaddvila, Cor-
porario, Masueco, Pereiia y Villarino (Sala-
manca). En general presentan mezclas de
variedades, siendo la forma de conduccién
en vaso, salvo la parcela 5 que esté en espal-
dera. La densidad de plantacién suele ser

Cuadro |. Datos de las parcelas estudiadas.

PARCELA VARIEDAD PLANTACION MUNICIPIO
P1 Malvasia y Milaga 1982 Fermoselle
P2 Morisco, Selva y Malvasia 1980 y 2000 Fermoselle
P3 Juan Garcia y Tinta Jeromo 1945 Corporario
P4 Rufete y Verdejo 1924 Aldeadévila
PS Tempranillo 2001 y 2004 Fermoselle
v B K
P7 Juan Garcia y Malvasia 1940 Villarino
P8 Juan Garcia y Malvasia 1950 Perefia
P9 Juan Garcia y Malvasia 1950 Perena
P10 Juan Garcia y Bastardillo Serrano 1990 Masueco
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Figura 1. Curvas de vuelo de L. botrana en las parcelas de Arribes para los afios 2004 a 2006.

alta. Los afios de plantacién varian entre
1924 y 2004. En total existen unas 2000 has
dedicadas a la vifia en los Arribes.

Hay dos estaciones meteoroldgicas en la
zona, situadas en las parcelas Pl y P2 que
registran los datos cada 10 minutos.

CURVAS DE VUELO

En la Figura | aparecen las curvas gene-
rales de vuelo registradas en la zona para
los afos 2004 a 2006. Se constata la apari-
ci6n de tres vuelos distintos a lo largo de los
anos.

Durante 2004 los vuelos tuvieron un
nimero de capturas similar. Hay que desta-
car la importancia del tercer vuelo con cap-
turas algo mayores. En 2005 dnicamente el
primer vuelo presenta valores elevados, con
un maximo que supera las 11 polillas/tram-
pa/dia. El resto de vuelos desciende noto-
riamente en su valor debido posiblemente a
las altas temperaturas y bajas humedades
registradas en ese afio. En 2006 el nimero
de capturas fue menor en toda la campaiia,
destacando el segundo vuelo. Comparando
los tres afios se ve cémo 2004 se atrasa en
el primer y tercer vuelo respecto a 2005 y
2006.

FACTORES CLIMATOLOGICOS
INTEGRAL TERMICA

El potencial bidtico de la polilla del raci-
mo se ve influenciado, entre otros factores,
por las condiciones climatoldgicas, princi-
palmente temperatura y humedad relativa
(GARCiA MARI et al., 1994). Ello ocasiona
que tanto el ciclo bioldgico como la densi-
dad de poblacion varfen segtin las condicio-
nes climatolégicas de cada afio.

La polilla presenta unos limites de condi-
ciones variables seglin la fase del ciclo en
que esté. Asi los huevos presentan un umbral
de desarrollo de 8,8°C (GABEL, 1981) y se
ven influidos negativamente por la insola-
cién fuerte y por humedades bajas si las tem-
peraturas son extremas. Las larvas presentan
una temperatura umbral menor (7,3°C y
9,4°C para machos y hembras), aunque su
desarrollo se ve fuertemente modulado por
la temperatura. Los adultos estdn activos a
partir de 10-13°C, necesitando una humedad
relativa superior al 50%. Las altas tempera-
turas y bajas humedades en verano provocan
la mortalidad de los adultos (GARCIiA MARI et
al., 1994). El acoplamiento se ve también
condicionado por la temperatura crepuscular
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Cuadro 2. Pariametros poblacionales y térmicos del 1er, 2° y 3¢r vuelo de L. botrana en la parcela P1,
anos 2004 a 2006.

% . . grados- Jer Grados-dia
2004 fechas poblacién méximo grados-dia dia 50% adulto 31 diciembre
1€ vuelo “J‘f}{‘f’oy 26,12 6,50 296,45 195,25 29-abril 1641,15
2° vuelo julio 37,23 8,36 683,25 750,05 68,05
agosto y
3¢t vuelo septiembre 36.65 10,50 1330,75 1321,85
% . p grados- 1er grados 31
2005 fechas poblacién méximo grados-dia 4, 504, adulto diciembre
1¢ vuelo "J‘f]‘ﬁ oy 5723 16.8 28245 2394 12-abril 1792,6
2° vuelo julio 3195 12,8 880,7 8344 67,55
agoslo y
3er vuelo septiembre 10,8 28 1430,95 1238
% - ; grados- 1er grados 31
2006 fechas poblacién maximo grados-dia 4, 50, adulto diciembre
1er vuelo “J‘szf’oy 5545 325 217,95 209 02-mayo 18746
2° vuelo julio 3491 292 746 .9 6799 104,85
agosto y
3¢r vuelo sepliembre 9,64 0,67 1356,5 1343

y la luminosidad, al igual que la fecundidad,
la oviposicién y la longevidad (COSCOLLA,
1997).

El Cuadro 2 resume los parametros pobla-
cionales y térmicos en los anos 2004 a 2006.
Para el célculo de las integrales térmicas, los
grados-dia se calculan tomando como
umbral 10°C a partir del 1° de enero.

La Figura 2 muestra los datos de 2004
para la parcela P1. Se ha indicado en la
misma la curva de vuelo, con sus tres vuelos,
la acumulacion de grados-dia y el porcentaje
acumulado de aparicién de adultos. Es de
destacar la gran correlacién existente entre la
acumulacién de grados-dia y el porcentaje
de adultos encontrados.

En esta campafia se capturaron en las
trampas de feromona 1240 adultos. EI pri-
mero aparece el 29 de abril con 68,05 gra-
dos-dia. El primer vuelo se desarrolla entre
mediados de mayo y la segunda decena de
junio, con una meseta entre la ultima decena
de mayo y la primera de junio que alcanza el
8 de junio las 6,50 polillas/trampa/dia y
296 45 grados-dia acumulados. Es el vuelo

menos abundante ya que engloba un 26,12%
de la poblacién anual. La mitad de los indi-
viduos de este vuelo aparecen para el 30 de
mayo, con 195,25 grados-dia.

El segundo vuelo se desarrolla durante el
mes de julio y primera semana de agosto,
con un maximo el 13 de julio de 8,36 poli-
llas/trampa/dia y 683,25 grados-dia. Es el
vuelo mds abundante, comprendiendo el
37.,23% de los adultos capturados este afio y
la mitad de los mismos aparecen para el 18
de julio con 750,05 grados-dia.

El tercer y ultimo vuelo se desarrolla
durante la dltima decena de agosto y el mes
de septiembre, con un maximo anual el 6
de septiembre de 10,50 polillas/trampa/dia
y 1330,75 grados-dia. Agrupa el 36, 65%
de la poblacién, apareciendo la mitad de
ésta para el 8 de septiembre y 1321,85 gra-
dos-dia. Los dltimos ejemplares se captu-
ran el 6 de octubre, con 1572,70 grados-
dia. Con fecha de 31 de diciembre se alcan-
zaron los 1641,15 grados-dia. Los tres vue-
los estdn equilibrados en cuanto a nimero
de individuos.
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Figura 2. Curva de vuelo, grados-dia y porcentaje de la poblacién de L. botrana para la parcela P1 en 2004,

En la Figura 3 se representa el caso de Pl
en 2005. En esta campafia se capturaron en
las trampas de feromona 1344 adultos. El pri-
mero aparece el 12 de abril con 67,55 grados-
dfa. El primer vuelo se desarrolla durante el
mes de mayo y primera quincena de junio,
con un maximo de 16,80 polillas/trampa/dia
el 31 de mayo y 282,45 grados-dia acumula-

dos. Hay que indicar que a mediados de
mayo presenta un descenso acusado para
recuperarse a continuacién. Es el vuelo més
abundante ya que engloba un 57,23% de la
poblacién anual, en consonancia con el ele-
vado tercer vuelo del afio anterior. La mitad
de este vuelo aparece el 26 de mayo, con
239,40 grados-dia.

| o= polilla/trampa/dia ~& % Polilla x10 8- Grados dia |

15 x

polilla/trampa/dia

Figura 3. Curva de vuelo, grados-dia y porcentaje de la poblacién de L. botrana para la parcela P1 en 2005.
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El segundo vuelo se desarrolla durante el
mes de julio, con un méximo el dia 19 de
12,8 polillas/trampa/dia y 880,7 grados-dia.
Comprende el 31,95% de los adultos captura-
dos este afio y la mitad de los mismos apare-
cen para el 15 de julio con 834 4 grados-dia.

El tercer y ultimo vuelo se desarrolla
de forma mds discreta durante el mes de
agosto y primera semana de septiembre,
con un méaximo el | de septiembre de 2,8
polillas/trampa/dia y 143095 grados-dia.
Tan s6lo agrupa el 10,80% de la poblacién,
apareciendo la mitad de ésta el 16 de agosto,
con una acumulacién de 12380 grados-dia.
Los ultimos ejemplares se capturan el 27 de
septiembre, con 163245 grados-dia. Con
fecha de 31 de diciembre se alcanzaron los
1792,65 grados-dia. En este ano las curvas
de grados-dia y al de poblacién acumulada
estdn menos solapadas.

En la Figura 4 se representa el caso de Pl
en 2006. En esta campaiia se capturaron en
las trampas de feromona tan sélo 302 adul-
tos. El primero no aparece hasta el 2 de
mayo, con 104,85 grados-dia. El primer
vuelo se desarrolla durante el mes de mayo y
las dos primeras decenas de junio, con un
maximo de 3,25 polillas/trampa/dia el 23 de
mayo y 217,95 grados-dia acumulados. Es la

captura mds abundante ya que engloba un
55.45% de la poblacién anual. Sin embargo
el nimero total de polillas este ano es muy
pequefio y eso estd en consonancia con las
dimensiones reducidas del tercer vuelo del
afio anterior. La mitad de este vuelo aparece
el 20 de mayo, con 209,00 grados-dia.

El segundo vuelo se desarrolla durante el
mes de julio, con un maximo el dia 1] de
julio de 2,92 polillas/trampa/dia con 746,90
grados-dia. Comprende el 3491% de los
adultos capturados este afio y la mitad de Jos
mismos aparecen para el 8 de julio con 679.9
grados-dia.

El tercer y dltimo vuelo se desarrolla con
pocos efectivos a partir de la segunda quin-
cena de agosto y primera quincena de sep-
tiembre, con un méaximo relativo el 29 de
agosto de 0,67 polillas/trampa/dia y 1356,50
grados-dia. Tan sélo agrupa el 9,64% de la
poblacién, apareciendo la mitad de ésta para
el 28 de agosto, con una acumulacién de
1343,00 grados-dia. Los dltimos ejemplares
se capturan el 13 de septiembre, con 1565,85
grados-dia. Con fecha de 31 de diciembre se
alcanzaron los 1874,60 grados-dfa.

Comparando los tres afios, 2005 y 2006
fueron mas calurosos, como se deduce de los
grados-dia a 31 de diciembre (Cuadro 2).

P1, afio 2006
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Figura 4. Curva de vuelo, grados-dia y porcentaje de la poblacién de L. botrana para la parcela P1 en 2006.
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Figura 5. Temperatura media semanal y humedad relativa en la parcela P1 en 2006. Entre barras los periodos de
actividad de L. botrana en este afio.

HUMEDAD Y TEMPERATURA

El moderado cardcter continental del
clima en la zona de estudio y la influencia
ocednica permite una humedad relativa
moderada y temperaturas igualmente mode-
radas. Las Figuras 5 y 6 representan como
ejemplo los valores de temperatura y hume-
dad relativa para la parcela P1 en dos afios.
El factor mds limitante es la humedad relati-
va, ya que esta desciende por debajo del 40%
en el verano (Fig. 5).

Las humedades altas (>70%) se dan en
momentos en que la temperatura es baja y en
general fuera de los momentos de actividad
de Ja plaga. La humedad relativa semanal
media nunca desciende por debajo del 30%,
pero si hay varios periodos durante el tiempo
de actividad de la plaga en que baja del limi-
te de] 50%, lo cual debe producir mortalidad
de huevos y de adultos.

Las temperaturas medias semanales
maxima y minima (Fig. 6) superan en gene-
ral los umbrales de actividad de las distintas
fases del insecto, que en la grdfica se han
unificado en 10°C. Unicamente las primeras
semanas del ciclo, correspondientes a la pri-
mavera, y las dltimas del otofilo muestran
temperaturas medias inferiores a 15°C y pue-

den tener su efecto ralentizador en distintos
aspectos fisioldgicos.

Respecto a la precipitacién (Fig.7) consi-
derando los afios meteoroldgicos (del 1° de
octubre al 30 de septiembre), 2004 se puede
considerar como normal (399 1/m2), 2005 fue
mas seco (303,8 I/ m2) y 2006 mas lluvioso
(446,1 I/ m2). El mes mas lluvioso es octubre,
presentdndose una notable ausencia de preci-
pitaciones durante el periodo estival (junio a
septiembre) salvo tormentas aisladas.

VIENTO E INSOLACION

Episodios de viento fuerte dificultan el
vuelo de los adultos. Acompaiiados de tem-
peraturas y radiaciones altas favorecen la
desecacién de huevos. En general el viento
tiene una tendencia ascendente en intensidad
y variabilidad hasta el mes de marzo (Fig. 8)
cuando alcanza su maximo. A partir de este
mes desciende hasta septiembre, exceptuan-
do una subida en julio, ascendiendo de nuevo
a partir de septiembre. No existe un patrén
diario de viento, ya que éste se modifica
notablemente de dia a dia.

La radiacién afecta negativamente la
supervivencia de los huevos. Va a variar a lo
largo del afio en intensidad y en duracién.
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Figura 6. Temperatura médxima y minima semanal y umbral de actividad de L. botrana en la parcela P1 en 2005.
Entre barras los periodos de actividad en este afio.
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Figura 7. Precipitacién en la parcela P1 para los afios meteorol6gicos 2004 a 2006.
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Figura 9. Radiacién total diaria en cuatro dias sin nubosidad en la parcela P1, afio 2006.

La Fig. 9 muestra la radiacién en cuatro dias
de 2006 en P1 sin nubosidad, correspon-
dientes a las cuatro estaciones. Se ve que
alcanza el maximo absoluto entre las 12:50-
13:10 horas (UTC), por lo que es el instante
en el que hay una mayor radiacion, variando
en duracién e intensidad con maximos vera-
niegos, valores intermedios y similares en
primavera y otofio y minimos invernales.

MODELIZACION

Son varios los autores que aportan datos
sobre la biologia de L. botrana en distintas
regiones vitivinicolas en el intento de mode-
lizarla. Las mayores concordancias aparecen
con el trabajo de CAFARELLI y VITA (1988)
para la localidad italiana de Roma, el trabajo
de ScHMID en Suiza en 1978 y los trabajos de
Coscolld en Valencia. Hay que destacar que
en los tres casos los datos difieren en al

menos 18 afios, lapso de tiempo a tener en
cuenta en un escenario de cambio climdtico.

En el Cuadro 3 se puede ver la compara-
cién de datos con los de CAFARELLI y VITA
(1988). La divergencia mayor (en rojo a par-
tir de ahora se indican los datos que difieren
en més de un 15%) aparece en la primera
captura del primer vuelo, que presenta una
acumulacién de grados-dia de 150 en Roma
y de menos de la mitad en P1 en los afos
2004 y 2005. Igualmente ocurre en la 1* cap-
tura de 2° y 3¢ vuelo, que en Roma se dan
siempre con mds calor. Por tltimo la prime-
ra captura del tercer vuelo se da en 2004 y
2005 en Pl a menos grados-dia que en
Roma. 2006, que como se dijo fue més cdli-
do, presenta mayores coincidencias con los
datos de estos autores.

El Cuadro 4 refleja la comparacién con el
trabajo de SCHMID (1978) en Suizaen 1976 y
1977, que aporta datos de grados-dia para el
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Cuadro 3. Comparacion de los grados-dia en Roma (CAFARELLI y VITA, 1988) y la parcela P1 para la primera
captura y maximo de los tres vuelos. En rojo datos que difieren mas de un 15%.

Roma 1981-85 P1 2004 P1 2005 P1 2006
1* captura del 1°T vuelo 150 HR (15 6755 104 85
Maximo de vuelo 236 206 45 268,1 217595
1* captura del 2° vuelo 699 54225 5102 489
Méximo de vuelo 782 675 870,55 746,90
1* captura del 3¢r vuelo. 1309 11105 103105 122330
Maiximo de vuelo 1462 13009 141945 1356.50

Cuadro 4. Comparacién de los grados-dia entre Suiza (SCHMID, 1978) y la parcela P1 para el 1¢* y el 2° vuelo.
En rojo datos que difieren mas de un 15%.

1er vuelo Suiza, 1976-77 P1, 2004 P1, 2005 P1, 2006
inicio 30-75 68,05 67,55 I0:4.85
mitad 125-190 195,25 230,04 209,00

fin 200-270 542,25 S10.20 48970

2° vuelo Suiza, 1976-77 P1, 2004 P1, 2005 P1, 2006
inicio 500-550 542,25 510,20 489,70
mitad 640-670 72125 53440 679.90

fin 700-850 111105 1031.05 1065 50)

Cuadro S. Diferencia entre el inicio de las generaciones en grados-dia a partir del 1° de marzo tomando como
umbral 645°C en la parcela P1 y los datos de MILONAS e al. (2001).
En rojo datos que difieren mas de un 15%.

2004 2005 2006 Milonas, 1987-1990
1°-2° gen 66| K0 731 600 558,60 275 60- 339,30
23" gen 749,50 683,70 93595 751.,50-833,80
3"-1° gen 1010.55 1234 30 131735 899 50-1197,00

primer y segundo vuelo. De nuevo se marcan
en rojo los datos que difieren mds de un
15%. Esta vez se aproximan mds los datos de
inicio de los dos vuelos, siendo los datos de
final de vuelo mds elevados en Pl que en
Suiza y en 2005 también los de mitad de
vuelo.

Para el cdlculo de la integral térmica y
como umbral térmico MILONAS et al. (2001)
usan el de 6,45°C a partir del 1 de marzo en
Grecia, calculando asf las diferencias en gra-
dos dia entre el comienzo de las tres genera-
ciones. El Cuadro 5 nos indica estos valores
para la P1 de Arribes en los afios 2004 a
2006 y las dos parcelas griegas entre los anos

1987 y 1990. Las mayores coincidencias se
dan en el caso de las diferencias entre inicio
de 2"y 3% generacién y 3" y 1°, mientras que
los grados-dia transcurridos entre la ¥y la 2°
son muy superiores en Arribes.

DEL Tio et al. (2001) utilizan en Sevilla el
umbral de 7°C y calculan los grados dia de
las generaciones a partir del 50% de apari-
cién de adultos de la anterior. Con ello obtie-
nen una buena correlacién entre captura de
adultos con feromonas y grados-dia, excepto
para la primera generacion. Ello se explica-
ria por el hecho de que el 1° de enero es una
fecha arbitraria, sin un significado biolégico
claro para L. botrana, y porque el 1°f vuelo
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Cuadro 6. Comparacién de los trabajos de Coscoll4 en Valencia (afnos 1977-79) y la parcela P1.
En rojo datos que difieren mas de un 15%.

Valencia, 1977-79 P1 2004 P1 2005 P1 2006
1° enero-
méximo 1€ vuelo 252 4+- 556 22925 28245 21795
méaximo 1¢7 y 2° vuelo 487 +- 743 4008 598.25 52895
maximo 2° y 3¢' vuelo 796 +- 119 (26,25 H5t) 25 I
1° captura 170 +- 25,11 HRI1A 6753 10 K3

procede de la 3" y de una 4° generacién que
no se contemplan en su estudio.

El Cuadro 6 compara los datos obtenidos
por Coscolla en Valencia en los afios 77-79
(CoscoLLA, 1997) con los de Arribes. Apare-
cen coincidencias en el maximo del primer
vuelo y la diferencia entre médximo de 1°7y
2° vuelo. Las datos de mdximo de 2° y 3¢t
vuelo y la primera captura presentan mds
grados-dia en Valencia, como por otra parte
es l6gico suponer teniendo en cuenta las
diferencias climatolégicas.

DISCUSION

El uso de trampas de feromonas para
predecir el riesgo de ataque en racimos es
de muy relativa utilidad. Su interés reside
en conocer en qué momentos tienen lugar
los vuelos y poder determinar los momen-
tos oportunos de realizacién de los trata-
mientos (CosCOLLA, 1997), racionalizando
as{ el seguimiento o monitoreo de esta
plaga (PELAEZ et al., 2004, SANTIAGO et al.,
2007). El uso de la trampas junto con los
datos proporcionados por la estaciones
meteorolégicas nos permite relacionar
ambos factores, vuelos y condiciones cli-
matoldgicas.

La polilla de vid en los Arribes presenta
unos valores semejantes a lo largo de los
afios de estudio en cuanto a momentos de
aparicidn, intensidad de maximos e integra-
les térmicas. Se observa sin embargo una
disminucién importante en la misma en el
afio 2006. Se constata la existencia de tres
vuelos diferentes que se corresponden a las
tres generaciones, apareciendo las mismas
separadas en el tiempo. Igualmente se cons-

tata una relacion entre la importancia numé-
rica del tercer vuelo y la del [° del ano
siguiente.

Viendo la intensidad de los maximos de
vuelos de la polilla del racimo en Arribes se
puede considerar su presencia como modera-
da, especialmente en 2006, sobre todo si lo
comparamos con otras zonas de Castilla y
Leon, siendo su incidencia ain menor en la
zona portuguesa de los Arribes (SANTIAGO et
al., 2007). De hecho los tratamientos contra
la polilla son en la préctica inexistentes en la
zona y €ésta no es considerada como un pro-
blema fitosanitario. En todo caso la aplica-
cién de otros productos puede afectar a la
plaga como impedimento de la puesta y dis-
minucién en la viabilidad de huevos.

El factor climatoldégico mds limitante
parece ser la humedad relativa, ya que ésta
desciende por debajo del 40% en varios lap-
sos de tiempo durante el periodo activo de la
plaga. Este hecho debe matizarse por la exis-
tencia de un microclima préximo a la vege-
tacién y en concreto al racimo, que en ausen-
cia de viento y por transpiraciéon puede
aumentar la humedad relativa (COSCOLLA,
1997).

En general las condiciones climatolégicas
son propicias al desarrollo de la especie, sin
extremos nocivos para al desarrollo de la
plaga en temperatura, humedad, viento e
radiacién y con una pluviosidad adecuada.
Ello estd en contraste con la escasa presencia
de la polilla y la consecuente ausencia de tra-
tamientos, la cual puede explicarse por la
presencia de un control natural adecuado. La
existencia de otros tipos de cultivos interca-
lados o préximos tales como olivos y almen-
dros, la relativa baja acumulacién de vifiedos
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asi como de vegetacién natural ayuda sin
duda al mantenimiento de hébitats adecua-
dos para las especies de insectos predadores
y parédsitos de L. botrana asi como otros
organismos patégenos (COSCOLLA, 1997).
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ARMENDARIZ ., G. CAMPILLO, A. PEREZ-SANZ, C. CAPILLA, J. S. JUAREZ, L. MIRAN-
DA. 2007. The grapevine moth (Lobesia botrana) in the D.O. of Arribes: 2004 to 2006.

Bol. San. Veg. Plagas, 33: 477-489.

During years 2004 to 2006 within the Project INTERREG III-A “MOABAPE” stu-

dies have been made in vineyards of the D.O. Arribes (Castilla y Leon). The objective
was to know the biological cycle of one of the main plagues of the grapevine moth (Lobe-
sia botrana). The presence of adults was verified weekly between the months of April
and October by means of the use of delta traps with pheromones. The flight curves are
showed and they are related to climate conditions; humidity, temperature, precipitation,
wind and radiation. The presence of at least three annual generations of grapevine moth
is verified. There is a strong correlation between the degree-day calculated from 1° of
January with a threshold of 10°C and the accumulated population of grapevine moth. The
climatic factor more restricting is the relative humidity, which lowering below 40% at
some moments.

It is concluded that the presence of grapevine is reduced in this zone of culture, exis-
ling a well-known incidence diminution in the last year (2006). The propitious climatic
conditions for the development of the plague, with relative humidity, temperatures, winds
and radiation moderates and the absence of specific treatments suggest the existence of

an effective natural control of the plague in this zone.

Key words: Castilla y Le6n, damages, plagues, meteorology, thermal integral.
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Distribucion y abundancia de Lymantria dispar (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Lymantriidae) en las principales masas de carrasca
Quercus ilex (L.) subsp. rotundifolia (Lam.) y alcornoque
Quercus suber (L.) de la Comunitat Valenciana.

IBANEZ-JUSTICIA, A. SOTO, M. MARTINEZ GONZALVO, E. PEREZ-LAORGA ARIAS

Lymantria dispar (L.) es uno de los defoliadores mas polifagos de especies de 4rbo-
les forestales en el mundo, constituyendo un importante problema fitosanitario cuando
aparecen altas densidades poblacionales de este insecto. Los muestreos para evaluar sus
poblaciones se realizan frecuentemente usando trampas con feromonas, mediante las
cuales se capturan los machos adultos. En el presente trabajo se evalia, por una parte,
la superficie e intensidad de la defoliacion de las masas de quercineas en la zona del
Carrascal Castellonense durante el periodo epidémico 2000-2002 y. por otra. se exponen
los resultados de las capturas de machos adultos, obtenidos durante el periodo
2002-2006, mediante muestreos periédicos con trampas con feromona sexual. Eslos
muestreos se realizan con la finalidad de estudiar las densidades de poblacién y las cur-
vas de vuelo en las zonas de Quercus mds importantes de la Comunidad Valenciana: los
Parques Naturales de la Sierra de Espadan y el del Carrascal de La Font Roja y el Carras-
cal Castellonense. En el afio 2000 en el Carrascal de Castellén aparecieron 34.180 ha
afectadas por defoliaciones, aumentando esta superficie hasta 92.000 ha en el afio 2002.
Dicho aumento se correspondié con una mayor intensidad de defoliacién. Durante el afio
siguiente (2003) no se detectaron defoliaciones en esas zonas, obteniendo al mismo
tiempo capturas muy bajas de machos. Los resultados de las capturas en trampas de fero-
mona muestran que las poblaciones capturadas en el P.N. de Espadédn han sido més
numerosas que en el resto de las zonas muestreadas, alcanzdndose de media hasta 2.234
mariposas por trampa durante el afio 2003. Las curvas de vuelo de los machos adultos
tienen una forma semejante en las tres zonas de estudio, prolongdndose el periodo de
vuelo aproximadamente 3 meses, desde principios de julio hasta finales de septiembre.
Los méximos de capturas, en general, se obtienen durante los primeros dias de agosto.
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INTRODUCCION y rendimiento de la encina Quercus ilex
(L.), cabe destacar la presencia en forma de
Entre los factores que pueden llegar a plaga epidémica de la lagarta peluda

disminuir o anular por completo la vitalidad (Lymantria dispar L., 1758) (Lepidoptera,
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Lymantriidae), cuya oruga es uno de los
mds voraces defoliadores de numerosas
especies de drboles y arbustos forestales y
frutales en todo el mundo (Rosa y MARTI-
NEZ, 1995). Su drea de distribucién incluye
el norte de Africa, Europa, China meridio-
nal, Oriente Medio, Japén, gran parte de
EE.UU. y Sureste de Canadd (MuNoz et
al., 2003) habiendo sido observada sobre
mds de cien plantas en Eurasia y unas cua-
trocientas cincuenta en América (ROMANYK
y CADAHIA, 1992). En el drea mediterrdnea,
en Francia ataca sobre todo al alcornoque,
produce dafios espectaculares en Espaiia, y
han sido sefialadas proliferaciones rdpidas
en Cércega, Marruecos, Argelia y en Tiinez
(Dasoz, 2001). El ciclo de desarrollo de L.
dispar se completa en un ailo (ROMANYK y
CaADAHIA, 1992), emergiendo los adultos en

julio, aparedndose e iniciando las hembras
la puesta de inmediato. Los huevos inver-
nan, naciendo las larvas en el mes de marzo
o abril del siguiente afio. La crisalidacién se
inicia entre finales de junio y julio, depen-
diendo de la temperatura; la fase de pupa
dura unas tres semanas, pasadas las cuales
emergen los adultos (DE LINAN, 1998). Las
larvas de este lepidoptero (Fig. 1) producen
ciclicamente fuertes defoliaciones al ali-
mentarse primero de las yemas, y més tarde
de las hojas (MuNoOZ et al.,2003). Las con-
secuencias de dicha defoliacién para el
arbol son, principalmente la pérdida de
superficie foliar que genera una menor tasa
fotosintética, disminuyendo las reservas de
carbohidratos y la capacidad de formacién
de nuevos brotes que produzcan y recons-
truyan a su vez un nuevo follaje (MuROZ et

Figura 1. A) Larva de Lymantria dispar. B) Macho adulto capturado en las cajas trampa. C) Hembras adultas
realizando la colocacion de plastones de huevos en la corteza de Quercus sp. D) Detalle de macho adulto.
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al., 2004). Este problema es grave cuando
las masas se encuentran sometidas a estrés
hidrico a causa de las continuas sequias que
padece el litoral mediterraneo, ya que, obli-
ga al arbolado a gastar recursos para la pro-
duccién de un nuevo sistema foliar en la
época seca del afio (julio-agosto). Si la
defoliaciéon se repite en afos sucesivos,
puede ocasionar la muerte de las plantas por
falta de reservas o por debilitar sus defensas
naturales (MURoOzZ et al., 2004).

Las poblaciones de L. dispar se muestre-
an de formas diversas: contando los plasto-
nes de huevos que depositan las hembras en
los troncos de los drboles, rocas, y otros
lugares (ERELLI y ELKINTON, 2000; WORK y
McCULLOUGH, 2000; SHAROV et al., 2002), 0
mediante conteos de los machos adultos cap-
turados con trampas cebadas con feromonas
(CARTER et al, 1992; SHAROV et al., 1997,
2002; UNAL et al., 1998). Este dltimo tipo de
muestreo es mds frecuentemente usado para
detectar nuevas poblaciones aisladas y pre-
decir la expansién de la poblacion.

En la Comunidad Valenciana existen tres
grandes zonas con abundante presencia de
masas de Quercus, dos de las cuales debido
a su singularidad, han sido declaradas Par-
ques Naturales: el Parque Natural del
Carrascal de La Font Roja (Alcoy-Alicante),
el Parque Natural de la Sierra de Espadéan
(Quercus suber (L.) (Castell6n) y el Carras-
cal Castellonense (Quercus ilex (L.) subsp.
rotundifolia (Lam.) Schwarz ex T. Morais).

A partir del afio 2000, debido al aumento
de las poblaciones de L. dispar, comenzaron
a observarse defoliaciones aisladas en varios
puntos de las masas de carrascal de la pro-
vincia de Castell6n. Esto derivé en fuertes
defoliaciones en estas zonas, en los siguien-
tes afios. La ausencia de curvas de vuelo de
adultos que sirviesen para conocer la evolu-
cién de las poblaciones a lo Jargo de los anos
en las masas de carrascal y alcornocal de la
Comunidad Valenciana, junto con la necesi-
dad de dejar constancia de la defoliacién
sufrida en la provincia de Castellén durante
los anos 2000-2002, condujeron a la realiza-
cién de este estudio.

MATERIAL Y METODOS

a) Evaluacién de la intensidad de defolia-
cién en la zona del Carrascal Castellonense.

Durante los anos 2000, 2001 y 2002 se
realizaron visitas a todos los montes de los
términos municipales que poseen masas de
Quercus en la provincia de Castellén justo
después del ataque de las orugas de L. dispar
(pero antes de la nueva brotacién de las
hojas). Se tomaron datos de las observacio-
nes y en base a una escala de dafos se ela-
boraron mapas de las diferentes intensidades
de defoliaci6n sufridas. La escala de intensi-
dad de defoliacién empleada es la siguiente:

Nivel 1. Pequefias defoliaciones en algu-
nos rboles dispersos.

Nivel 2. Defoliaciones totales, focos dis-
persos, no continuos en la masa.

Nivel 3. Defoliaciones totales, focos con-
tinuos en la masa.

Sobre cartografia 1:25.000 se marcaron
las superficies afectadas, posteriormente se
digitalizaron las superficies marcadas, y con
ayuda de un GIS se calcularon las superficies
afectadas.

b) Muestreo de adultos de L. dispar.

El muestreo de las poblaciones de L. dis-
par se realizé con trampas tipo G (Fig. 2)
cebadas con feromona sexual de la polilla
hembra de L. dispar denominada “disparlu-
re” (cis-7,8 epoxi-2metiloctadecano). Este
dispositivo atrae a los machos del lepidépte-
ro al interior de la caja, y una vez dentro caen
en una bolsa de pléstico con el fondo negro,
evitando que puedan escapar de ella y la
depredacion por aves. Estas trampas se col-
garon de las ramas de los drboles de Quercus
siendo numeradas y situadas mediante las
coordenadas UTM proporcionadas por un
GPS. Las trampas se colocaron antes del ini-
cio de su periodo de vuelo y permanecieron
colocadas hasta el final de dicho periodo.
Los datos de ubicacién de todas las trampas
se presentan en el cuadro |. La colocacién
inicial y recogida final de trampas se realizé
bajo la supervision del personal de la Asis-
tencia Técnica de la Conselleria de Territorio
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Figura 2. A) Caja trampa tipo “G” montada con bolsa para el muestreo de L. dispar. B) Difusor de feromona
“disparlure”™ y tapén. C) Detalle del difusor colocado dentro de la trampa. D) Caja trampa colgada en un Quercus sp.
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Figura 3. Mapa de la Comunitat Valenciana con la
ubicaci6n de las masas de Quercus sp. (en verde) y la
localizaci6n de las 3 zonas en las que se han realizado
los muestreos (de norte a sur: Carrascales de Castellén,

Parque Natural de la Sierra de Espadén, y Parque

Natural del Carrascal de la Font Roja).

y Vivienda de la Generalitat Valenciana,
encargada de la Prospeccion Fitosanitaria de
los montes de la Comunidad Valenciana. Los
conteos se realizaron semanalmente vacian-
do el contenido de la bolsa mediante un corte
practicado en un lado de la bolsa que poste-
riormente se cerraba de nuevo mediante una
pinza. Esto se transportaba al laboratorio en
otra bolsa numerada procediendo alli al con-
teo de los individuos adultos.

Los muestreos se realizaron en las
siguientes zonas de Quercus (Fig. 3):

Carrascal Castellonense: El periodo de
muestreo en esta zona se ha desarrollado
durante los veranos de los afios 2004, 2005 y
2006. El area de estudio (62.000 ha) com-
prende la superficie que sufrié intensos ata-
ques de L. dispar durante los afos 2000-
2002 en la Provincia de Castellén. Las masas
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Cuadro 1. Localizacion de las trampas colocadas para los muestreos de L. dispar.

TRAMPA ZONA COMARCA PROVINCIA TERMINO MUNICIPAL UTME UTM N
1 C Els Ports Castellén Morella 754094 4493886
2 C Els Ports Castellén Morella 752683 4494799
3 C Els Ports Castellon Vallibona 757281 4502534
4 C Els Ports Castellon Morella 754138 4501475
5 C L’ Alt Maestrat Castell6n Cati 751735 4477802
6 C L’ Alt Maestrat Castellén Ares del Maestre 747035 4476565
7 C L’ Alt Maestrat Castellon Ares del Maestre 745699 4480579
8 C L’ Alt Maestrat Castellén Villafranca del Cid 735200 4479242
9 C Els Ports Castellén Castellfort 739589 4484342
10 C Els Ports Castellon Castellfort 736129 4490339
11 C L'Alcalatén Castellon Vistabella del Maestrazgo 731320 4463756
12 C L' Alcalatén Castel}én Chodos 731753 4458081
1 E Alto Millares Castellén Villamalur 719132 4426784
2 E Alto Millares Castellon Villamalur 719292 4426503
3 E Alto Millares Castellén Villamalur 721495 4425965
4 E Alto Millares Castellon Villamalur 72256) 4425265
5 E Plana Baixa Castellon Alcudia de Veo 727792 4424269
6 E Plana Baixa Castell6n Alcudia de Veo 727620 4423882
7 E Alto Palancia Castellon Algimia de Almoacid 723646 4420135
8 E Alto Palancia Castellon Algimia de Almoacid 723285 4420056
9 E Plana Baixa Castellén Ain 726807 4419804
10 E Plana Baixa Castell6n Ain 726576 4419389
11 E Plana Baixa Castellon Ain 727519 4418864
12 E Plana Baixa Castellén Ain 726408 4418048
13 E Plana Baixa Castellén Eslida 728587 4418523
14 E Plana Baixa Castellén Eslida 728896 4418377
15 E Alto Palancia Castellén Almedijar 724961 4418275
16 E Alto Palancia Castellon Almedijar 724001 4417465
17 E Alto Palancia Castellén Almedijar 724592 4417284
18 E Plana Baixa Castellén Eslida 731220 4418119
19 E Plana Baixa Castellén Eslida 731581 4417399
20 E Alto Palancia Castell6n Chévar 730203 4416037
21 E Alto Palancia Castellén Chévar 729355 4415215
22 E Alto Palancia Castellon Chovar 731212 4415488
23 E Alto Palancia Castellén Chévar 730588 4415090
24 E Plana Baixa Castellén Alfondeguilla 735102 4415176
25 E Plana Baixa Castellon Alfondeguilla 734779 4415135
1 F L'Alcoia Alicante Alcoi 718773 4283349
2 F L’ Alcoia Alicante Alcoi 717181 4282557
3 F L’ Alcoia Alicante Alcoi 716433 4282377
6 F L’ Alcoia Alicante Alcoi 715936 4282393
4 F L Alcoia Alicante Alcoti 715807 4282392
5 F L' Alcoia Alicante Alcoi 715259 4282492
7 F L’ Alcoia Alicante Alcoi 713966 4282536
8 F L’ Alcoia Alicante Alcoi 712904 4282175
9 F L’ Alcoia Aljcante Alcoi 712571 4281768
10 ¥ L’Alcoia Alicante 1bi 713557 4281971
11 F L Alcoia Alicante Alcoi 714092 4282116
12 F L'Alcoia Alicante Alcoi 713060 4283010
13 F L’ Alcoia Alicante Alcoi 712652 4282534
14 F L’ Alcoia Alicante Alcoi 711934 4282433
15 F L’ Alcoia Alicante Alcoi 711277 4282201

C: Carrascal de Castellén, E: Parque Natural Sierra de Espadan, F: Parque Natural del Carrascal de la Font Roja.
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de Q. ilex en esa superficie suponen el 8,13%
de los Quercus de la Comunidad Valenciana.
Esta red de muestreo comprende 12 puntos
de colocacién de trampas de feromonas,
colocéndose 2 trampas en cada uno de ellos.
Los puntos se eligieron en base a zonas que
presentaron masas continuas de carrascal (Q.
ilex) y que hubiesen tenido defoliaciones
severas.

Parque Natural del Carrascal de la
Font Roja: El periodo de muestreo en esta
zona se ha desarrollado durante los veranos
de los afios 2002, 2003, 2004, 2005 y 2006.
La superficie declarada como Parque Natural
comprende 2.450 ha, siendo la carrasca la
especie de arbolado dominante en el 34,8%
de dicha superficie. La red de muestreo com-
prende 15 puntos de colocacién de trampas
de feromonas, colocando en este caso una
trampa por punto.

Parque Natural de la Sierra de Espa-
dan: El periodo de muestreo en esta zona se
ha desarrollado durante los veranos de los
afios 2003, 2004, 2005 y 2006. La superficie
declarada como Parque Natural ocupa unas
31.000 ha. El 18,6% de esta superficie estd
ocupada por masas puras de Q. suber. La red
de muestreo comprende 25 puntos de colo-
cacién de trampas de feromonas, con una
trampa en cada punto.

RESULTADOS

1. Evolucion de la intensidad de defolia-
cién durante el periodo epidémico 2000-
2002 en la provincia de Castellén.,

Durante la primavera del afio 1999 se
detectaron frecuentemente larvas de L. dis-
par en varias masas de carrascal del centro
de la provincia de Castellén que causaron

dafios en los brotes, pero en ninglin caso
defoliaciones extensas. Es a partir del afio
2000 cuando aparecen amplias superficies
ocupadas por Q. ilex que, durante este afio y
los dos siguientes, muestran importantes
defoliaciones. En las otras zonas con abun-
dante presencia de Quercus sp. (P.N. Sierra
de Espadan y PN. Carrascal de la Font Roja)
no se detectaron dafios en el arbolado. La
cartografia realizada indica que la superficie
afectada durante el afio 2000 (cuadro 2) apa-
rece, casi en su totalidad (86%), con afec-
cién muy baja (nivel 1), careciendo en ese
momento de masas de carrasca con defolia-
ciones totales (nivel 3). Los focos con
mayor densidad de poblacién de L. dispar
(nivel 2) se localizaron en las masas de
carrascal mds occidentales de todas las afec-
tadas, en la confluencia de los términos
municipales de Villafranca del Cid, Ares del
Maestre, Benasal y Castellfort (Fig. 4). Es en
el afio 2.001 cuando se producen las defolia-
ciones en practicamente todas las masas de
Quercus de Castellén, extendiéndose de
norte a sur durante un recorrido de aproxi-
madamente 100 Km. La superficie con pre-
sencia de defoliaciones se duplica con res-
pecto al afio anterior, siendo el nivel | el
dominante con mas de la mitad del territorio
(cuadro 2). Es de destacar que en zonas en
las que, durante el afio 2000 no se habian
observado defoliaciones, en el afio 2002 apa-
recen areas de nivel 2 (Vallibona y Morella),
e incluso pequefias zonas de nivel 3. El 10%
de la superficie presenta defoliaciones tota-
les y continuas o de nivel 3 durante este afio
2001, correspondiendo parte de esta zona a
dreas que en el afio 2000 presentaban nivel 2
y mayoritariamente han pasado a nivel 3. En
el ano 2002 la superficie con defoliaciones

Cuadro 2. Superficie afectada por los 3 diferentes niveles de defoliacién, causada por L.dispar en la provincia de
Castellon durante el pertodo 2000, 2001 y 2002.

ANO Superficie Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
afectada (ha)  Sup (ha) % Sup (ha) % Sup (ha) %
2000 34.180 29.460 86 4.720 14 0 0
2001 78.080 49.088 63 20.482 27 8.150 10
2002 92.000 46.800 Sl 23.000 25 22.200 24
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Figura 4. Evolucion de los niveles de defoliacién en los Carrascales de Castell6n durante los afos 2000, 2001 y 2002.

practicamente se mantiene, no produciéndo-
se un aumento significativo de la superficie
de defoliacién en la provincia. Sin embargo
si que aumenta el grado de defoliacién a
nivel 2 y 3 en detrimento del nivel 1. La
superficie con nivel 3, defoliaciones totales y
continuas aumenta a mds del doble con res-
pecto al afio 2001 (Cuadro 2). A diferencia
de lo observado durante estos afos 2000-
2002, a partir de las prospecciones realizadas
en el afo 2003 no se vuelven a detectar defo-
liaciones en la masa forestal no se observan
arboles con ninguno de los tres niveles de
defoliacién descritos anteriormente. Esto
permite pensar que el periodo epidémico de
Lymantria dispar sufrido durante los afios
2000-2002, parece concluido.

2. Distribucién y abundancia de las pobla-
ciones de Lymantria dispar en las zonas de
muestreo.

Las zonas elegidas para la colocacién de
las trampas “tipo G” cebadas con feromona
“disparlure” en la Comunidad Valenciana
fueron El Parque Natural del Carrascal de la
Font Roja, El Parque Natural de la Sierra de

Espadén y los Carrascales de la Provincia de
Castellén (Fig. 3). La eleccion de las zonas
se basé principalmente en la deteccién de
masas naturales y extensas de Quercus y
constatar la presencia de L. dispar. En el
caso de los carrascales de Castellén, se tuvo
en cuenta la zona en la que se habia produci-
do recientemente el periodo epidémico de
poblacién de L. dispar descrito en el aparta-
do anterior. Los conteos de machos de adul-
tos de L. dispar se iniciaron en el afio 2002
en el P.N. Font Roja, en el afio 2003 en el
PN. Espaddn, y en el afo 2004 en los
Carrascales de Castellon.

Las capturas en el P.N. de la Font Roja no
han sobrepasando en ningtn caso los 1000
individuos de media por trampa y periodo de
vuelo a lo largo de los cinco afios de mues-
treos (Fig. 5). Las capturas son bastante
semejantes a lo largo de los afios, entre 500
y 1000 adultos, salvo en el afio 2004 en el
que el nimero de capturas se reduce por
debajo de la mitad de las obtenidas en otros
anos. En general, los adultos capturados en
el P.N. de Espadan han sido méds numerosos
que en el PN. de la Font Roja capturandose
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Figura 5. Capturas medias de adultos de L.dispar por afio y trampa en cada una de las zonas de muestreo.

2234 mariposas de media en el afio 2003,
valor més alto alcanzado durante toda la
experiencia y en todas las zonas. Las captu-
ras descendieron drdsticamente durante el
aflo siguiente a una quinta parte de las ante-
riores, manteniéndose en valores constantes
y cercanos a los 1000 individuos por trampa
en los afios 2005 y 2006. Las poblaciones
observadas en estos dos Parques Naturales
son bastante semejantes, aumentando lenta-
mente el nimero de capturas medias a partir
del afio 2004. A diferencia de estas zonas,
los muestreos realizados en los Carrascales
de Castellén en afios posteriores al periodo
epidémico, nos indican una baja presencia de
las poblaciones de L. dispar (por debajo de 5
adultos por trampa y dia).

Las curvas de vuelo de L. dispar en las
tres zonas estudiadas (Fig. 6) se disponen de
forma similar, comprendiendo un periodo de
capturas de aproximadamente 3 meses. Los
periodos de vuelo de los machos se inician,
en las tres zonas estudiadas, a principios de

julio y se terminan generalmente a finales de
septiembre y ocasionalmente, como es el
caso del P.N. de Espaddn, se alarga hasta la
primera semana de octubre. Los mdximos
poblacionales se obtienen durante los prime-
ros dias de agosto, inicidndose dicho aumen-
to en los dltimos dias de julio salvo en el P.N.
de la Font Roja (situado mds al sur) donde
Unicamente se han obtenido méximos pobla-
cionales a finales del mes de julio. A pesar de
que la curva de vuelo en los Carrascales de
Castellén se ha situado siempre muy por
debajo de las curvas del P.N. de la Font Roja
y PN. de Espadén, los maximos aparecen en
el mismo momento que en estas dos tltimas
zonas.

El mdximo registro de capturas (119
machos adultos/trampa/dfa) a lo largo de
todo el periodo de muestreo se dio en el afo
2003 en el P.N. de Espadan. Es de destacar
en el afio 2006, tanto en el P.N. de la Font
Roja como en el P.N. de Espadén, la apari-
cién de dos periodos de maximas capturas
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Figura 6. Curvas de vuelo de machos adultos
de L. dispar en las tres zonas estudiadas.

durante todo el periodo de vuelo de los
machos adultos.

DISCUSION

Las defoliaciones causadas en el periodo
comprendido entre los afios 2000 y 2002,
afectaron a practicamente todas las zonas de
Quercus ilex que existen en la provincia
exceptuando su tercio mds meridional. Segtin
nuestras observaciones, el periodo epidémico
en los Carrascales de Castellén ha durado 3
anos, desapareciendo posteriormente. Ade-
mas, €l comportamiento poblacional en la
provincia sugiere que, las poblaciones de L.
dispar son bimodales tal como describe LIEB-
HoLD (1992). Esto implica que al principio
aparecen sintomas no demasiado intensos, de
forma semejante a lo que ocurre durante el
primer aio de nuestro estudio, donde las
defoliaciones no fueron extensas ni continuas
en la masa. Es posteriormente, durante el
segundo y tercer ano (en nuestra experien-
cia), cuando se dieron niveles elevados de
defoliaciones (nivel 3), presentdndose en
muchas zonas en las que durante el primer
afio no habian tenido presencia de orugas o
defoliaciones. Algunas de las zonas, a pesar
de ser masas puras de carrasca, no sobrepasa-
ron en ninglin caso el nivel |,y al contrario,
en masas mezcladas con pinar aparecieron
durante el segundo afo, graves defoliaciones
que dejaron a los pinos como Unica vegeta-
cién arbolada con hojas (nivel 3).

El dltimo proceso importante de defolia-
cién por L. dispar en los Carrascales de la
provincia de Castellén del que se tenia cons-
tancia, se produjo en los afos 1988 y 1989
(FaLCO et al., 1990), correspondiendo por
tanto el periodo entre estas dos grandes defo-
liaciones al intervalo de entre 10 y 15 afios
que describen algunos autores entre procesos
de aumento de poblaciones en Espafia
(VILLEMANT y FRAVAL, 1999).

Debe destacarse que durante los meses de
abril-mayo del afio 2003 (afio que sucede al
periodo epidémico) se observaron numero-
sas orugas de los primeros estadios larvarios
en la mayor parte de las zonas de Q. ilex de
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la provincia, no volviéndose a encontrar en
muestreos posteriores, ni observdndose
defoliaciones en ninguna de esas zonas. En
los muestreos realizados para evaluar la den-
sidad de poblacién en la zona del carrascal
de Castellén, inmediatamente después del
periodo epidémico, se obtuvo un nimero de
capturas muy bajo de machos de L. dispar en
comparacién con las otras dos zonas mues-
treadas. Esto puede ser debido a la brusca
bajada de poblacién que se suele producir
después de un periodo epidémico, ocurrien-
do, en nuestro caso, después de los afios
2000-2002. Algunos autores citan en sus
estudios la importancia, en ese momento, del
control que ejercen sobre L. dispar tanto pre-
dadores como parasitoides (ELKINTON y
LieBHOLD, 1990). En el presente trabajo,
durante este mismo afo, observamos abun-
dante presencia, tanto en los 4rboles como
en ¢l suelo, del cardbido depredador Calo-
soma sycophanta,y de parésitos de larvas y
pupas. También se considera que pudo con-
tribuir al descenso de la poblacién el retraso
que se produjo ese mismo afio en la brota-
cion primaveral de las encinas, lo que difi-
culté la alimentacién de las larvas en sus
primeros estadios. Los muestreos durante
los tres afios siguientes (2004, 2005 y 2006)
parece que muestran un ligero aumento de
las poblaciones.

El andlisis de la distribucién espacial de
los machos adultos es importante para
entender la dindmica y expansién de las
poblaciones de baja densidad que no pueden
ser detectadas usando los conteos de los
plastones de huevos (SHAROV et al., 1996).
Las trampas “tipo G, cebadas con feromo-
na “disparlure” para la captura de mariposas
macho de L. dispar, se han mostrado efecti-
vas para conocer sus poblaciones en las
zonas estudiadas ya que, en ninguna de las
zonas se localizaron plastones de huevos
que permitiesen la realizacién de sus conte-
0s. Segun los trabajos realizados por LIEB-
HOLD (1992), es comin que las poblaciones
de L. dispar se encuentren durante muchos
afios en densidades tan bajas que sea dificil
detectar individuos de cualquier estadio de

vida excepto los machos adultos. También
SHAROV et al., (2002) comprueban que en
densidades de poblacién extremadamente
bajas, el dnico método de muestreo que es
util es el uso de los conteos de polillas
macho con trampas de feromonas ya que es
el mds sensible a variaciones dentro de estos
niveles tan bajos de poblacién. Por lo tanto,
en 4reas recién infestadas, las trampas de
feromonas pueden ser muy itiles en la pre-
diccién de las posibles defoliaciones. Por
otro lado, algunos autores sefialan que las
densidades poblacionales obtenidas median-
te feromonas se correlacionan, hasta cierto
punto, con el muestreo tradicional de conteo
de plastones de huevos durante el periodo de
latencia de la plaga y en el inicio del perio-
do epidémico (TUrCaNI, 1998). A pesar de
que en el P.N. Espaddn, durante el afio 2003,
se dio e]l mayor maximo de capturas de toda
la experiencia, no se observaron en este ano
defoliaciones, siendo muy bajo el nidmero
de plastones de huevos detectados en todas
las zonas de dicho parque natural. Por con-
trapartida, las trampas con atractivos fero-
monales se suelen saturar con elevadas den-
sidades poblacionales, por lo que no son
demasiado efectivas a estos niveles de
poblacién.

En el P.N. de la Font Roja se han obteni-
do maximos de capturas a finales del mes de
julio a diferencia del resto de las zonas estu-
diadas en las que dichos maximos aparecie-
ron a principios del mes de agosto. Este ade-
lanto del ciclo puede ser debido a la locali-
zacion geografica de esta zona, ya que es la
que se encuentra situada mds al sur. Algunos
autores discuten la posibilidad de que la
posicién geogréfica, junto con la defoliacién
causada por la alimentacion de las larvas de
L. dispar, y otros factores ecoldgicos (ej. alti-
tud, velocidad del viento y direccién, densi-
dad poblacional, densidad de los estratos
arbolados, y mosaico de vegetacion) puedan
influir en el desarrollo del ciclo del insecto
(CARTER et al., 1992) dando lugar a peque-
fias diferencias en el momento de obtencién
de maximos poblacionales de polillas macho
mediante las trampas de feromonas.



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 33, 2007 501

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen a D. José Luis
Montero, D. Juan Raimundo Garcia de la
Cruz, D. Andrés Martinez, D. Fernando
Alguacil, D* Gema Sanchis y D. Luis Marco
la gran ayuda prestada en la realizacién del

ABSTRACT

trabajo, y a los Agentes Medioambientales
de la Generalitat Valenciana y a los monito-
res del Parque Natural de la Sierra de Espa-
dédn, y del Parque Natural del Carrascal de la
Font Roja, por la ayuda prestada para reali-
zar los conteos y mostrar las zonas para este
estudio.

IBANEZ-JUSTICIA A., A. SOTO, M. MARTINEZ GONZALVO, E. PEREZ-LLAORGA ARIAS.

2007. Distribution and abundance of Lymantria dispar (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Lymantriidae) in the principal forest of Holm Oak Quercus ilex (L.) subsp. rotundifolia
(Lam.) and Cork Oak Quercus suber (L.) in the Comunitat Valenciana. Bol. San. Veg.
Plagas, 33: 491-502.

Lymantria dispar (L.) is one of the most polyphagous defoliators of forest trees in the
world, causing an important phytosanitary problem when high population densities appe-
ar. Sampling to evaluate populations of this species are done frequently using pheromo-
ne traps which catch adult males. In this paper we evaluate the area and the intensity of
the defoliation in the Holm Oak forests during the outbreak period 2000- 2002 in Caste-
1t6n, and we report the results of the number of adult males caught during the period
2002-2006, using pheromone traps sampling. These samples are used for the purpose of
studying the population density and the flight curves in the most important Quercus areas
in the Comunitat Valenciana: The Natural Parks of Sierra de Espadédn and Carrascal de
La Font Roja, and the Holm Oak area of Castell6n. In the year 2000, in the Holm Oak
area of Castellén, 34.180 ha were affected by defoliations, increasing to 92.000 ha in
2002. The increase of the infected area correlates with the increase of the intensity of
defoliation. The following year (2003), no defoliations were detected in these areas, and
in 2004 a low number of males was caught. The results of the pheromone trap catches
show that the population caught in the P.N. Espaddn, was higher than in the rest of the
sampling areas, reaching 2.234 moths/trap (average) during 2003. The adult male flight
curves have a similar form in the 3 areas of study, having a flight period of approxima-
tely 3 months (first days of July — final days of September). Generally, the maximum
number of catches is obtained during the first days of August.

Key words: Quercus, Lymantria dispar, pheromone traps, defoliation, sampling.
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PATOLOGIA

El género Mycosphaerella en plantaciones de FEucalyptus en
Galicia

L. OTERO, O. AGUIN, M. J. SaInz, J. P. MANSILLA

El género Mycosphaerella incluye mds de 30 especies patGgenas en eucalipto, cau-
sando la enfermedad conocida como Mycosphaerella leaf blotch (MLB) o Mycosphae-
rella leaf disease (MLD). El sintoma mds caracterfstico de MLB consiste en la aparicién
de manchas necréticas en las hojas que reducen la capacidad fotosintética, con la consi-
guiente disminucién del crecimiento y de la produccién de madera. Durante los anos
2005-2007, se realizaron muestreos en plantaciones de eucalipto situadas en las provin-
cias de Pontevedra, A Coruiia y Lugo, con el objetivo de conocer la distribucién de la
enfermedad e identificar las especies de Mycosphaerella responsables. El 90% de los
eucaliptales gallegos inspeccionados mostraron drboles con sintomas de MLB. siendo
las plantaciones con 4rboles jévenes las que presentaron un mayor nivel de severidad.
Mediante técnicas moleculares de diagndstico de material foliar sintomdtico, se han
identificado nueve especies de Mycosphaerella y el anamorfo Pseudocercospora pseu-
doeucalyptorum. Dos de las especies, M. madeirae y M. aurantia_ se citan por primera
vez en Espana. Mycosphaerella nubilosa puede considerarse el principal causante de
MLB en Galicia. ya que se detecté en el 60% de los eucaliptos afectados.

L. OterO, O. AGUIN, J. P. MansiLLA. Diputacién Provincial de Pontevedra. Estacion
Fitopatoléxica do Areeiro. Subida a la Robleda, s/n. 36153 Pontevedra. E-mail:
efa@efa-dip.org

M.J. Sainz, J. P. MaNSILLA, Dep. Produccién Vegetal, Universidad de Santiago de Com-
postela, Campus Universitario, s/n. Lugo. 27002.

Palabras clave: eucalipto, mancha foliar necrética, MLB. Mycosphaerella nubilosa.

INTRODUCCION

La superficie de masas puras del género
Eucalyptus en Galicia se sitda en torno a
178.000 hectareas. Mas del 95% correspon-
den a E. globulus Labill (SiLva-PaNDO y
RIGUEIRO, 1992), que producen 36.333.830
m? de madera con corteza (MINISTERIO DE
MEDIO AMBIENTE, 2001). Otras especies culti-
vadas en menor proporcion son E. nitens
(Deane & Maiden) Maiden, E. viminalis
Labill y E. obliqua L’ Herit.

En los dltimos cinco afos, en numerosas
plantaciones de E. globulus, se ha detectado
una enfermedad que afecta principalmente a
las hojas juveniles, que muestran manchas y

necrosis (Figuras | y 2), y causa una defolia-
cién prematura, cancros en pequeiias ramas, y
detencion del crecimiento del arbol (LunD-
QUIST y PURNELL, 1987; Crous, 1998; PARK et
al., 2000). La enfermedad se conoce como
Mycosphaerella leaf blotch (MLB) o Mycosp-
haerella leaf disease (MLD), y puede estar
ocasionada por diversas especies del género
Mycosphaerella Johanson. Estas especies
estdn consideradas como los patégenos folia-
res que causan mayores dafnos en especies de
Eucalyptus en regiones templadas de todo el
mundo (Crous, 1998). También se ha obser-
vado que algunas especies de Mycosphaerella
pueden infectar hojas adultas de eucalipto
(GANAPATHI, 1979; PARK y KEANE, 1982b).
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Figura 1. Sintomas foliares de Mycosphaerella sobre Eucalyptus globulus.

Figura 2. Detalle de las hojas con presencia de lesiones
caracteristicas de Mycosphaerella.

La taxonomia del género Mycosphaerella
se ha basado tradicionalmente en la caracte-
rizacién de las lesiones foliares y sobre todo
en la observacién del tamano y morfologia
del ascocarpo, ascas y ascosporas (Figura 3),
patrones de germinacién de las ascosporas,
tasas de crecimiento de los aislados en culti-
vo, y caracteristicas y morfologia de los ana-
morfos (Crous, 1998). Estos métodos son
insuficientes en muchos casos para Ja identi-
ficacién de especies, debido a la gran varia-
bilidad que presentan, a que frecuentemente
coinciden entre distintas especies, y a la difi-
cultad para conseguir aislar el hongo a partir
de las lesiones.

El desarrollo de técnicas moleculares ha
contribuido enormemente a la deteccién e
identificacién de las especies de Mycosphae-
rella (CARNEGIE et al., 2001; CRrouS et al.,
2001; KULARATNE et al., 2004), que se basan
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actualmente en la comparaciéon de secuen-
cias de las regiones ITS1 e ITS2 del ADN
ribosomal (Crous et al., 2001; MAXWELL et
al., 2003; Crous et al., 2004).

Se han descrito mds de 80 especies de
Mycosphaerella y sus anamorfos sobre
Eucalyptus, de las cuales 30 son considera-
das patdgenas (CROUS er al., 2006), aunque
apenas existe informacién sobre su inciden-
cia y distribucién, rango de hospedadores y
patogenicidad. Hasta hace pocos afios, dada
Ja dificultad de identificacién con técnicas
tradicionales, la MLB se atribuia general-
mente a M. molleriana. Sin embargo, CROUS
et al. (2004), aplicando técnicas molecula-
res para el andlisis del primer material sin-
tomético de hojas de E. globulus recogidas
en Galicia, demostraron que la enfermedad
estaba causada principalmente por M. nubi-
losa y detectaron dos nuevas especies y sus
anamorfos: M. readeriellophora Crous & J.
P. Mansilla (anamorfo Readeriella readerie-
llophora Crous & J. P. Mansilla) y M. com-
munis Crous & J. P. Mansilla (anamorfo
Dissoconium commune Crous & J. P. Man-
silla). Esta fue la primera cita de M. nubilo-
sa sobre E. globulus no sélo en Espafia sino
en Europa.

El objetivo de este trabajo fue obtener un
mapa de distribucién de la MLB y estudiar la
diversidad de especies del género Mycospha-
erella en plantaciones de Eucalyptus en
Galicia.

Figura 3. Ascas con ascosporas de Mycosphaerella
emergiendo del cuerpo de fructificacién.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo

Se inspeccionaron plantaciones de euca-
lipto en las provincias de Pontevedra, A
Coruiia y Lugo, siguiendo los mapas provin-
ciales a escala 1:250.000 y el mapa de distri-
bucién de masas de eucalipto en Galicia
recogido en el MINISTERIO DE MEDIO
AMBIENTE (2001). En las zonas con presen-
cia de eucalipto, se trazé una reticula de pun-
tos de muestreo de 10 x 10 km. En Ponteve-
dra el muestreo se realiz6 entre los meses de
marzo y agosto de 2005, en A Corufia entre
noviembre de 2005 y marzo de 2006, y en
Lugo desde septiembre de 2006 hasta febre-
ro de 2007. En total se inspeccionaron 209
puntos, de los que 61 correspondieron a la
provincia de Pontevedra (59 de E. globulus y
2 de E. nitens), 96 a la de A Corufia (91 de E.
globulus, 3 de E. viminalis, | de E. obliqua,
y 1 de E. nitens),y 52 alade Lugo (51 de E.
globulus y 1 de E. nitens) (Figura 4). En la
mayoria de los puntos, se tomaron muestras
de hojas juveniles sintomdticas de MLB en
arboles de 2-3 afios; en 12 plantaciones de E.
globulus en Pontevedra, 4 en A Corufiay 17
en Lugo, se tomaron también muestras de
hojas adultas con sintomas de la enfermedad
en drboles de mas de 5 afios.

Dentro de cada plantacion, se registr6 la
presencia o ausencia de drboles con sintomas
de MLB; en el caso de presencia de la enfer-
medad, se seleccionaron cinco arboles sinto-
maticos, para determinar el porcentaje de
hojas con sintomas (en las plantaciones de A
Corufa y Lugo) y la severidad (en las tres
provincias).

Para estimar el porcentaje de hojas con
sintomas, se seleccionaron cinco ramas por
4rbol, en las que se contaron el nimero total
de hojas y las que tenian manchas caracteris-
ticas de Mycosphaerella. Hay que sefalar
que, en un arbol afectado por MLB, las hojas
sintométicas aparecen pricticamente en
todas las ramas.

La severidad de la enfermedad se deter-
miné en cada uno de los cinco 4rboles sinto-
madticos seleccionados mediante el examen
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Provincia de Lugo
52 puntos de muestreo

Provincia de A Coruna
96 puntos de muestreo

Provincia de Pontevedra
61 puntos de muestreo

Galicia
209 puntos de muestreo

Figura 4. Localizacién de Jos puntos de muestreo de eucalipto en las provincias de A Corufia, Lugo y Pontevedra,
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Figura 5. Lesién de MLB con los cuerpos de
fructificacién en la hoja.

in situ de ocho hojas situadas en la parte cen-
tral de una rama externa (se eligié una rama
externa para evitar el sombreado de estratos
superiores), mediante una escala adaptada a
partir de la propuesta por MAXWELL (2004),
que establece una escala de severidad con
seis niveles segiin el porcentaje de drea foliar
afectada por MLB: nivel 1, >0-6%; nivel 2,
>6-12%; nivel 3, >12-25%; nivel 4, >25-
50%; nivel 5, 50-75%:; nivel 6,>75%.

Identificacion de especies

En cada punto de muestreo, se recogieron
de 15 a 20 hojas de eucalipto con sintomas
de MLB, que se conservaron a 4 °C.

En el laboratorio, se observaron todas las
hojas bajo microscopio estereoscépico para
detectar la presencia de cuerpos de fructifi-
cacion en las lesiones. En aquellas hojas que
mostraron pseudotecios (Figura 5), se corta-
ron pequefios fragmentos de la lesidn que se
mantuvieron en agua estéril durante 24 h.
Después se secaron y se pegaron a la tapa de
una placa Petri de 5 cm, de forma que las
ascosporas pudieran caer desde el cuerpo de
fructificacién a la base de la placa que con-

tenfa como medio de cultivo agar-malta
(AM) al 2%. Las placas se incubaron a 20 °C
en oscuridad durante 24 horas. Con el obje-
tivo de obtener cultivos monosporicos, se
recogié en cada placa una sola ascospora
germinada, que se transfirié a una nueva
placa Petri donde se cultivé a 25 °C en oscu-
ridad (Crous, 1998).

La identificacién molecular de especies
de Mycosphaerella se realiz6 mediante
amplificacion, secuenciacién y andlisis de
las regiones ITS del ADN ribosémico.

La extraccién del ADN fingico se Ilevé a
cabo directamente a partir de las lesiones
necréticas de las hojas, y de los cultivos
monosporicos obtenidos. En ambos casos,
para la extraccién se utilizé el kit comercial
EZNA™ Fungal DNA Miniprep Kit (Omega
Bio-tek), siguiendo el protocolo corto pero
sin afadir mercaptoetanol ni RNAsa y
haciendo una homogenizacién previa con un
pistén estéril. Después de pasar la muestra
por los diferentes reactivos del kit, se obtuvo
una solucién de ADN gendmico que se con-
servé a - 20° C.

El ADN molde se amplific6 mediante los
primers ITS1F e 1TS4 (GARDES y BRUNS
1993, WHITE et al., 1990), que amplifican las
regiones ITS1 e ITS2 del ADN ribosomal.
La mezcla de amplificacién consistid en 0,5
pmol de cada primer, 0,75 unidades de Bio-
tag, 1x de tampén de PCR, 1,5 mM de
MgCl,, 0,2 uM de cada dNTP, 1 pl de la
extraccion de ADN y agua estéril hasta un
volumen final de 25 ul. Las condiciones de la
reaccion fueron las propuestas por CROUS et
al. (2004) para Mycosphaerella: desnaturali-
zacion inicial a 96 °C durante 5 minutos,
seguidos de 30 ciclos a 96 °C 30 segundos,
57 °C 30 segundos y 72 °C 90 segundos,
finalmente una extension a 72 °C durante
7 minutos. En todos los ensayos se incluye-
ron controles negativos de extraccién y de
amplificacién (sin ADN), para detectar cual-
quier posible contaminacién, y controles
positivos que consistieron en ADN proce-
dente de las cepas de referencia M. commu-
nis (CBS 114238), M. nubilosa (CBS
113064 y CBS 111445) y M. readeriellop-
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hora (CBS 114240) suministradas por el Dr.
Pedro W. Crous (Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Holanda).

Los productos de PCR se separaron y
visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa. Cinco microlitros de cada pro-
ducto de la amplificacién se mezclaron con 2
mL de tampén de carga para llevar a cabo
una electroforesis en gel de agarosa al 2%
(p/v)enTBE 0,5 X a 120 V. En cada gel tam-
bién se incluyé un marcador de 100 en 100
pb (marcador XIV, Roche Diagnostics). Los
geles se tineron con bromuro de etidio (0,5
mg/mL), y se examinaron en un transilumi-
nador de luz ultravioleta.

Para secuenciacion, los amplimeros se puri-
ficaron con el High Pure PCR Product Purifi-
cation Kit (Roche Applied Science). Las reac-
ciones de secuenciacion se llevaron a cabo con
el BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequen-
cing Kit (Applied Biosystems) bajo las
siguientes condiciones: 96 °C 1 min, 25 ciclos
a 96 °C 10 sec,50°C 5's,y 60 °C 4 min. Los
productos de secuenciacion se precipitaron en
etanol (95% vol), se desnaturalizaron a 94 °C

L. OTERO, O. AGUIN, M. J. SAINZ, J. P. MANSILLA

RESULTADOS

Incidencia y severidad de MLB

De las 209 plantaciones de eucalipto
muestreadas, 193 presentaron 4rboles con
sintomas de MLB, demostrando una amplia
distribucién de la enfermedad en Galicia.
Todas las plantaciones de eucalipto inspec-
cionadas en Pontevedra mostraron hojas con
lesiones y manchas causadas por Mycospha-
erellg. Tanto en A Coruila como en Lugo,
hubo 8 plantaciones libres de MLB. La enfer-
medad afectaba principalmente a 4rboles con
hojas juveniles, aunque también se observa-
ron sintomas de MLB en hojas adultas.

El porcentaje de hojas con lesiones de
MLB por é4rbol fue estimado en las planta-
ciones de A Coruiia y Lugo, y mostré una
mayor incidencia de la enfermedad en A
Corufia (Cuadro 1). De las 88 plantaciones
con MLB en A Coruiia, 49 presentaron

Cuadro 1. Niimero de plantaciones segin la
incidencia (porcentaje de hojas afectadas)

% hojas sintomas A Coruiia Lugo
durante 3 minutos, y se cargaron en un secuen- 0 3 3
ciador ABIPrism™ 310 Genetic Analyzer 50-10% ; 12
(Applied Biosystems). Las secuencias se ana- 5 10-20% ) 0
lizaron con el programa Sequencing Analysis
5.1, y se compararon con las secuencias dis- >20-33% 10 >
ponibles en la base de datos GenBank >33-50% 20 6
(bttp://www.ncbi.nlm.nih.gov), usando el pro- >30-66% 25 3
grama de alineamiento BLAST (Basic Local >66-75% 21 3
Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., >75-100% 3 4
1997). TOTAL 96 52
Cuadro 2. Numero de plantaciones segiin el nivel de severidad.
Nivel de severidad Pontevedra A Coruiia Lugo TOTAL

Sin dafos 0 8 8 16

1 (>0-6%) 11 13 20 44

2 (>6-12%) 29 44 14 87

3 (>12-25%) 14 29 6 49

4 (>25-50%) 7 2 3 12

5 (>50-75%) 0 1 1

6 (>75%) 0 0 0

TOTAL 61 96 52 209
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drboles con mds del 50% de sus hojas mos-
trando lesiones; sin embargo, en Lugo sélo
12 de las 44 plantaciones sintomdticas mos-
traron 4rboles con mas del 50% de hojas
infectadas.

La severidad de MLB se estim6 en las
tres provincias (Cuadro 2). En Pontevedra,
el nivel de severidad mds abundante fue el
2 (>6-12% del 4rea foliar afectada) (Figura
6). En A Coruiia, el nivel de severidad fue
en su mayoria también el 2, si bien se
encontraron 29 plantaciones con nivel 3,y
2 con nivel 4 (>25-50% del area foliar
afectada), que fue el maximo registrado en
esta provincia (Figura 7). En Lugo se cons-
taté una menor severidad de la enfermedad,
ya que el nivel mas frecuente fue el 1 (>0-
6% del 4rea foliar afectada) (Figura 8).

En ninguna de las plantaciones muestrea-
das se observd el nivel 6 (>75% del érea
foliar afectada), y sélo en un punto de la pro-
vincia de Lugo se estimé el nivel 5 (>50-
75% del érea foliar afectada).

Identificacion de especies

La identificacién molecular se basé prin-
cipalmente en el ADN obtenido directamen-
te de las lesiones foliares, debido a la difi-
cultad de obtener cultivos monospoéricos de
las especies de Mycosphaerella. Los princi-
pales problemas surgieron sobre todo del
lento crecimiento de estos hongos en cultivo
(en la mayor parte de los casos, 1 cm de did-
metro mensual), que llevaron a que las
extracciones de ADN no pudieran llevarse a
cabo hasta unos dos meses después de la lle-
gada del material vegetal al laboratorio. Ade-
mds, esa lentitud de crecimiento aumentd el
porcentaje de contaminacién. A pesar de
esto, se consiguieron cultivos monospéricos
de la mayoria de las muestras (Figura 9).
Cuando el ADN se extrajo a partir de lesio-
nes foliares, los resultados de identificacién
se obtuvieron en menos de 72 horas.

Los primers ITSIF e ITS4 amplificaron
un fragmento de ADN ribosémico de aproxi-
madamente 550 pares de bases en todas las
muestras (tanto de lesiones como de cultivos
monospdricos), y también en los controles

positivos (Figura 10). En los controles nega-
tivos no se obtuvo amplificacidn.

Las secuencias obtenidas mostraron una
homologia superior al 95% con las disponi-
bles en el GeneBank para nueve especies de
Mycosphaerella y uno de sus anamorfos: M.
aurantia A. Maxwell, M. communis Crous &
J. P. Mansilla, M. lateralis Crous & M. J.
Wingfield, M. madeirae Crous & Denman,
M. marskii Carnegie & Keane, M. molleria-
na (Thiim.) Lindau, M. nubilosa (Cooke)
Hansford, M. parva R. F. Park & Keane, M.
readeriellophora Crous & J. P. Mansilla, y
Pseudocercospora  pseudoeucalyptorum
Crous (anamorto).

La identificacion del anamorfo se realizé
s6lo a partir de material obtenido directa-
mente de las lesiones foliares, mientras que
la de M. aurantia lo fue exclusivamente a
partir de cultivos monospdricos. Las restan-
tes 8 especies de Mycosphaerella se identifi-
caron a partir tanto de lesiones como de cul-
tivos monosporicos.

En el Cuadro 3, se muestra el nimero de
identificaciones de cada una de estas 10
especies en las plantaciones de eucalipto
gallegas. Los resultados demostraron que, en
Galicia, la MLB es debida principalmente a
M. nubilosa, si bien en muchos eucaliptales
la enfermedad estd causada por M. parva y
M. molleriana. Las restantes 7 especies mos-
traron una baja incidencia. Mycosphaerella
madeirae, M. marskii y M. readeriellophora
se detectaron en las tres provincias, mientras
que Ps. pseudoeucalyptorum se detectd en
Pontevedra y Lugo, M. communis y M. late-
ralis s6lo en A Coruna, y M. aurantia s6lo en
Pontevedra.

En relacién a la especie de eucalipto, las
diez especies identificadas en este trabajo se
han encontrado en plantaciones de £. globu-
lus. Ademas M. nubilosa y M. parva se
detectaron sobre E. nitens y E. viminalis, M.
madeirae 'y M. molleriana se identificaron
en hojas de E. obliqua,y Ps. pseudoeucalyp-
torum en E. nitens.

La diversidad de especies de Mycosphae-
rella vari6 segin el tipo de hoja. En hojas
juveniles (que constituyeron el 92% del
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Distribucién de los niveles de severidad de
Mycosphaerella en eucaliptos de Pontevedra

8in dafios ® s " -y
Nivel1: >06% @ . E !

Nivdl 2 >6-12% @
Nival 3: >12-25% @
Nivel 4: >25-50% @

Nival 5: >51-75% @
Nivl6:  >75% O

Figura 6. Distribucién de los niveles de severidad de Mycosphaerella en eucaliptos de la provincia de Pontevedra
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Distribucién de los niveles de severidad de

f} . ‘{ Mpycosphaerella en eucaliptos de A Coruifia
[N : Sin defios ® v,
k. Nivell: >06% @ w7 =

L/ Nivel 22 >6-12% @

. Nivel 3: >12-25% @

~ Nivel 4: >25-50% @

I\ Navel 5: >51-79% @
Nvl6:  >79% O ©s

Figura 7. Distribucién de los niveles de severidad de Mycosphaerella en eucaliptos de la provincia de A Corufia.
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Distribucion de los niveles de severidad de -
Mycosphaerella en eucaliptos de Lugo

Smdios  ® .
Nvell: >06% @ i 14

86( Nivel 5: >51-75% @
Mivel6:  >7% O

Y,

Figura 8. Distribucién de los niveles de severidad de Mycosphaerella en eucaliptos de la provincia de Lugo.
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Figura 9. Cultivos monospéricos de. M. nubilosa (1), M. parva (2) y M. molleriana (3).

total), se detectaron las diez especies, mien-
tras que en hoja adulta sélo se identificaron
cuatro: M. nubilosa, M. communis, M. rea-
deriellophora y Ps. pseudoeucalyptorum. En
hojas juveniles, la especie mas abundante
fue M. nubilosa,y Ps. pseudoeucalytorum lo
fue en hojas adultas.

DISCUSION

Los resultados demuestran que la enfer-
medad foliar causada por el género Mycosp-
haerella estd ampliamente extendida en la
gran mayoria de las plantaciones de eucalip-
to de Galicia, afectando principalmente a
arboles de menos de 3 afios, que tienen hojas
juveniles. Es conocido que las especies de
Mycosphaerella se desarrollan mejor en cli-
mas de temperaturas templadas y precipita-
ciones frecuentes (PARK, 1988a), caracteris-
ticas que suelen encontrarse en las zonas
donde se cultiva el eucalipto en Galicia:
franjas costeras de Pontevedra, A Coruifia y
Lugo. Las hojas de los arboles de la provin-
cia de Lugo mostraron en general menor
superficie foliar con lesiones de MLB que
los de Pontevedra y A Coruiia, provincias
con costas més célidas que la lucense.

La aplicacién de técnicas moleculares
permitié la identificacién de nueve especies
de Mycosphaerella y uno de sus anamorfos
implicados en la MLB presente en Galicia.
Con los primers utilizados (ambos universa-
les para hongos), se obtuvo en todos los

casos (a partir de material de las lesiones
foliares y/o de cultivos monospéricos) un
fragmento de ADN ribosémico de aproxima-
damente 550 pares de bases, lo que coincide

Il 2 3 CE C+ C M
e B ATREE D

600 pb
500 pb

Figura 10. Gel de agarosa al 2% mostrando el producto
de amplificacién obtenido con los primers ITS |F-1TS4
en tres muestras de Mycosphaerella (calles 1-3), control
negativo de extraccién (CE), control positivo (C+) y
control negativo de amplificacién (C-). M: marcador
XIV de 100 a 2642 pb.
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Cuadro 3. Nimero de identificaciones hechas para cada especie en cada una de las provincias
Especie Pontevedra A Coruna Lugo TOTAL
M. nubilosa 44 65 14 123
M. parva 3 14 13 30
M. molleriana 8 8 6 22
M. madeirae 3 4 2 9
Ps. pseudoeucalyptorum S 0 4 9
M. marksii 4 3 1 8
M. readeriellophora | 3 2 6
M. communis 0 3 0 3
M. lateralis 0 2 0 2
M. aurantia | 0 0 1
TOTAL 69 102 42 213

con los resultados obtenidos por otros auto-
res para el género Mycosphaerella (CROUS et
al., 2004, 2006). La identificacion a nivel de
especie se consiguié mediante la secuencia-
cién del fragmento.

La especie més frecuente en hojas sintoma-
ticas fue M. nubilosa, que puede considerarse
la principal causante de la enfermedad en
arboles jovenes de los eucaliptales del noroes-
te de Espafia, como también sucede en arboles
jévenes de E. globulus en Sudéfrica y Austra-
lia (PARK y KEANE 1982B; CARNEGIE et al.
1998; HUNTER, 2002). Los primeros trabajos
sobre MLB hicieron pensar que M. nubilosa
s6lo era capaz de infectar hojas juveniles,
penetrando por los estomas del envés (PARK,
1988b); sin embargo, en este trabajo se ha
encontrado también en hojas adultas, lo que
coincide con estudios recientes realizados por
CROSS et al. (2004) y MAXWELL (2004).

Las otras nueve especies identificadas,
salvo M. molleriana y M. parva, se detecta-
ron en pocas plantaciones.

Mpycosphaerella molleriana se encontré
en el 10% de los eucaliptos sintométicos
gallegos. Curiosamente, en los primeros tra-
bajos sobre Mycosphaerella en eucalipto, se
consideraba a M. molleriana como la princi-
pal causante de MLB en muchos lugares del
mundo (Crous 1998, MaxwegLL, 2004).
Incluso en Espaiia, la primera referencia de
Mycosphaerella en eucalipto cita a esta espe-
cie como responsable de la enfermedad

(RuPEREZ y MuRoz, 1980). Sin embargo, la
presencia de M. molleriana en estudios pos-
teriores sélo pudo ser confirmada en Portu-
gal (donde fue descrita originalmente) y en
California (CroUS, 1998).

Mycosphaerella parva aparecié en el
12% de las muestras foliares. En general,
se considera como una especie sapréfita
asociada a lesiones viejas de M. nubilosa
(Park y KEANE, 1982a), aunque hay auto-
res que sugieren que podria comportarse
como patégena (CARNEGIE y KEANE,
1994).

De las 10 especies encontradas en el
presente trabajo, ocho (M. communis, M.
lateralis, M. marksii, M. molleriana, M.
nubilosa, M. parva, M. readeriellophora, y
Ps. pseudoeucalyptorum) ya habfan sido
identificadas por Crous et al. (2004, 2006)
sobre material vegetal de E. globulus reco-
gido en Galicia. La deteccion adicional de
dos nuevas especies, M. madeirae y M.
aurantia, confirma la alta diversidad del
género Mycosphaerella en eucaliptales de
Galicia. La identificacién de M. madeirae
sobre Eucalyptus globulus y E. obliqua y
de M. aurantia sobre E. globulus constitu-
yen la primera referencia de estas especies
como causantes de MLB en Espafia.

Es necesario el estudio del ciclo bioldgico
de las especies de Mycosphaerella encontra-
das en los eucaliptales gallegos, de las con-
diciones de clima que pueden favorecer su
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persistencia, y de su patogenicidad. Todos AGRADECIMIENTOS

ellos aspectos que permitirdn un mejor cono-
cimiento de la enfermedad y desarrollar
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ABSTRACT

OtERO, L., AGUIN, O., SAINZ, M. J., MansILLA, J. P. The genus Mycosphaerella on
Eucalyptus stands of Galicia. Bol. San. Veg. Plagas, 33: 503-516.

Mycosphaerella genus comprises more than 30 species which are reported pathogens
of Eucalyptus, causing a disease known as Mycosphaerella leaf blotch (MLB) or
Mycosphaerella leaf disease (MLD). The main symptoms of MLB are necrotic leaf spots,
which significantly reduce photosynthetic activity in the plant and consequently its
growth and timber production. Eucalypt stands were surveyed in Pontevedra. A Coruiia
and Lugo provinces (Galicia, NW Spain) in 2005-2007, with the aim of studying the dis-
tribution of MLB and identifying the Mycosphaerella species involved. Ninely percent of
Galician eucalypt stands showed trees with MLB symptoms, young tree stands being
more severely affected. By using molecular diagnostic techniques on symptomatic leaf
material, nine Mycosphaerella species and the anamorph Pseudocercospora pseudoeu-
calyptorum were identified. Two species, M. madeirae and M. aurantia, are first repor-
ted in Spain. Mycosphaerella nubilosa can be considered as the main agent of MLB in
Galicia, since it was detected in 60% of the affected eucalypts.

Key words: eucalypt, necrotic leaf spots, MLB, Mycosphaerella nubilosa.
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Caida de boton floral en kiwi causada por Pseudomonas
viridiflava y Pseudomonas syringae en el Principado de Asturias

A. J. GoNzZALEZ, M. R. RoDICIO

El cultivo del kiwi se introdujo en el Principado de Asturias en los afos 70 y actual-

mente es un importante recurso frutal, junto con las manzanas de sidra y de mesa. Una
de las enfermedades que mayores pérdidas ocasiona a este cultivo y que depende de las
condiciones climatoldgicas, es la caida de botones florales, flor y frutos recién cuajados.
En Asturias, se ha demostrado que la etiologia de esta enfermedad es bacteriana, siendo
originada por dos especies de Pseudomonas fluorescentes: P. viridiflava, descrita profu-
samente en la bibliografia como causante de esta patologia en otras partes del mundo, y
Pseudomonas syringae, que también ha sido asociada por algunos autores a esta enfer-
medad. Sin embargo, en nuestra region, los aislamientos de P. viridiflava pertenecen a
una variante atipica, que se ha encontrado también en otros cultivos, y ambas bacterias
presentan una elevada diversidad fenotipica.

A J. GonzALez. Servicio Regional de Investigacién y Desarrollo Agroalimentario
(SERIDA), carretera de Oviedo s/n, 33300 Villaviciosa. Asturias. Espana.

M. R Ropicio. Area de Microbiologia, Dpto. de Biologia Funcional e Instituto Univer-
sitario de Biotecnologia de Asturias (IUBA), Universidad de Oviedo, ¢/Julidn Claverfa
6, 33006, Oviedo. Asturias.

Palabras clave: Actinidia deliciosa, bacteriosis, dafos, Pseudomonas fluorescentes.

INTRODUCCION

El kiwi (Actinidia deliciosa) es originario
de China y se cultiva en diferentes zonas del
mundo como Nueva Zelanda, California,
Chile y Europa. En Espafia, se introdujo ini-
cialmente en Galicia a finales de la década
de los 60. Al Principado de Asturias (PA) no
llegé hasta 1973, observandose un aumento
importante en la produccién a partir de la
década de los afios 80 (COQUE et al., 1987).
En la actualidad, se trata del tercer cultivo
frutal de la regi6n con una produccién anual
de 1.500 t y 1.172.000 euros, tras la manza-
na de sidra (44.000 t, 8.462.300 euros) y la
de mesa (6.000 t, 3.245.500 euros) (ANONI-
MO, 2003). La zona de produccién de kiwi en
el PA se sitia en la franja costera.

Tradicionalmente se ha considerado al
kiwi como un cultivo sin graves problemas
patolégicos. A pesar de ello se han descrito
dafios causados por factores bi6ticos, tales
como hongos, bacterias o nemdtodos, y por
factores abidticos como viento, heladas,
calor, etc. Entre las bacterias patégenas de
kiwi destacan distintas especies de Pseudo-
monas fluorescentes, concretamente P viri-
diflava (WILKIE et al., 1973; YOUNG et al.,
1988; VARVARO et al., 1990; MANSILLA y
ABELLEIRA, 1999; GONZALEZ et al., 2003), P.
syringae patovar (pv.) syringae (BALESTRA y
VARVARO, 1997; GONZALEZ y AviLa, 2001),
(SCORTICHINI y MARGARITA, 1989), P. syrin-
gae pv. actinidiae (SERIZAWA et al., 1989;
SCORTICHINI, 1994) y P. marginalis (MANSI-
LLA y ABELLEIRA, 1999). Estas bacterias ori-
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ginan fundamentalmente podredumbre y
caida de boton floral, flor y fruto recién cua-
jado, lo que acarrea importantes pérdidas
econdmicas, pero se han asociado también a
muerte de ramas y chancros.

En el Laboratorio de Fitopatologia del PA
(LPPA) se empezd a trabajar en esta enfer-
medad en el afio 2000, con el objetivo de
identificar los agentes etiolégicos de la caida
de botdn floral, enfermedad que afecta espo-
radicamente a cultivos de nuestra comuni-
dad, originando importantes pérdidas. De
este trabajo damos cuenta a continuacion.

MATERIAL Y METODOS

Muestras analizadas

Se analizaron 28 muestras tanto sintoma-
ticas como asintomaticas (en concreto, una
rama, hojas y botones florales), recogidas
durante los afios 2000, 2001 y 2002 en dis-
tintas localidades del PA (Cuadro 1). La
mayor parte fueron obtenidas el afio 2000 en
fincas situadas en las localidades de Villavi-
ciosa y Llanes, que se habian visto seria-
mente afectadas por la enfermedad de la
podredumbre y caida de botén floral durante
el afio anterior. El mismo afio se recogieron
también muestras de botones florales con los
mismos sintomas en otras dos localidades:
Grado y Pravia. En 2001 y 2002 se analiza-
ron cuatro muestras sintomaticas que se reci-
bieron en el LPPA, procedentes de Villavi-
ciosa y Llanes.

Analisis bacterioldgico

Pequeiias muestras del material de partida
(hojas, rama o botones florales), se sometie-
ron a una dislaceracién de tejidos y poste-
riormente se sembraron en medio King B
(KB, KING et al. 1954). Las placas se incuba-
ron 48 h a 25°C, identificandose las colonias
fluorescentes por exposicién a luz UV. Los
aislamientos fluorescentes se analizaron
mediante tincién Gram, prueba de oxidacién-
fermentacién aportando glucosa como sustra-
to (HUGH y LEIFSON, 1953), esquema deter-
minativo LOPAT (LELLIOTT et al., 1966), uti-
lizacién de diferentes compuestos (manitol,

m-inositol, eritritol, homoserina, sorbitol, D-
tartrato, sacarosa, L-lactato, trigonelina, qui-
nato, betaina y adonitol) como tinica fuente
de carbono en los medios de Hellmers y
Ayers (JANSING y RuDOLPH, 1990; NovaL,
1991, respectivamente), e hidrélisis de gelati-
na y esculina. Los aislamientos con las mis-
mas caracteristicas fenotipicas, procedentes
de la misma muestra, fueron considerados
como una tnica cepa. De esta manera se
seleccionaron 29 cepas de Pseudomonas
fluorescentes, designadas con las siglas
LPPA seguidas de un nimero (Cuadro 1).
Como control se incluyeron dos cepas de la
Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo: P, viri-
diflava CECT 458 y P. syringae pv. syringae
CECT 4429.

Amplificacién del ADN 16S mediante
PCR y secuenciacion

Los genes que codifican los ARN 16S de
aislamientos problemdticos fueron amplifica-
dos usando los iniciadores pA y pH’, disena-
dos por EDWARDS et al. (1989) para eubacte-
rias. Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador MJ Research PTC 100 (Walt-
ham, Mass., USA), utilizando un volumen de
50 ul que contenia 1 pl de ADN extraido de
acuerdo con el método de DEENER y BoOy-
CHUCK (1991), concentraciones 0,3 mM de
cada iniciador, una concentracién 0,2 mM de
cada deoxynucleosido trifosfato, 2 U de
DyNAzyme Il DNA polymerasa (Finnzymes,
Oy, Espoo, Finland), y 5 pl del tampén de
reaccion suministrado por la casa comercial.
El volumen se llevé hasta 50 pl con agua esté-
ril bi-destilada. Después de un paso de desna-
turalizacién de 3 min a 94°C, la mezcla de
reaccion se sometié a 30 ciclos de desnatura-
lizacién a 94°C 1 min, anillamiento a 61°C |
min, y extensién a 72°C durante 90 s, seguido
de un paso final a 72°C durante 10 min. El
producto de amplificacién, de aproximada-
mente 1.500 pb, fue purificado con el kit
Ultraclean PCR clean up DNA purification
(MO-BIO, Inc., USA), siguiendo las instruc-
ciones del fabricante. Los fragmentos purifi-
cados fueron secuenciados por Secugen
(Madrid, Espafia), con los iniciadores pA y
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Cuadro |. Origen, identificacion y patogenicidad de cepas de Pseudomonas fluorescentes

procedentes de muestras de kiwi.

Ano Localidad Tipo de muestra E;l;,? Identificacién 31(‘);:‘:1]:9(‘%/ ((j:;r; cl:f;l(s;cas
caidos
2000 Villaviciosa ~ Hoja asintomdtica 102 P viridiflava 515 na
Hoja asintomitica 103 P viridiflava ne
Hoja asintomatica 109 P. marginalis 5/ normales (4)
Hoja asintomitica -
Hoja asintomdtica 116 P. marginalis 5/0 normales (5)
Hoja asintomdtica 117 P. syringae 5/4 pequeito (1)
5/3* nd
Hoja asintomética 118 P. viridiflava 5/5 na
Hoja asintomdtica 125 P. viridiflava ne
Hoja asintomética 126 P viridiflava 512 deformes (3)
Hoja asintomatica 127 P, viridiflava ne
Hoja asintomética 133 P. fluorescens 8/0 normales (8)
134 P, viridiflava 52 pequenos y deformes (3)
Rama con sintomas 136 P, viridiflava 8/2 nd
Botén con sintomas 138 P viridiflava 8/8 na
Botén con sfntomas 139 P viridiflava 11/11 na
6/5* pequeno y deforme (1)
Botén con sintomas 161 P, viridiflava ne
Bot6n con sintomas 162 P. viridiflava ne
2000 Llanes Hoja asintomética 152 P syringae 6/2 nd
153 P viridiflava 7/1 nd
Bot6n asintomdtico -
Hoja asintomdtica 158 P. syringae 5/1 nd
Botén asintomatico 159 P. syringae S/ pequeios (4)
Hoja asintomdtica 150 P viridiflava ne
Botén asintomdtico 145 P, syringae 6/2 nd
147 P, viridiflava ne
2000 Grado Botén con sintomas 143 P. viridiflava 11/11 na
7/5% pequenos y deformes (2)
2000 Pravia Botén con sintomas 144 P viridiflava 10/10 na
T7/4%* deformes (3)
2001 Villaviciosa ~ Hoja asintomética 164 P, syringae ne
Botén con sintomas 165 P syringae 4/3 pequedo (1)
5/1* nd
2002 Llanes Fruto con sintomas 166 P. syringae SIS na
Fruto con sintomas 167 P. syringae ne
Cepas
CECT
na na na 4429 P, syringae 6/6 na
na na na 458 P viridiflava 7/7 na

LPPA, Laboratorio de Fitopatologia del Principado de Asturias; CECT. Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo; ne, no
ensayado; *, inoculaciones realizadas por duplicado; (n), ndmero de frutos con la(s) caracteristica(s) indicada(s): na, no
aplicable; nd, no determinado.
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pH’. Las secuencias fueron comparadas con
las depositadas en bases de datos utilizando
BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov; ALTSCHUL
etal., 1997).

Pruebas de patogenicidad
El poder patégeno de la mayoria de los ais-
lamientos (20/29) se investigd mediante ino-

culacién de botones florales de plantas de kiwi
en produccién, localizadas al aire libre en la
plantacion experimental del Servicio Regional
de Investigacién y Desarrollo Agroalimentario
(SERIDA, Villaviciosa) del PA. El método
empleado (GONZALEZ y AvILA, 2001) consis-
ti6 en la realizacién de un corte en el botén flo-

ral con un bisturf impregnado en una suspen-

C2

Figura 1. (A) Inoculacién de botones florales mediante corte con bisturf impregnado con agua destilada estéril (A1) y
con una suspensién bacteriana de LPPA 144 (A2). Nétese en el segundo caso el color marrén oscuro en la zona del
corte, debido a la podredumbre de los botones. (B) Botones florales de kiwi afectados por la enfermedad.
[nicialmente, ésta se manifiesta en la parte interna (B1), afectando posteriormente a toda la flor (B2). (C) Aspecto que
presentan los frutos de kiwi producidos a partir de botones inoculados con la cepa LPPA 144 de P viridiflava atipica
(C1) y con la cepa LPPA 117 de P. syringae.
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sién bacteriana de aproximadamente 108
ufc/ml, correspondiente al cultivo de una
noche en caldo YPG (5 g de extracto de leva-
dura, 5 g de proteasa peptona y 10 g de gluco-
sa por litro). El nimero de botones inoculados
varié entre 5 y 11, localizados en las partes ter-
minales de las ramas (Figura 1A). Estas se
cubrieron con bolsas de plastico transparentes
durante 48 h, al cabo de las cuales se retiraron,
observandose los sintomas a partir de enton-
ces. Se utilizé6 como blanco agua destilada
estéril, y como controles las dos cepas de
coleccion. En estas dltimas se tomaron pre-
cauciones para no contaminar la parcela, este-
rilizando en autoclave los botones inoculados,
dentro de la misma bolsa con que se cubrieron.
Las bacterias causantes de dafio se reaislaron a
partir del material afectado, y se identificaron
como se describié anteriormente.

RESULTADOS

Aislamiento e identificacién de Pseudo-
monas fluorescentes procedentes de kiwi

En el presente trabajo se aislaron Pseudo-
monas fluorescentes a partir de todas las
muestras de kiwi analizadas, excepto dos. Las
excepciones fueron una hoja y un botén floral,
ambos asintomdticos, recogidos en el ano
2000, en Villaviciosa y Llanes, respectivamen-
te. A partir de las 26 muestras restantes (tanto
sintomadticas como asintomaticas) se obtuvie-
ron 29 cepas de Pseudomonas fluorescentes,
que fueron tentativamente identificadas en
base al perfil LOPAT, complementado con
pruebas bioquimicas adicionales (Cuadro 2).
En casos dudosos se recurrid a la secuencia-
cién del ADNr 16S. Los resultados obtenidos
pueden resumirse de la siguiente manera:

Cuadro 2. Caracterizacién bioquimica de las cepas incluidas en el estudio.

Biotipo (N) L O P A T S

G LL Ad

Cepas

P. syringae
BT-1 (3)
BT-2 (2)
BT-3 (3)
BT-4 (1)
BT-5 (3)

+ o+ + o+ o+
.
.
+ o+ o+ o+ o+
+ o+ + + o+

P. viridiflava
BT-1 (1) - -
BT-2 (10)
BT-3 (2)
BT-4 (2)
BT-5 (1)

+ o+ o+ o+
+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+
.

P. marginalis

BT-1(2) + + + + - nd nd

P. fluorescens

BT-1 (1) + + - + - nd nd

+ o+ + o+ o+

nd

nd

- CECT 4429 (pv. syringae), 164; 165
- 158; 159
134; 117, 136
152
145 166: 167

- CECT 458

- 1032 125; 127; 139; 143; 144, 147, 150; 161 162
- 126: 138

- 102; 153

- 118

nd 109; 116

nd 125

N, nimero de cepas con el biotipo indicado (incluyendo las cepas control); BT, biotipo; CECT, Coleccién Espaiiola de
Cultivos Tipo; nd, no determinado; L, producci6n de exopolisacdrido en medio rico en sacarosa; O, oxidasa; P. actividad
pectinolitica; A, arginina dihidrolasa; T, hipersensibilidad en tabaco; S, utilizaci6n de la sacarosa; G, hidrélisis de gela-
tina; LL, utilizacién de L-lactato; Ad, utilizacién de adonitol. Las cepas asignadas a P. syringae y P. viridiflava s6lo se
diferenciaron en la capacidad de utilizar sacarosa como tnica fuente de carbono y energia, coincidiendo en los resulta-
dos de las pruebas bioquimicas que no se muestran en el Cuadro.



522 A.J. GONZALEZ, M. R. RODICIO

1) Ocho cepas mostraron el perfil [+---+],
caracteristico de P. syringae, al igual que P.
syringae pv. syringae CECT 4429, incluida
como control. Estas cepas se caracterizaron
por su elevada diversidad fenotipica (4 bioti-
pos), encontrdndose diferencias en cuanto a
la capacidad de hidrélisis de la gelatina y en
la utilizacién de L-lactato y adonitol. Sélo
dos de estas cepas (LPPA 164 y LPPA 165)
coincidieron con CECT 4429 en todas las
propiedades analizadas.

11) De acuerdo con lo esperado, la cepa
control P. viridiflava CECT 458 presentd el
perfil LOPAT [--+-+], que no fue compartido
por ninguno de los aislamientos de kiwi.

i11) Dieciocho cepas presentaron el perfil
[+-%-+], previamente asignado por nuestro
grupo a una variante atipica de P. viridiflava,
caracterizada por la produccién de exopoli-
sacdrido amarillo en medio rico en sacarosa
y por una actividad pectinolitica variable
(GONZALEZ et al., 2003). La secuenciacién
del ADNr 16S de estas cepas confirmé su
asignacién a P. viridiflava, encontrdndose
variacién intraespecifica (4 biotipos) no sélo
en la actividad pectinolitica sino también en
la capacidad de hidrolizar gelatina.

iv) Sorprendentemente, el analisis del
ADNr 16S de tres cepas con perfil LOPAT
[+-+-+] revelé una mayor identidad con P.
syringae que con P. viridiflava. Estas tres
cepas (LPPA 145, LPPA 166 y LPPA 167)
compartieron €l mismo biotipo.

v) Tres cepas dieron positiva la prueba de
la oxidasa y negativa la reaccién de hiper-
sensibilidad en plantas de tabaco. Dos de
ellas (LPPA 109 y LPPA 116), con perfil
LOPAT [++++-], fueron asignadas a P. mar-
ginalis, mientras que la otra (LPPA 133)
present6 el perfil [++-+-], propio de P. fluo-
rescens.

En cuanto a su origen, los aislamientos de
P. syringae y P. viridiflava atipica se obtuvie-
ron tanto de muestras sintomaticas como asin-
tomadticas, apareciendo ambas bacterias en
dos de estas ultimas (una hoja y un botén
asintomadticos de Llanes, 2000). Destaca la
presencia de P, viridiflava atipica en todas las
muestras de botones florales con sintomas de

podredumbre, excepto una, donde se encontrd
P. syringae. Es interesante destacar que una
de las tres cepas de P. syringae cuyo perfil
LOPAT se confunde con el de P. viridiflava
atipica (LPPA 145), se obtuvo en 2000 a par-
tir de un botén asintomdtico procedente de
una finca de Llanes, mientras que las dos res-
tantes (LPPA 166 y LPPA 167) se encontra-
ron, dos afos después, en frutos sintomdticos
de la misma finca. Por Gltimo, P. marginalis y
P. fluorescens s6lo aparecieron en un nimero
reducido de muestras asintomaticas.

Pruebas de patogenicidad

El potencial patogénico de las distintas
cepas se investigd mediante inoculacién arti-
ficial de botones florales de kiwi, utilizando
el método de corte (Figura 1-Al y A2). Estos
experimentos demostraron la patogenicidad
de todas las cepas analizadas de P. syringae
y de P, viridiflava atipica. En ambos casos,
los sintomas de la enfermedad consistieron
en oscurecimiento y podredumbre blanda de
los tejidos, que afecta inicialmente a la zona
interna, evolucionando posteriormente hacia
la podredumbre de todo el botén (Figura 1-
Bl y B2). Como consecuencia de ello, un
porcentaje més o menos elevado de botones
(20-100% en P. syringae y 14-100% en P.
viridiflava atipica) termina cayendo (Cuadro
[). Por otro lado, los frutos que se mantuvie-
ron en el drbol, producidos a partir de boto-
nes inoculados con P. viridiflava atipica, fue-
ron deformes (Figura 1-Cl), observandose
que los pétalos de las flores no se cafan aun-
que ya estuvieran secos. Por el contrario, en
inoculaciones con P. syringae, los frutos
obtenidos fueron de pequefio tamafio pero no
deformes (Figura 1-C2).

Es importante sefialar que los sintomas
descritos para las inoculaciones artificiales
coinciden con los observados en el campo y
que, cumpliendo los postulados de Koch, en
todos los casos fue posible recuperar la bac-
teria inoculada a partir de los botones afecta-
dos. Estos resultados confirman a P, syringae
y P viridiflava atipica como importantes
patdgenos de kiwi en el PA. P. viridiflava
CECT 458 y P. syringae pv. syringae CECT
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4429 provocaron también la podredumbre de
los botones, cayendo todos los inoculados.
Ademads, CECT 4429 causé dafios en la
rama. Cabe destacar, finalmente, que las
cepas correspondientes a las bacterias nega-
tivas para la reaccion de hipersensibilidad en
plantas de tabaco, e identificadas como P.
marginalis y P. fluorescens no provocaron
dafo. Aunque en el caso de LPPA 109 cayé
uno de los botones inoculados, este hecho se
debié probablemente a causas mecdnicas, ya
que no se observé dafo en el mismo.

DISCUSION

El presente trabajo identificé a P, syringae
y P, viridiflava como agentes etioldgicos de la
caida de botén floral de kiwi en el PA. Este
resultado coincide con otros recogidos en la
bibliografia, que atribuyen la enfermedad a
las mismas bacterias (ver Introduccién), aun-
que, en el caso de P, viridiflava se trata de ais-
lamientos con caracteristicas bioquimicas
tipicas, diferentes por tanto de la variante des-
crita exclusivamente en nuestros cultivos. Por
otro lado, en la vecina comunidad de Galicia,
se ha asociado la caida de flor y botén floral
de kiwi a la presencia de P. marginalis (MAN-
SILLA y ABELLEIRA, 1999). Sin embargo, las
cepas de la serie en estudio, negativas para la
reaccién de hipersensibilidad en tabaco (P
marginalis y P. fluorescens), no se comporta-
ron como patégenas en inoculaciones artifi-
ciales. Por ello, a pesar de la proximidad geo-
gréfica y de las similitudes climdticas, la epi-
demiologia del cultivo de kiwi parece diferir
en ambas Comunidades.

Las bacterias patégenas de kiwi caracteri-
zadas en el presente trabajo, destacan por su
elevada variabilidad fenotipica, lo que repre-
senta un problema para su identificacién. La
mayor parte de las asignadas a P. viridiflava
(12/15) presentaron el perfil LOPAT [+-+-+],
que no coincide con el descrito para esta espe-
cie [--+-+]. Por el contrario, la mayoria de las
cepas de P. syringae (8/11) mostraron el perfil
[+---+), caracteristico de la especie. Ambos
perfiles, sin embargo, fueron compartidos por
aislamientos de los dos patégenos, cuya iden-

tidad sélo pudo establecerse mediante secuen-
ciacién de los ADNr 16S. En cuanto a su ori-
gen, es posible que bacterias fitopatégenas con
amplio rango de hospedador, ya presentes en
el PA, pasaran a infectar el nuevo cultivo, a
raiz de su introduccién en 1973. De hecho, P.
viridiflava atipica y P. syringae han sido iden-
tificadas como patégenos de otras muchas
plantas cultivadas en nuestra regién (por ejem-
plo, judia, lechuga, hebe, manzano y vid;
GONZALEZ et al., 2003; GoNzZALEZ y Robpicio,
2006). Hay que considerar, ademds, que
ambas bacterias fueron recuperadas no solo de
muestras de kiwi con sintomas de enfermedad,
sino también a partir de muestras aparente-
mente sanas. De acuerdo con ello, la supervi-
vencia epifita en kiwi, y probablemente tam-
bién en otras plantas, representa un peligro
para el cultivo, que se agrava bajo determina-
das condiciones climéticas, como son tempe-
raturas calidas y alta humedad relativa.

CONCLUSIONES

1* En Asturias se ha establecido que la
caida de botones florales de kiwi es de etio-
logia bacteriana. Las bacterias implicadas en
esta patologia se han identificado como P.
viridiflava atipica y P. syringae.

2* Los sintomas producidos por ambas
bacterias son indistinguibles, aunque se ha
observado que cuando las cepas inoculadas
eran de P. viridiflava, los escasos frutos que
sobreviven muestran asimetria y deformida-
des en su totalidad y que cuando las cepas
inoculadas correspondieron a P. syringae
suelen ser de pequefio tamafio.
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ABSTRACT

GONZALEZ, A. ]., M. R. Ropiclio. 2007. Disease of floral buds of kiwifruit caused by
Pseudomonas viridiflava and Pseudomonas syringae. Bol. San. Veg. Plagas, 33: 517-525.

The culture of kiwifruit was introduced in the 70s in the Principality of Asturias.
Nowadays it has become a relevant fruit resource, preceded only by table and cider apple.
The fall of floral buds, flowers and fruits is a disease that causes important losses to this
culture, depending on the climatologic conditions. In Asturias, it has been established
that the etiology of this disease is bacterial, being originated by two species of fluores-
cent Pseudomonas: P. viridiflava, widely described in the bibliography as cause of this
pathology in other parts of the world, and P. syringae, that has been also associated to
this disease by some authors. Nevertheless, in our region, the isolates of P. viridiflava
belong to an atypical variant, which has also been in other cultures, and both bacteria dis-

play a high phenotypic diversity.

Key words: Actinidia deliciosa, bacteriosis, damages, fluorescent Pseudomonas
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La podredumbre radical del pinsapo I: Identificacion especifica

del agente causal

M. E. SANCHEZ, N. LucHl, J. E. SANCHEZ, J. J. JIMENEZ, A. TRAPERO, P. CAPRETTI

La podredumbre radical causada por Heterobasidion es una grave enfermedad que
afecta a las masas de Abies pinsapo en el sur de Espaiia. Para la identificacién especifi-
ca del patégeno que causa esla enfermedad. se recogieron muestras de drboles sintomé-
ticos en siete localizaciones del Parque Natural de la Sierra de las Nieves (Mélaga). Los
aislados monobasidiospéricos obtenidos se identificaron mediante tests de apareamien-
to con aislados de referencia de grupo de interesterilidad conocido. Todos los aislados
obtenidos de A. pinsapo pertenecen al grupo de interesterilidad F, también identificado
como la especie Heterobasidion abietinum.

M. E. SANCHEZ, J. E. SANCHEZ, J. J. JIMENEZ, A. TRAPERO. Departamento de Agronomia,
Patologia Agroforestal, Universidad de Cérdoba, Espana.
N LucHI, P. CAPRETTI. Dipartimento di Biotecnologie Agrarie, Sez. Patologia Vegetale.

Universita degli Studi di Firenze, Italia.

Palabras clave: Abies pinsapo, ecosistemas naturales, especie protegida, Heteroba-
sidion abietinum, Heterobasidion annosum.

INTRODUCCION

Abies pinsapo Boiss. es una especie autéc-
tona protegida que crece tnicamente en las
provincias de Malaga y C4diz. Esta especie
de abeto constituye una singularidad botani-
ca de elevado valor ecolégico (ARISTA et al.,
1997). Por esta razén, las dreas de distribu-
cién natural de A. pinsapo estdn declaradas
como Parques Naturales protegidos: Sierra
de las Nieves, Sierra de Grazalema y Sierra
Bermeja. Abies pinsapo suele crecer en
masas puras, pero ocasionalmente comparte
su hébitat con otras especies arboreas, como
Quercus faginea, Q. rotundifolia, Pinus hale-
pensis, P. pinaster y Juniperus oxycedrus
(ARISTA et al., 1997).

Para conocer el estado fitosanitario de A.
pinsapo, en 2001 se establecié una red de
seguimiento de 1 x | Km, densificando la
Red Europea de Seguimiento de Daios en

los Bosques (MonTOoYya y LOPEZ, 1997,
NAVARRO y CALZADO, 2004). En las prospec-
ciones de campo llevadas a cabo en estos
ecosistemas en 2002, se localizaron un total
de 81 focos de enfermedad, 72 de ellos situa-
dos en la Sierra de las Nieves (NAVARRO ef
al.,2003). En estos focos los 4rboles mostra-
ban una enfermedad radical que daba lugar a
su muerte en pie o bien a su caida en verde
como consecuencia de la podredumbre y
destruccidn de sus raices de anclaje. En estos
drboles caidos y también en tocones antiguos
presentes en los focos, se localizaron cuer-
pos fructiferos identificados como Heteroba-
sidion annosum Fr. Bref. sensu lato (SAN-
CHEZ et al., 2005). Dentro de la especie Hete-
robasidion annosum s | se han descrito en
Europa tres grupos de interesterilidad que
ademds muestran una especificidad de hués-
ped més o menos marcada. El grupo de inte-
resterilidad P causa podredumbre radical en
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Figura 1. Area prospectada en el Parque Natural de la Sierra de las Nieves. Se encontraron basidiocarpos de
Heterobasidion abietinum en La Nava (1), Merendero (2), Pozo de la Nieve (3), Gamones (4) y Alhucemal (5).
En Puerto Saucillo (6) y La Chaparrera (7), no se localizaron basidiocarpos y el hongo fue aislado de muestras

tomadas en drboles sintomdticos.

el género Pinus, mientras que el grupo S
aparece infectando Picea (NIEMELA y KOR-
HONEN, 1998). Posteriormente se describid
un nuevo grupo de interesterilidad, el F, que
en ensayos in vitro muestra un cierto grado
de compatibilidad sexual con el grupo S y
que infecta distintas especies del género
Abies (CAPRETTI et al., 1990). Estos grupos
de interesterilidad han sido recientemente
descritos como especies individuales (NIE-
MELA y KORHONEN, 1998).

A pesar de que H. annosum es un patége-
no muy frecuente que causa podredumbre
radical de coniferas en todo el hemisferio
norte (KORHONEN et al., 1998), raramente se
ha citado en Espafia, aunque recientemente
aparece como un factor asociado al decai-

miento de Abies alba en los Pirineos (CAMA-
RERO, 2000).

Con estos antecedentes y debido a Ja gra-
vedad creciente de la enfermedad en la Sierra
de las Nieves, el objetivo de este trabajo ha
sido identificar la especie de Heterobasidion
que causa la podredumbre radical del pinsapo.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de aislados

En el otoiio de 2004, el mayor pinsapar de
Andalucia, situado en el Parque Natural de la
Sierra de las Nieves (Mdlaga), fue prospecta-
do para localizar la presencia de basidiocar-
pos de Heterobasidion asociados a la podre-
dumbre radical del pinsapo.
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Se recorrié un drea de aproximadamente
700 ha de pinsapar. Las muestras de Hetero-
basidion se recolectaron en siete localizacio-
nes distintas, separadas entre 1,2 y 10 Km
unas de otras y situadas a una altitud de 1000
a 1200 m (Figura 1). Las muestras consistie-
ron en basidiocarpos en cinco de las siete
localizaciones, recogiéndose en total nueve
especimenes de raices afectadas en drboles
desarraigados. En las otras dos localizacio-
nes no se encontraron basidiocarpos y por
este motivo se tomaron muestras de madera
podrida de la raiz de drboles afectados. La
distancia minima entre muestras individua-
les varié de 10 a 50 m en las diferentes loca-
lizaciones.

Los basidiocarpos fueron mantenidos en
frio (5-10° C) en el interior de bolsas de plés-
tico y protegidos de la luz hasta que se indu-

I
s

Figura 2. Obtenci6n de aislados monobasidiosp6ricos mediante la recoleccidn de la esporada de un trozo de
basidiocarpo de Heterobasidion en el borde de una placa de Petri conteniendo el medio de cultivo MA al 1,5%.

jo la descarga de basidiosporas en el labora-
torio. Para ello, trozos limpios de basidiocar-
po se colocaron en el extremo de placas de
Petri conteniendo el medio de cultivo agar-
malta (MA) al 1,5%, de forma que la tapa
sujetara el trozo (Figura 2) y la esporada se
depositara en la superficie del agar, lo que
ocurri6 al cabo de 20-30 min de incubacién
a temperatura ambiente.

Las basidiosporas germinadas se Jocaliza-
ron mediante observacion microscépica y se
transfirieron individualmente a placas de
MA por medio de una aguja estéril. De cada
basidiocarpo se obtuvieron entre dos y seis
cultivos monobasidiospdricos.

Las muestras de madera podrida se
tomaron de drboles en pie que mostraban
sintomas de la enfermedad mediante una
barrena de Pressler, introduciéndola a la
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Figura 3. Toma de muestras de madera podrida de
drboles en pie que mostraban sintomas de la enferme-
dad mediante una barrena de Pressler. Notese como la
barrena se introducia a la altura de la linea del suelo en

direccién a la raiz.

altura de la linea del suelo en direccion a la
raiz (Figura 3). Los cilindros de madera
obtenidos se guardaron en tubos de pldstico
estériles y se mantuvieron en frio y protegi-
dos de la luz hasta su procesamiento en el
laboratorio. Para el aislamiento del hongo,
los cilindros se desinfestaron superficial-
mente con etanol, se cortaron en pequefios
segmentos y se sembraron en placas de
Petri conteniendo el medio BAPS (Bacto-
peptona-Agar con PCNB y Estreptomicina;
KuHLMAN y HENDRIX, 1962), semiselectivo
para Heterobasidion. Las colonias flingicas
obtenidas tras la incubacion de las placas a
20° C se transfirieron a MA.

Todos los aislados obtenidos se observa-
ron al microscopio (x100) por el reverso de
las placas para la eventual observacién de
uniones en fibula, caracteristicas del estado
heterocaridtico (Figura 4).

Tests de apareamiento

Todos los aislados obtenidos se cruzaron
con aislados de referencia homocariéticos de
grupo de interesterilidad conocido, represen-
tando a las tres especies H. abietinum (Nie-
meld & Korhonen) (grupo F), H. parviporum
(Niemeld & Korhonen) (grupo S) y H. anno-
sum Fr. Bref. sensu stricto (grupo P) (NIE-
MELA y KORHONEN, 1998). Cada aislado pro-

J.JIMENEZ, A. TRAPERO, P. CAPRETT]

cedente de pinsapo se confrontd individual-
mente con dos aislados de referencia de cada
especie. Para ello se cortaron discos de agar
de 5 mm de didmetro del margen de colonias
creciendo activamente y se sembraron en el
centro de placas de Petri con el medio MA a
1 cm de distancia del aislado de referencia
(Figura 5). Las placas se incubaron durante 4
semanas a temperatura ambiente y al cabo de
este tiempo se buscé la presencia de fibulas,
indicativo de la presencia de micelio hetero-
caridtico y por tanto de compatibilidad
sexual, observando el reverso de las placas al
microscopio (x 100). En el caso de aislados
procedentes de madera, heterocaridticos en
origen, la presencia de fibulas se verificé en
la colonia original del aislado de referencia.
Ademds, en todos los casos se consignaron
los cambios ocurridos en la morfologia de
las colonias tras su heterocariotizacién as{
como la formacién de barreras miceliares
entre colonias en los casos de incompatibili-
dad sexual.

Los aislados de referencia utilizados apare-
cen en el Cuadro 1 y proceden de la micoteca
del Departamento de Biotecnologia Agraria
de la Universidad de Florencia (Italia).

RESULTADOS
La presencia de basidiocarpos de Hetero-

basidion no fue muy frecuente en la zona
prospectada. Fueron localizados ocasional-
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Figura 4. Uniones en fibula caracteristicas del estado
heterocaritico presentes en el micelio de
Heterobasidion (x100).



BOL. SAN. VEG. PLAGAS. 33,2007 531

Figura 5. Test de apareamiento entre aislados de Heterobasidion obtenidos de pinsapo y aislados de referencia.
a) Aislado AP58 x AP58, b) AP58 x H. abietinum FO3164/1, c) AP58 x H. parviporum S03245/1,d) AP58 x H.
annosum sensu stricto P03018/1. Nétese la aparicién de barreras de incompatibilidad en ¢) y d). mientras que
en b) el micelio heterocariético resultante del apareamiento forma una colonia homogénea.

mente en las rafces de drboles desarraigados
(Figura 6) o en el interior de raices o parte
basal del tronco podrido de pinsapos enfer-
mos en pie, generalmente cubiertos por resi-
duos vegetales o suelo (Figura 7), por lo que
su presencia no result6 evidente. El tamano
de dichos basidiocarpos vari6é de 1 a 30 cm
de didmetro y se encontraron tanto aislados
como grupos de 2-3 basidiocarpos.

Siguiendo la metodologia descrita, se
obtuvieron un total de 30 cultivos monobasi-
diospéricos (homocari6ticos) procedentes de
nueve basidiocarpos, y nueve aislados adi-
cionales procedentes de madera podrida
(heterocarioticos).

Tests de apareamiento

Cuando se enfrentaron los aislados homo-
caridticos obtenidos de A. pinsapo con los
aislados de referencia de H. abietinum
(grupo de interesterilidad F) se observé la
reaccion de compatibilidad en el 95% de los
casos (Cuadro 1). A las 4 semanas de incu-
bacién se detect6 la presencia de micelio
heterocari6tico mediante la observacién de
uniones en fibula, que generalmente apare-
cieron en ambas colonias originales. En oca-
siones se produjo la fusién de las dos colo-
nias homocaridticas, ya indistinguibles, en
una sola colonia heterocariética (Figura 5b).
A partir de las 6 semanas de incubacién, la
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Figura 6. Presencia de basidiocarpos de
Heterobasidion en las raices de un pinsapo
desarraigado. Obsérvese también la podredumbre de
las raices leftosas.

morfologia del micelio heterocariético cam-
bio, pasando del color blanco original a un
color beige o marrén rojizo.

Por otra parte, los aislados homocariéticos
aislados de A. pinsapo resultaron completa-
mente incompatibles con los aislados de refe-
rencia de H. annosum s.s. (grupo de intereste-
rilidad P), observandose barreras miceliares
entre ambos aislados enfrentados (Figura 5d),
pero resultaron parcialmente compatibles con
los aislados de referencia de H. parviporum
(grupo de interesterilidad S), aunque la fre-
cuencia de aislados que mostraron reacciones
compatibles fue bastante baja (6,7 %).

Sin embargo, estas reacciones de compa-
tibilidad con H. annosum s.s. y H. parvipo-
rum fueron mds frecuentes al confrontarlos
con aislados heterocaridticos procedentes de
A. pinsapo, como se observo tras la apari-
cién de uniones en fibula en los aislados de
referencia (33 y 25 % respectivamente), si
bien no se puede excluir la posibilidad de
que el micelio heterocaridtico del aislado de
A. pinsapo hubiese invadido las colonias
homocariéticas del aislado de referencia.

DISCUSION
De los resultados obtenidos en los tests de

apareamiento se concluye que todos los ais-
lados de Heterobasidion obtenidos de A. pin-

Figura 7. Presencia de basidiocarpos de Heterobasi-
dion en el interior de la parte basal dei tronco podrido
de un pinsapo enfermo, visibles cuando se han retirado

residuos vegetales y suelo.

sapo pertenecen al grupo F de interesterili-
dad recientemente propuesto como la espe-
cie H. abietinum (NIEMELA y KORHONEN,
1998). Los aislados de referencia de H. abie-
tinum pasaron al estado heterocaridtico en el
95% de los apareamientos realizados con
aislados homocariéticos procedentes de A.
pinsapo, tal y como puso de manifiesto la
observacion de uniones en fibula. En el 5%
de este tipo de apareamientos la reaccién
resulté incompatible, probablemente debido
a la presencia del mismo alelo de compatibi-
lidad sexual en ambos homocariones, aun-
que también pudo deberse a la dificultad de
observar las uniones en fibula.
Heterobasidion parviporum (grupo de
interesterilidad S) es una especie estrecha-
mente relacionada con H. abietinum. De
hecho, las cepas de H. parviporum proceden-
tes de dreas geogréficas fuera del drea de dis-
tribucién de H. abietinum, por ejemplo del
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Cuadro 1. Resultados de los tests de apareamiento para la identificacién especifica de los aislados homocariéticos
de Heterobasidion procedentes de Abies pinsapo. La reaccién compatible estd basada en la aparicién de uniones
en fibula en el aislado de referencia

Aislados de referencia

Aislado de H. abietinum H. parviporum H. annosum s.s.
A. pinsapo FO31 F03193/ S03245/ §98036/ P98040/ P03018/ P04261
64/1 I 1 3 2 1 1/1
APl + + - + - - nt
AP2 + + - - - - nt
AP3 + + - - nt - -
AP58 + + - - - - nt
AP59 + + - - - - nt
AP60 + + - - - - nt
AP63 + + - - - - nt
AP70 - + - - - - nt
AP74 + + - - - - nt
AP76 - + - - - - nt
AP77 + + - - - - nt
AP78 + + - - - - nt
AP0 + + - - - - nt
AP81 + + - - - - nt
AP82 + + - - - - nt
AP83 + + - - - - nt
APB4 + + + + - - nt
AP85 + + - - - - nt
AP86 + + - - - - nt
AP88 + + - - - - nt
AP89 + + - - - - nt
AP90 + + - - - - nt
AP91 - + - - - - nt
AP93 + + - - - - nt
AP9%4 + + - + - - nt
AP96 - + - - - - nt
AP98 + + - - - - nt
AP108 + + - + - - nt
API116 + + - - - - nt
AP117 + + - - - - nt
:Ipa?:amiemos 60 60 60
Reaccion 950 6.7 00

compatible (%)
Aislados de referencia: H. abietinum F03164/1 (Trentino, [talia), F03193/1 (Trentino, [talia). H. parviporum S03245/1
(Trentino, Italia) S98036/3 (Hiameenlinna, Finlandia); H. annosum s.s. P98040/2 (Voronezh, Rusia). PO3018/1 (Loppi.
Finlandia), P042611/1 (Toscana, Italia).
+ : presencia de uniones en fibula, - : ausencia de uniones en ffbula, nt: no testado
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norte de Europa o este de Asia, muestran una
frecuencia de compatibilidad sexual muy alta
con cepas de H. abietinum en experimentos
de laboratorio (70-98%) (Datl et al., 2003).
Sin embargo, la frecuencia de compatibilidad
sexual entre H. abietinum y cepas de H. par-
viporum procedentes de Europa central y los
Alpes es més baja, aunque aun relativamente
alta, de alrededor del 25% (CAPRETTI et al.,
1990). Comparando con estas cifras, el grado
de compatibilidad sexual de las cepas homo-
caridticas de H. abietinum procedentes del sur
de Espana aparecen significativamente mds
bajas, de sélo el 6,7% (Cuadro 1). También se
habia observado previamente un bajo nivel de
compatibilidad sexual entre H. abietinumy H.
annosum ss (CAPRETTI et al., 1990). Sin
embargo, nuestros aislados de referencia de
H. annosum ss resultaron totalmente incom-
patibles con los aislados homocariéticos de H.
abietinum de A. pinsapo. Si se observaron
algunas reacciones compatibles con los aisla-
dos heterocaridticos de H. abietinum, pero
estas observaciones también pueden ser el
resultado de la posibilidad, no descartable
totalmente, de que las hifas del heterocarion
hubieran crecido hacia la colonia del aislado
de referencia, mezclandose con €l.

La distribucién de H. abietinum estd
determinada por la distribucién de sus espe-
cies hiespedes del género Abies presentes en
Europa central y meridional y en Asia
Menor, aunque el hongo se ha encontrado
ocasionalmente parasitando raices de drboles
pertenecientes a otros géneros (CAPRETTI,
1998, KORHONEN et al., 1998). Entre las
especies de Abies nativas de estas regiones,
H. abietinum se describi6 en por primera vez
parasitando a A. alba en diferentes zonas de
su drea de distribucién. También se ha citado
en A. cephalonica y A. borisii-regis en Gre-

ABSTRACT

cia, y en A. nordmanniana spp. bornmiille-
riana, A. nordmanniana ssp. equi-trojani 'y
A. cilicica en Turquia (TSOPELAS y KORHO-
NEN, 1996, KORHONEN y Dal, 2005, Doc-
MUS-LEHTIARVI et al., 2006).

Los bosques de A. pinsapo presentes en el
sur de Espafia son tnicos en Europa. Ocupan
un drea muy reducida y excepcionalmente
himeda, habiéndose desarrollado durante
milenios como una comunidad vegetal aisla-
da, rodeada del bosque escleréfilo mediterrs-
neo tipico del sur de Espafia. Es muy proba-
ble que también la poblacién local de H.
abietinum haya permanecido aislada de otras
poblaciones del hongo. Consecuentemente
las relaciones entre A. pinsapo y H. abieti-
num constituyen un caso de estudio fitopato-
l6gico muy interesante. Actualmente esta-
mos abordando la caracterizacion de aisla-
dos de Heterobasidion procedentes de pinsa-
po mediante técnicas moleculares y su com-
paracién con aislados procedentes de otras
poblaciones europeas del hongo.
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Abies pinsapo is an endemic fir species occurring only in a small area in sout-
hernmost Spain. Natural stands of this tree are frequently attacked by Heterobasidion
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root rot. To identify the Hererobasidion species causing the disease, pure cultures of the
fungus were isolated from symptomatic trees in seven localities in Sierra de las Nieves
Natural Park and identified by pairing tests. All the Heterobasidion specimens collected
proved to belong to the intersterility group F, also considered as the species Hererobasi-

dion abietinum.

Key words: Abies pinsapo, Heterobasidion abietinum, Heterobasidion annosum,

natural ecosystem, protected species.
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La podredumbre radical del pinsapo II: Diseminacion de H.
abietinum en bosques de Abies pinsapo

P. DE ViTA, I. J. JIMENEZ, A. TRAPERO, P. CAPRETTI, M. E. SANCHEZ

Se ha determinado el nimero de genotipos flingicos (genets) presentes en dos parce-
las de pinsapar afectadas por la podredumbre radical causada por Heterobasidion abie-
tinum en el Parque Natural de la Sierra de las Nieves. El mayor genet identificado se
encontré colonizando 10 4rboles a lo largo de una distancia de 57 m. El gran tamafio de
los principales genets implica que H. abietinum se estd diseminando preferentemente
mediante contactos o injertos radicales a partir de viejos focos de infeccién establecidos
antes de la creacién del Parque Natural en 1989. Los veranos excepcionalmente largos y
secos que se registran en la zona desde hace dos décadas pueden haber debilitado al pin-
sapar y favorecido la diseminaci6n de la enfermedad.

P. DE VITA, P. CAPRETTI. Dipartimento di Biotecnologie Agrarie, Sez. Patologia Vegeta-
le, Universita degli Studi di Firenze, Italia;

J. J. JIMENEZ, A. TRAPERO, M. E. SANCHEZ. Departamento de Agronomia, Patologia
Agroforestal, Universidad de Coérdoba, Espana. Direccion de correo electronico:
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Palabras clave: ecosistemas naturales, especie protegida, Hererobasidion annosum.

INTRODUCCION

Abies pinsapo Boiss. constituye una sin-
gularidad boténica de elevado valor ecoldgi-
co (ARISTA et al., 1997) que crece tinicamen-
te en los Parques Naturales protegidos de la
Sierra de Grazalema en Cadiz y en la Sierra
de las Nieves y Sierra Bermeja en Mdlaga.
En 2002 se detecté una enfermedad radical
del pinsapo que da lugar a la muerte en pie o
bien a su caida en verde como consecuencia
de la podredumbre y destruccién de las rai-
ces de anclaje. La podredumbre radical, cau-
sada por el grupo de interesterilidad F de
Heterobasidion annosum (H. abietinum)
(SANCHEZ et al., 2005), se distribuye en
forma de focos, con un nimero variable de
arboles muertos en el centro, rodeados de
drboles infectados con distinto grado de
severidad de sintomas aéreos. En 2002 se

localizaron 72 de estos focos en la Sierra de
las Nieves (NAVARRO et al., 2003) y desde
entonces la incidencia de la enfermedad ha
ido aumentando progresivamente a lo largo
del tiempo.

Heterobasidion annosum sensu lato se
disemina fundamentalmente a través de basi-
diosporas que son transportadas por el aire
desde los carpéforos en los que se originan.
Cuando estas basidiosporas germinan en la
superficie de tocones recién cortados inician
el proceso de infeccién y el micelio resultan-
te coloniza las raices del toc6n. La posterior
infeccién de los arboles colindantes tiene
lugar a través de contactos o injertos radica-
les entre las raices infectadas del tocén y las
raices sanas (STENLID y REDFERN, 1998). En
los tocones infectados, H. annosum sl puede
permanecer activo durante mds de 62 afios
(GREIG y PrATT, 1976). Otras vias de infec-
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cion, como la colonizacién de heridas en el
tronco o raices de drboles vivos o la transmi-
sion del hongo mediante insectos vectores,
aparecen como de mucha menor importancia
(STENLID y REDFERN, 1998).

Debido a la creciente incidencia de la
podredumbre radical causada por H. abieti-
num en los pinsapares de la Sierra de las Nie-
ves, ¢l objetivo del presente trabajo ha sido
conocer la principal via de diseminacién de
las infecciones. Como se trata de un Parque
Natural protegido no sometido a cortas, la
hipétesis de trabajo ha sido considerar que
las infecciones de tocones via basidiosporas
debe tener una importancia limitada en la
dispersién de la enfermedad en comparacion
con el crecimiento de viejos focos de enfer-
medad mediante la transmision directa del
patégeno de drboles enfermos a sanos a tra-
vés contactos o injertos radicales, muy fre-
cuentes en esta especie (ARISTA ef al., 1997).

MATERIAL Y METODOS

El parque Natural de la Sierra de las Nie-
ves tiene una extension de unas 3000 ha y
registra unas precipitaciones anuales de
hasta 1800 mm, con un periodo de sequia
estival en los meses de julio y agosto en el
que las precipitaciones descienden hasta 15
mm. Las precipitaciones en forma de nieve
son frecuentes de enero a marzo. El pinsapar
de la Sierra de las Nieves no estd sometido a
cortas desde su establecimiento como Par-
que Natural en 1989. Sélo se cortan selecti-
vamente los pinsapos muy atacados por
Cryphalus numidicus, plaga que causa seve-
ros dafos en los pinsapares andaluces
(HERRERA et al., 2002). Antes de 1989, el
tnico aprovechamiento econémico de los
pinsapares era la produccién de drboles de
Navidad, para lo cual se cortaban pies jéve-
nes, de aproximadamente 15 cm de didmetro
normal.

Se eligieron dos parcelas en la Sierra de
las Nieves en masas puras de pinsapo, en las
zonas conocidas como Merendero (parcela
M)y Pozo de la Nieve (parcela P) (Figura 1).
La parcela M media 50 x 50 m y contenia 60

arboles adultos. La P, con una densidad
doble, inclufa 120 pies adultos en una super-
ficte de 55 x 60 m. Ambas parcelas incluian
al menos un foco de enfermedad, segin se
estimd visualmente (Figura 1). Segin los
registros del Parque Natural, los pies domi-
nantes en ambas parcelas tenian una edad de
30-50 afios y la ultima corta selectiva de
arboles muy afectados por C. numidicus se
realiz6 en 1995. En esta corta los tocones
generados se trataron con urea al 25% para
impedir infecciones fiingicas. Sin embargo,
antes del establecimiento del Parque Natural
en 1989, las cortas, tanto sanitarias como
para la obtencion de drboles de Navidad, se
realizaban sin ningin tratamiento posterior
para proteger los tocones. De hecho, en las
parcelas experimentales se localizaron tam-
bién tocones antiguos con sintomas de
podredumbre (Figura 2). Nueve de ellos se
registraron en la parcela My 19 en la P.

En ambas parcelas se numeraron y geo-
rreferenciaron todos los drboles mediante un
dispositivo GPS (Garmin) y se mapearon uti-
lizando el programa ArcView GIS 3.2 ESRI.
Se tomaron muestras de madera de todos los
arboles mediante una barrena de Pressler. De
cada drbol se extrajeron dos cilindros de
madera, en posicién perpendicular uno con
respecto al otro, aplicando la barrena a la
base del tronco a nivel del suelo. Los cilin-
dros, de 8-10 cm de longitud, se colocaron
individualmente en tubos de pldstico estéri-
les y los agujeros practicados en el drbol se
sellaron inmediatamente con Sellapro (Pro-
belte SA), un producto cicatrizante que ade-
mas incorpora fungicidas.

Una vez en el laboratorio, los cilindros se
limpiaron y desinfestaron superficialmente
con un trozo de algodén empapado en alcohol.
Posteriormente se cortaron en pequefias sec-
ciones transversales con un escalpelo estéril y
se sembraron en el medio semiselectivo BAPS
(Bactopeptona-Agar con PCNB y estreptomi-
cina; Kuhiman y Hendrix 1962), incubando
las placas a 20° C. Las colonias flingicas obte-
nidas se transfirieron a otras placas contenien-
do medio MA (Agar-Malta) al 1,5%. Como no
en todos los casos se obtuvo aislamiento de
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Figura 1 (a). Vista general de las dos parcelas experimentales establecidas en masas puras de pinsapo de la Sierra de
las Nieves, parcela M (Merendero).

Figura 1 (b). Vista general de las dos parcelas experimentales establecidas en masas puras de pinsapo de la Sierra de
las Nieves, parcela P (Pozo de la Nieve).
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Figura 2 (a). Tocones antiguos de pinsapo con sintomas de podredumbre localizados en la parcela M.

Figura 2 (b). Tocones antiguos de pinsapo con sintomas de podredumbre localizados en la parcela P.
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Heterobasidion a partir de muestras tomadas
de drboles sintomdticos, se realizé una segun-
da toma de muestras en estos arboles, extra-
yéndose otros dos cilindros de madera de la
base del tronco mediante el mismo procedi-
miento. En este segundo lote de muestras,
cada cilindro se desinfesté superficialmente y
luego se corté en dos piezas longitudinales.
Ambas piezas se colocaron en placas de Petri
de 9 cm que contenian un disco de papel filtro
estéril empapado en agua también estéril,
actuando asi como cdmara hiimeda. Cuando
fue necesario se eliminé el extremo mds super-
ficial del cilindro para ajustar su longitud a 9
cm. Las cdmaras himedas se incubaron a 18-
20° C durante 10-15 dias, momento en el que
en la superficie de la madera aparecian masas
blanquecinas constituidas por conidiéforos de

Heterobasidion, tal y como se comprobd por
observacion directa al microscopio estereos-
copico. Por medio de una aguja estéril se
transfirieron conidios a placas con medio MA
al 1,5% y se incubaron durante otros 10-15
dias a la misma temperatura.

Cada uno de los aislados obtenidos se obser-
v6 al microscopio (x100) por el reverso de las
placas para la observacién de uniones en fibu-
la, caracteristicas del estado heterocariético.

Los aislados heterocariéticos obtenidos
de las parcelas M y P se confrontaron entre
si de dos en dos en todas las combinaciones
posibles. Para ello se cortaron discos de agar
de 5 mm de didmetro del margen de colonias
creciendo activamente y se sembraron en el
centro de placas de Petri con el medio MA a
1 cm de distancia (Figura 3). Estas placas se

Figura 3. Reacciones de compatibilidad somdtica entre aislados heterocariéticos de H. abietinum aislados de pinsapo.
a) Reaccién compatible entre aislados pertenecientes al mismo genotipo flngico (genet), b) reacci6n de
incompatibilidad somdtica entre aislados pertenecientes a distinto genet caracterizada por la aparicién de una barrera
de micelio entre ambas colonias, c) reaccién de incompatibilidad somatica entre aislados pertenecientes a distinto genet
caraclerizada por la aparici6n de una zona de inhibicién del crecimiento micelial entre ambas colonias.
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incubaron a 18-20° C durante 6-8 semanas,
examindndolas periédicamente para detectar
la presencia de reacciones de incompatibili-
dad somaética (STENLID, 1985). Cada combi-
nacién de dos de aislados se repitid tres
veces, preparando tres placas distintas en
distinto momento.

RESULTADOS

En todos los casos sélo se aislé un genoti-
po tnico de H. abietinum a partir de las mues-
tras procedentes de un tnico drbol. Todos los
aislados obtenidos resultaron ser heterocarié-
ticos, tal y como se comprobé por la presen-
cia de uniones en fibula. La reaccién de
incompatibilidad somdtica entre distintos
genotipos flingicos (genets) consistié mayori-
tariamente en la aparicion de una barrera de
micelio blanco entre las dos colonias enfren-
tadas (Figura 3b), aunque ocasionalmente
también se observaron zonas de inhibicién del
crecimiento micelial (Figura 3c).

En la parcela M se aislé H. abietinum en
seis de los 60 arboles muestreados (10,0%).
Los seis pies mostraban los sintomas secun-
darios de la enfermedad radical: amarillez y
marchitez de aciculas en drboles en pie. Uno
de estos drboles estaba caido, mostrando
podredumbre radical pero con las aciculas
atin verdes. Se identificaron tres genets distin-
tos en los seis aislados de H. abietinum. Uno
de ellos se encontraba colonizando cuatro
arboles, con una distancia mdxima entre ellos
de 21,5 m. Los otros dos genets colonizaban
un Unico arbol cada uno de ellos (Figura 4).

En la parcela P H. abietinum se aisl6 en
14 de los 120 pies muestreados (11,7 %).
Doce de estos aislados se obtuvieron de
arboles sintomdticos y los dos restantes de
arboles aparentemente asintomdticos, con
aciculas verdes. Sin embargo se pudo obser-
var la presencia de una podredumbre inci-
piente en los cilindros de madera extraidos
de la base del tronco. En este caso se detec-
taron cuatro genets entre los distintos aisla-
dos. Uno de ellos habia infectado 10 arboles,
otro colonizaba dos drboles y los dos genets
restantes fueron localizados en drboles indi-

viduales. La distancia maxima entre drboles
infectados por el mismo genet fue de 57 m
(Figura 5).

DISCUSION

El tamafio del mayor genotipo fingico
localizado en este estudio, 57 m, ha resulta-
do considerablemente mayor que las publi-
cadas previamente para genets de Heteroba-
sidion que colonizan diversas especies de
abetos. CAPRETTI y GOGGIOLI (1992), esta-
blecieron un didmetro maximo de 14 m para
un genet de H. abietiunum que se encontra-
ba infectando 10 pies de A. alba. El mayor
genet de Heterobasidion (tipo S norteameri-
cano) encontrado por GARBELOTTO et al.
(1994) en Abies concolor en el oeste de los
Estados Unidos media 12-15 m. El gran
tamario de algunos genets encontrados en la
Sierra de las Nieves sugiere que las infeccio-
nes iniciales tuvieron lugar hace bastante
tiempo, probablemente antes de 1989, cuan-
do se establecié el Parque Natural. Hasta ese
momento se cortaban pies de pinsapo para
uso comercial (produccién de drboles de
Navidad) sin aplicar tratamientos protectores
a Jos tocones que se generaban contra la
infeccién aérea mediante esporas de Hetero-
basidion. No parece probable que en afos
mds recientes se hayan producido este tipo
de infecciones, ya que sélo se efectdan cor-
tas sanitarias y ademds los tocones genera-
dos se protegen con urea. En las circunstan-
cias actuales de los pinsapares de Sierra de
las Nieves, la via mds probable para la dise-
minacién del patégeno es el crecimiento de
su micelio a través de contactos o injertos
radicales entre arboles sanos y enfermos. La
expansion de los distintos genets de Hetero-
basidion en los pinsapares se ve ademds
favorecida por lo frecuentes que son estos
contactos e injertos radicales en esta especie
de abeto (ARISTA et al., 1997).

No se han detectado infecciones mdltiples
de Heterobasidion en pinsapo. Este hecho
puede ser también indicativo de lo poco fre-
cuentes que son las infecciones por esporas
en el Parque Natural. En formaciones de A.
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Figura 4. Plano de la parcela M donde se especifica la localizaci6n de los distintos genets de H. abietinum que
colonizan A. pinsapo. 1.os distintos simbolos corresponden a drboles o tocones individuales.
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Figura 5. Plano de la parcela P donde se especifica la localizacién de los distintos genets de H. abietinum que
colonizan A. pinsapo. Los distintos simbolos corresponden a drboles o tocones individuales.
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concolor en los Estados Unidos es muy
comiin encontrar miltiples genets de H.
annosum colonizando el mismo arbol (GAR-
BELOTTO et al., 1994). Por otra parte, otros
estudios sugieren la existencia de mecanis-
mos que previenen las infecciones multiples
de Heterobasidion en Picea abies (STENLID
1985, SWEDJEMARK y STENLID, 1993). Cabe
la posibilidad que este fenémeno también
ocurra en A. pinsapo.

La podredumbre radical causada por
Heterobasidion es mucho més frecuente en
bosques sometidos a manejo que en bosques
naturales, donde el hongo raramente causa
pérdidas significativas en sus huéspedes
(KORHONEN et al., 1998, REDFERN y STENLID,
1998). En base a nuestros trabajos (SANCHEZ
et al., 2005) y a Ja informacion proporciona-
da por los responsables del Parque Natural
de la Sierra de las Nieves, podemos afirmar
que H. abietinum es un patdgeno relativa-
mente virulento en los pinsapares, causando
podredumbre radical y muerte de los pies
infectados, que estd dando lugar a la forma-
cion de claros en el pinsapar (SANCHEZ et al.,
2005). Estos claros originados por la muerte
de pinsapos adultos a causa de la enferme-
dad radical son rdpidamente colonizados por
nuevos brinzales de pinsapo, pero también
son muy frecuentes los brinzales de encina y
quejigo, favoreciendo la sustitucién de
masas puras de pinsapo por bosques mixtos.
Esta alta agresividad de H. abietinum tam-
bién ocurre en Italia central y en el sureste
europeo, donde el hongo estd considerado
como un patégeno virulento de distintas
especies de abeto (CAPRETTI, 1998, La
PORTA et al., 1998, 2005, DOGMUS-LEHTUAR-

ABSTRACT

viet al.,2006). La patogenicidad de H. abie-
tinum aparece estrechamente relacionada
con la larga duracién de veranos secos que
debilitan al arbol e incrementan su suscepti-
bilidad a la infeccién por un patégeno que
generalmente no resulta tan virulento (KOr-
HONEN et al., 1998, PubpDuU ef al., 2003). La
disminucién de precipitaciones anuales que
se esta registrando en el sur de Espafia desde
hace ya dos décadas (FERNANDEZ et al.,
2003) ha dado lugar a una prolongacién sig-
nificativa del periodo seco estival en la Sie-
rra de las Nieves (FERNANDEZ et al., 2002).
Este hecho puede resultar decisivo para
entender el incremento creciente de la inci-
dencia de la enfermedad radical en los pin-
sapares de Sierra de las Nieves, estimada en
2005 en un 10% de los pinsapos que crecen
entre 1000 y 1200 m de altitud. Por encima
de los 1200 m la incidencia de la podredum-
bre radical causada por Heterobasidion es
casi inexistente (Informes Internos del Con-
venio suscrito con la Consejeria de Medio
Ambiente, Junta de Andalucia), coincidien-
do con un microclima mas frio y himedo
(FERNANDEZ et al., 2002).
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Genets of the fungus were identified in two pure stands of A. pinsapo affected by
Heterobasidion abietinum root rot in Sierra de las Nieves Natural Park. The largest genet
found was 57 m long, and it had colonized 10 trees. The large size of the main genets
implies that H. abietinum might have spread via root contacts or grafts from old infec-
tions generated before the establishment of the Natural Park in 1989. Exceptionally long
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and dry summers during the last two decades may have weakened A. pinsapo and favou-

red the spreading of the disease.

Key words: Heterobasidion annosum, natural ecosystems, protected species.
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Dispersion de Verticillium dahliae en el agua utilizada para el
riego de olivares en Andalucia

D. RODRIGUEZ-JURADO, J. BEJARANO-ALCAZAR

El incremento en severidad de las epidemias de Verticilosis del olivo (VO) ha ocu-
rrido de manera paralela a la implantacién del riego en nuevas plantaciones y en planta-
ciones de olivar tradicional en Andalucia. El agua de riego puede influir sobre la VO por
actuar como vehiculo de dispersién de los propdgulos de Verticillium dahliae. Por todo
ello. los objetivos planteados en esta investigacion han consistido en determinar y cuan-
tificar la presencia de V. dahliae en el agua utilizada para el riego de olivares en Anda-
lucia, y estudiar la evolucién temporal de los niveles de dichos propdgulos durante la
temporada de riego. Se han prospectado un total de 33 campos de olivo afectados por la
Verticilosis en las provincias de Jaén y Sevilla en los aios 2004 (5 y |8, respectivamen-
te) y 2005 (7 y 14, respectivamente), siendo | | de los campos comunes en ambos afios
de muestreo. En cada campo, se analizaron 2-8 muestras de 0.5 L de agua de riego obte-
nidas desde Marzo hasta Julio del afio 2004, y 3-4 muestras de 1000 L de agua recolec-
tadas desde Febrero hasta Abril del ano 2005. V. dahliae se aislé s6lo de las muestras de
agua analizadas en ¢l afio 2005. El patégeno se recuperé del agua de riego del 85.7% de
los campos prospectados en cada provincia, que representaron el 87,5 y 80% del total de
campos regados con agua de pozo y agua superficial embalsada de origen en el rio Gua-
dalquivir. respectivamente. Independientemente de su origen, el agua de riego de ambas
provincias estuvo infestada por propdgulos de V. dahliae que. segiin su tamaiio, se dife-
renciaron en esclerocios (220 ym) y micropropdgulos(<20 y 21.2 gm). Los micropropé-
gulos se recuperaron del agua de riego de un porcentaje mayor de campos que utilizaron
agua infestada (78%) y en mayores cantidades promedio (3158.9 micropropagulos/1000
L) que los esclerocios (44% y 1.5 esclerocios/1000 L. respectivamente). Entre los cam-
pos que emplearon para regar agua infestada por V. dahliae. la incidencia de campos con
agua contaminada por esclerocios varié de O a 33% durante la temporada de riego y no
siguié un patrén temporal reconocible, mientras que el porcentaje de campos con agua
infestada por micropropdgulos alcanzé un méaximo de 33% en Jaén y 75% en Sevilla en
la segunda y primera quincena de Marzo. respectivamente, y disminuyé progresivamen-
te durante los muestreos de primavera.

D. RODRIGUEZ-JURADO, J. BEJARANO-ALCAZAR. Area de Proteccién de Cultivos. IFAPA
Centro “Alameda del Obispo” (CICE, Junta de Andalucia). Avda. Menéndez Pidal s/n.
14080 Cérdoba (Espafia). E-mail: dolores.rodriguez jurado.ext@juntadeandalucia.es
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INTRODUCCION

La Verticilosis, inducida por el hongo de
suelo Verticillium dahliae Kleb., esta consi-
derada la enfermedad mds importante del
olivo en la mayoria de los paises donde este
cultivo reviste importancia econémica (JIME-

NEZ-DIiAZ et al., 1998). En Espana, la Vertici-
losis del olivo (VO) fue diagnosticada por
vez primera en 1975 en parcelas experimen-
tales establecidas en Cérdoba (CABALLERO ef
al., 1980). Prospecciones sistemdticas reali-
zadas en 1980-1983 indicaron que €] 25% de
100 olivares supervisados al azar en Andalu-
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cia estaban afectados por la VO, siendo la
enfermedad mds predominante en las pro-
vincias de Cérdoba y Jaén que en Granada y
Sevilla (BLANCO-LOPEZ et al., 1984). Inspec-
ciones fitopatol6gicas posteriores han puesto
de manifiesto que la VO se ha extendido y
agravado considerablemente en Andalucia
en los dltimos 20 afios, y que en ello ha
influido de manera considerable la existen-
cia previa de la Verticilosis del algodonero
en esta Comunidad Auténoma (BEJARANO-
ALCAZAR y PEREZ-ARTES, 2002). Prospec-
ciones efectuadas durante el periodo 1994-
1996 en plantaciones jévenes de olivar afec-
tadas por el sindrome conocido como “seca”,
sefialaron la presencia de Verticilosis en el
36,0% de 139 campos muestreados (SAN-
CHEZ-HERNANDEZ et al., 1998). En estudios
llevados a cabo recientemente en las provin-
cias de Granada (RODRIGUEZ et al., 2004) y
Jaén (BEJARANO ALCAZAR, 2005a) se ha esti-
mado la incidencia actual de plantaciones
enfermas en estas provincias en el 14y 30%,
respectivamente. No se han realizado evalua-
ciones de las pérdidas de rendimiento oca-
sionadas por la VO en Espaia, pero en Gre-
cia éstas han sido cifradas en el 1% de la pro-
duccién (THANASSOULOPOULOS et al., 1979),
en tanto que en olivares de regadio en Israel
se han indicado reducciones del 75-89% en
la produccién de fruto de drboles afectados
del cv. Picual (LEVIN et al., 2003).

El aumento sefialado en la importancia de
la VO en Andalucia podria ser consecuencia,
entre otros factores, de la dispersion de
variantes patogénicas de V. dahliae muy
virulentas. Los aislados del hongo existentes
en Andalucia se diferencian en dos patotipos
principales denominados Defoliante (D) y
No Defoliante (ND), que son alta y modera-
damente virulentos, respectivamente, en
algodonero y olivo (BEJARANO-ALCAZAR et
al., 1996; RODRIGUEZ JURADO, 1993; ScH-
NATHORST y SIBBET, 1971). El patotipo ND
esta presente a lo largo del Valle del Guadal-
quivir al menos desde 1983, en tanto que el
patotipo D permanecid restringido a campos
de algodonero en la zona baja de] Valle
(Marismas del Guadalquivir, Sevilla) hasta

1985, desde donde se ha extendido progresi-
vamente hasta las dreas de dicho cultivo en
las zonas central y alta del Valle (provincias
de Coérdoba y Jaén) (BEJARANO-ALCAZAR y
PEREZ-ARTES, 2002), habiendo sido detecta-
do recientemente en plantaciones de olivar
(BEJARANO-ALCAZAR, 2005b; MERCADO-
BLANCO et al., 2003). Actualmente, el patoti-
po D estd presente también en olivares en
Andalucia fuera del Valle del Guadalquivir
(provincia de Granada) (MERCADO-BLANCO
et al., 2003; RODRIGUEZ et al., 2004) y en
zonas de cultivo de alcachofa en la Comuni-
dad Valenciana (JIMENEZ-Diaz et al., 2006).
La dispersién del patotipo D hasta dreas en
las que tradicionalmente se cultiva olivo es
de gran importancia porque las infecciones
por este patotipo pueden ser letales para las
variedades de olivo de mayor difusién en
Espafia (RODRIGUEZ-JURADO et al., 1993;
LOPEZ-ESCUDERO et al., 2004).

En el incremento observado en la grave-
dad de los ataques de la VO en Andalucia ha
influido también en gran medida la aplica-
cién de précticas de cultivo intensivas, entre
las que destaca especialmente el riego. La
superficie de olivar en regadio ha experi-
mentado un aumento significativo en Anda-
Jucia, debido al establecimiento de nuevas
plantaciones con sistemas intensivos de cul-
tivo y a la reconversién de olivares de seca-
no a riego. En la actualidad, el olivar es el
cultivo con mayor superficie de regadio en
Andalucia, estimada en 317.634 ha en 2004
(ANONIMO, 2006), de las que alrededor del
70,5% se riega con aguas superficiales y el
24% emplea aguas subterrdneas (PASTOR
Muroz-CoBo, 2005). El olivar en regadfo es
especialmente importante en las provincias
de Jaén (179.955 ha) y Sevilla (54.383 ha),
donde se concentra el 73,8% de la superficie
de olivar en regadio de Andalucfa (ANONIMO,
2006). Se ha indicado que el riego es una
practica de cultivo que incrementa la inci-
dencia y severidad de las Verticilosis que
afectan a diversas plantas horticolas como
coliflor (X1a0 y SuBBARAO, 2000), patata
(ARBOGAST et al., 1999) y tomate (HARRING-
TON y DOBINSON, 2000), asi como a algodo-
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nero (HuisMaN y GRIMES, 1989) y olivo. La
influencia del riego sobre el desarrollo de la
VO fue destacada por primera vez en ltalia
(CiruLLl, 1981; RUGGIERI, 1948). Estudios
posteriores en Espafia (BLANCO-LOPEZ et al.,
1984), Marruecos (SERRHINI y ZEROUAL,
1995) y Siria (AL-AHMAD y MosLl, 1993),
pusieron de manifiesto que la incidencia de
la VO es mayor en regadio que en secago,
estimdndose porcentajes medios de arboles
enfermos de 40, 21 y 13% en regadio, y de
17,9 y 4,5% en secano en los respectivos
paises citados. Asimismo, en prospecciones
aleatorias realizadas en Andalucia, se obser-
vé una incidencia de campos de olivar afec-
tados por la VO del 71% en regadio frente al
13% en olivares de secano (BLANCO-LOPEZ
et al., 1984).

El agua de riego puede influir sobre la VO
de diferentes maneras, entre las cuales desta-
ca su papel como vehiculo de dispersién de
los propédgulos de V. dahliae desde balsas,
pozos y campos infestados a acuiferos, rios
y/u otros campos, o dentro del mismo campo
(EASTON et al., 1969). Se ha demostrado que
el agua de riego procedente de campos con
cultivos horticolas susceptibles infectados
por V. dahliae puede transportar propagulos
del hongo con potencial infectivo suficiente
para causar sintomas de Verticilosis en olivos
sanos localizados en campos libres del paté-
geno (THANASSOULOPOULOS et al., 1980). En
el mismo sentido, se ha informado de la
infestacién de suelos virgenes sometidos a
inundaciones peri6dicas durante varios afos
con el agua procedente de un campo adya-
cente infestado con V. dahliae y cultivado
con algodonero (ASHWORTH y ZIMMERMAN,
1976). En ninguno de los estudios mencio-
nados se determin el tipo de propdgulos del
hongo que intervino en la dispersion, aunque
se considera que los esclerocios son la prin-
cipal estructura de supervivencia de V. dah-
liae, puesto que las conidias y el micelio
vegetativo tienen una persistencia relativa-
mente breve en suelos naturales en ausencia
de plantas huésped (GALANOPOULOS y TRIBE,
1974; GREEN, 1960; SCHREIBER y GREEN,
1962). La presencia y dispersién de V. dah-

liae en el agua utilizada para el riego de oli-
vares en Andalucia, podria explicar en gran
medida la repentina aparicién de drboles
enfermos que se observa frecuentemente tras
la implantacién del riego en plantaciones de
olivar tradicionales sin antecedentes previos
de Verticilosis, y la rdpida propagacién de la
enfermedad en plantaciones de olivar en
regadio. El efecto devastador de la Verticilo-
sis en olivares de regadio mantiene en alerta
y preocupacién continua al Sector Olivarero
andaluz, y en concreto a las Comunidades de
Regantes, por la amenaza creciente que
representa esta enfermedad para el cultivo
del olivo. Esta situacion y la presencia de V.
dahliae en una muestra de agua de riego
recolectada en el afio 2003 en una finca de
olivar afectada por la Verticilosis en la pro-
vincia de Sevilla (Bejarano-Alcédzar, datos
no publicados), nos motivaron a abordar el
presente trabajo cuyos objetivos consistieron
en determinar y cuantificar los propagulos de
V. dahliae de diferente tamaiio presentes en
el agua utilizada para el riego de olivares en
las provincias andaluzas de Jaén y Sevilla, y
estudiar la evolucién temporal de los niveles
de dichos propagulos durante la temporada
de riego.

MATERIAL Y METODOS

1. Seleccién de campos experimentales

Los campos de olivar utilizados en este
estudio estuvieron distribuidos por las prin-
cipales dreas de cultivo del olivo en las pro-
vincias de Jaén y Sevilla y comprendieron
una diversidad de cultivares que incluyé
Picual en Jaén y Sevilla, y Gordal, Hoji-
blanca y Manzanilla en Sevilla. Estos cam-
pos se seleccionaron por ser regados con
agua subterrdnea o con agua superficial
embalsada procedente del rio Guadalquivir,
y estar presuntamente afectados por la Ver-
ticilosis. La Verticilosis se diagnosticé en
los campos mediante el aislamiento de V.
dahliae a partir de olivos supuestamente
afectados por la enfermedad. Para ello, en
Enero y Febrero de 2004 y 2005 se recogie-
ron 3-5 ramas de 0,5-1,0 cm de didmetro de
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cada uno de 5 olivos sintomdticos en cada
campo, y se llevaron al laboratorio para su
procesado inmediato o después de 24 h de
conservacién a 4°C. El extremo proximal de
cada rama (20 cm) fue desprovisto de la cor-
teza externa, lavado bajo agua de grifo
durante 0,5 h y descortezado completamen-
te con la ayuda de un bisturi estéril. De cada
rama descortezada se cortaron cuatro trozos
de 0,3-0,5 cm segtin su grosor, que fueron
desinfestados superficialmente en una solu-
cién de lejia comercial con 50 g de cloro
activo por litro al 10% en agua durante 1,5
min, lavados dos veces en agua destilada
estéril y secados entre papel de filtro estéril.
Los trozos se dispusieron en placas Petri
conteniendo Agar Agua enmendado con clo-
rotetraciclina HCl (AAC, IL de agua desti-
lada, 20 g de agar, 30 mg de clorotetracicli-
na HCI), y se incubaron a 24°C en oscuridad
durante 14 dias. Las colonias fiingicas se
observaron microscépicamente a los 9y 14
dias para la identificacién de V. dahliae en
base a la formacidn de conidiéforos vertici-
lados y microesclerocios caracteristicos de
la especie (HAWKSWORTH y TALBOYS, 1970).
Cuando la identificaciéon lo requirid, se
obtuvieron cultivos puros sobre AAC.

2. Prospecciones de agua en el afio 2004

2.1. Muestras de agua de riego

Se muestre6 el agua empleada para el
riego en un total de 23 campos de olivar en
los que la Verticilosis fue diagnosticada en
este estudio, 5 de ellos situados préximos a
la localidad de Begijar en la provincia de
Jaén, y los otros 18 distribuidos en las loca-
lidades de Estepa (6), La Roda de Andalucia
(2), Marchena (3), Mor6n de la Frontera (3)
y Osuna (4) pertenecientes a la provincia de
Sevilla (Cuadro 1). Todos los campos de
Jaén utilizaron para regar agua superficial
almacenada en balsa procedente del rio Gua-
dalquivir, mientras que todos los campos
localizados en Sevilla emplearon agua subte-
rrdnea obtenida de un pozo situado en cada
campo. El sistema de riego utilizado fue
siempre por goteo.

En cada uno de los campos con pozo
seleccionados en la provincia de Sevilla se
tomaron 2-8 muestras de 1 L de agua de
riego durante el periodo comprendido entre
el 17 de Marzo y el 1 de Julio. En los cam-
pos localizados en Jaén, regados con agua
superficial embalsada, se recogieron 4 mues-
tras de | L de agua de riego, 3 de ellas entre
el 19 de Marzo y el 24 de Abril y una tltima
muestra el 3 de Julio. Las muestras de agua
se obtuvieron combinando cuatro submues-
tras de 250 ml de agua tomadas de goteros
que suministraban el riego a diferentes oli-
vos afectados por la enfermedad, exceptuan-
do parte de las muestras de agua de los cam-
pos de Sevilla, que se tomaron directamente
del pozo al no estar funcionando en ese
momento el sistema de riego a causa de las
[luvias ocurridas ese afio. Las muestras se
tomaron tras dejar transcurrir un tiempo de
bombeo suficiente para asegurar que no se
recogia agua estancada. En total se recolec-
taron 120 muestras de agua, de las que 100
procedieron de los campos regados con agua
de pozo y 20 de los campos regados con
agua superficial. Las muestras de agua se
recogieron en envases de plastico estériles
cerrados herméticamente, y se trasladaron
inmediatamente al laboratorio donde se con-
servaron a 4°C en oscuridad durante un
periodo maximo de 48 h hasta su analisis.

2.2. Analisis de las muestras de agua

Las muestras de agua de riego fueron ana-
lizadas para detectar y cuantificar los propa-
gulos viables de V. dahliae de diferente
tamafio presentes en ellas. Para ello, 0,5 L de
cada muestra de agua fueron filtrados a tra-
v€s de un filtro de malla de nailon de 20 ym
de tamafio de poro y 47 mm de didmetro
(Millipore Iberica, S.A., Espaiia) utilizando
una bomba de vacio. Este filtro es adecuado
para retener en su superficie los esclerocios
de V. dahliae, cuyo tamaio en suelos infesta-
dos naturalmente se ha estimado que es
mayoritariamente superior a 37-38 um
(ASWORTH et al., 1972; SMITH y ROWE,
1984), y dejar pasar propagulos del patdégeno
de pequefio tamano denominados en adelan-
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Cuadro 1. Campos de olivo regados por goteo y afectados de Verticilosis seleccionados para muestrear el agua de
riego en el aiio 2004, ordenados segiin el origen geogrifico y la procedencia del agua de riego.

Origen geogrifico

Procedencia del agua

Campo® Localidad Provincia de riego®
C1-04 Estepa Sevilla Pozo
C2-04 Estepa Sevilla Pozo
C3-04 Estepa Sevilla Pozo
C5-04 Estepa Sevilla Pozo
C6-04 Estepa Sevilla Pozo
C7-04 Estepa Sevilla Pozo
C4-04 La Roda de Andalucia Sevilla Pozo
C33-04 La Roda de Andalucia Sevilla Pozo
C25-04 Marchena Sevilla Pozo
C34-04 Marchena Sevilla Pozo
C35-04 Marchena Sevilla Pozo
C24-04 Morén de la Frontera Sevilla Pozo
C26-04 Mor6n de la Frontera Sevilla Pozo
C27-04 Morén de la Frontera Sevilla Pozo
C10-04 Osuna Sevilla Pozo
C11-04 Osuna Sevilla Pozo
C12-04 Osuna Sevilla Pozo
C14-04 Osuna Sevilla Pozo
C28-04 Begijar Jaén Rio Guadalquivir
C29-04 Begijar Jaén Rio Guadalquivir
C30-04 Begijar Jaén Rio Guadalguivir
C31-04 Begijar Jaén Rio Guadalquivir
C32-04 Begijar Jaén Rio Guadalquivir

a Los campos que se indican en negrita se seleccionaron también para los muestreos del agua de riego en el afio 200S5.
b Se utiliz6 para el riego agua subterrdnea obtenida de un pozo situado en cada campo o agua superficial embalsada pro-
cedente del rio Guadalquivir en cada una de las localidades indicadas.

te “micropropdgulos”, consistentes proba-
blemente en su mayor parte en conidias, las
cuales presentan un tamafio comprendido
entre 14-3.2 x 2,5-8,0 yum (HAWKSWORTH y
TaLBOYS, 1970; SMITH, 1965), aunque tam-
bién podrian incluir fragmentos de micelio
vegetativo o de esclerocios. Las particulas
retenidas en el filtro fueron resuspendidas en
5 ml de agua estéril mediante sonicado
durante 10 min y, tras agitar la suspension
obtenida, alicuotas de 1 ml de ]la misma fue-
ron distribuidas uniformemente sobre la
superficie de cada una de 5 placas Petri con-
teniendo medio de cultivo semiselectivo para
V. dahliae Agar Polipectato Sédico modifi-

cado (APSM) (BUTTERFIELD y DEvAY, 1977).
Para la deteccién cuantitativa de los micro-
propédgulos de V. dahliae de tamano inferior
a 20 um, alicuotas de | ml del agua que
habia pasado a través del filtro de nailon de
20 pm se distribuyeron sobre cada una de 20
placas Petri conteniendo APSM. Las placas
se incubaron a 24°C en oscuridad durante 14
dias, y se observaron en un microscopio
estereoscépico (x15) para determinar el
nimero de colonias de V. dahliae desarrolla-
das. Los resultados se expresaron como el
ndmero de esclerocios o de micropropagulos
viables de V. dahliae por 1000 L de agua.
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Cuadro 2. Campos de olivo regados por goteo y afectados de Verticilosis seleccionados para muestrear el agua de
riego en el aiio 2005, ordenados segin el origen geografico y la procedencia del agua de riego.

Campo® Origen geografico Proce(;enc.ia dgl agua
Localidad Provincia ¢ riego
C20-05 Begijar Jaén Pozo
C23-05 Marmolejo Jaén Pozo
C1-05 Estepa Sevilla Pozo
C2-05 Estepa Sevilla Pozo
C5-05 Estepa Sevilla Pozo
C6-05 Estepa Sevilla Pozo
C7-05 Estepa Sevilla Pozo
C4-05 La Roda de Andalucia Sevilla Pozo
C25-05 Marchena Sevilla Pozo
C24-05 Morén de la Frontera Sevilla Pozo
C8-05 Osuna Sevilla Pozo
C9-05 Osuna Sevilla Pozo
C11-05 Osuna Sevilla Pozo
C12-05 Osuna Sevilla Pozo
C13-05 Osuna Sevilla Pozo
C14-05 Osuna Sevilla Pozo
C17-05 Andijar Jaén Rio Guadalquivir
C22-05 Andijar Jaén Rio Guadalquivir
CI15-05 Arjona Jaén Rio Guadalquivir
C18-05 Arjonilla Jaén Rio Guadalquivir
C16-05 Higuera Jaén Rio Guadalquivir

a Los campos que se indican en negrita se seleccionaron también para los muestreos del agua de riego en el afio 2004.
b Se utiliz6 para el riego agua subterrdnea obtenida de un pozo situado en cada campo o agua superficial embalsada
procedente del rio Guadalquivir en cada una de las localidades indicadas.

3. Prospecciones de agua en el aio 2005

3.1. Muestras de agua de riego

Se prospectd el agua utilizada para el
riego de 21 campos de olivar en los que se
confirmd la infeccién por V. dahliae de los
arboles afectados. Siete campos estuvieron
distribuidos en las localidades de Anddjar
(2), Arjona (1), Arjonilla (1), Begfjar (1), La
Higuera (1) y Marmolejo (1) de la provincia
de Jaén, y los otros 14 estuvieron situados en
las localidades de Estepa (5), La Roda de
Andalucia (1), Marchena (1), Morén de la
Frontera (1) y Osuna (6) de la provincia de
Sevilla (Cuadro 2). Once de los campos
experimentales indicados en Sevilla habfan
sido incluidos en las prospecciones de agua

del afio 2004 (Cuadros 1 y 2). Todos los
campos de Sevilla y dos campos de Jaén
(C20-05 y C23-05) se abastecieron para el
riego con agua subterrdnea de un pozo situa-
do en cada uno de los campos, en tanto que
el resto de los campos en Jaén utilizaron
agua superficial embalsada tomada del rio
Guadalquivir (Cuadro 2). El sistema de riego
empleado fue por goteo en todos los campos.

Las muestras de agua se recolectaron de
los campos de la provincia de Jaén con una
periodicidad de 12 a 19 dias entre el 9 de
Marzo y el 28 de Abril, y de los pozos de
Sevilla cada 15 a 25 dias desde el 16 de
Febrero al 26 de Abril. De cada campo se
recogieron 4 muestras de agua, exceptuando
de los campos C15-05 de Jaén y C6-05, C7-
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Figura 1. Localizaci6én de la toma de muestras de agua en el sistema de riego y filtrado del agua en los campos
prospectados. A, B. Cabecera del sistema de riego en olivares que se abastecieron con agua de pozo o con agua
superficial embalsada de origen en el rio Guadalquivir, respectivamente. C, D. Filtrado del agua de riego en olivares
que se abastecieron con agua de pozo o con agua superficial embalsada de origen en el rio Guadalquivir,
respectivamente.

05 y C12-05 de Sevilla, donde se tomaron 3
muestras. Por lo tanto, se recolectaron un
total de 80 muestras de agua, de las que 61
fueron de campos regados con agua de pozo
y las otras 19 de campos abastecidos con
agua superficial. En cada muestreo, un total
de 1000 L de agua se hicieron pasar por un
filtro Sefar Nitex de malla de nailon de 20
um de tamano de poro (Sefar Headquarter,
Suiza) colocado en el extremo de una tuberia
situada proxima al pozo o a la balsa (Figura
1), antes de que el agua entrara en el entra-
mado de tuberias del sistema de riego del
campo. El filtro de nailon y su contenido se
introdujeron inmersos en aproximadamente
400 ml de agua estéril en un recipiente de
plastico estéril herméticamente cerrado que
fue trasladado inmediatamente al laborato-

rio. Un filtro fue usado para cada campo y
fecha de muestreo. El filtro dejo pasar el
agua y todas las particulas en suspensién
menores de 20 ym, por lo que los residuos
sobre el filtro sirvieron para detectar y cuan-
tificar la presencia de esclerocios del patége-
no, en tanto el agua que paso a través del fil-
tro se empled para detectar y cuantificar los
micropropagulos de V. dahliae presentes en
el agua de riego. Para la determinacion de
micropropdgulos, 1 y 10 L del agua filtrada
se recolectaron de cada campo en los dos pri-
meros y dos ultimos muestreos respectiva-
mente, excepto de 4 campos en Estepa, Mar-
chena, Morén de la Frontera y Osuna, referi-
dos como C2-05, C25-05, C24-05 y C8-05
respectivamente, en los que se recogi6 t Len
lugar de 10 L en el tercer muestreo realizado
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en razén al elevado nimero de propdgulos
cuantificados en aquellos campos en mues-
treos anteriores. El agua se almacend en con-
tenedores de pldstico estériles hermética-
mente cerrados para su transporte al labora-
torio, donde se conservaron a 4°C en oscuri-
dad durante un maximo de 48 h hasta ser
procesadas.

3.2. Analisis de las muestras de agua

Los esclerocios y demds residuos reteni-
dos sobre el filtro Sefar Nitex de 20 ym fue-
ron incorporados al agua estéril en el conte-
nedor de plastico, y concentrados en un filtro
de malla de nailon Millipore® de 20 ym de
tamaifio de poro y 47 mm de didmetro con la
ayuda de una bomba de vacio. El contenido
sobre el filtro se resuspendié en 10 ml de
agua estéril mediante sonicado durante 10
min. La suspensién resultante se utilizé para
determinar y cuantificar el nimero de escle-
rocios de V. dahliae en la muestra de agua.

Para la cuantificacion de los micropropa-
gulos de V. dahliae, las particulas suspendi-
dasen | 6 10 L de agua que habian traspasa-
do el filtro Sefar Nitex de 20 um, se concen-
traron en un filtro de membrana Millipore®
de 1,2 yum de tamafio de poro y 47 mm de
didmetro, y se resuspendieron en 10 ml de
agua estéril como se describid anteriormen-
te.

Las dos suspensiones de 10 ml obtenidas
fueron agitadas después de retirar el filtro
respectivo, y alicuotas de 0,5 ml de cada una
de ellas se distribuyeron homogéneamente
sobre la superficie de 20 placas Petri conte-
niendo medio semiselectivo APSM. Las pla-
cas se incubaron y observaron para identifi-
car y cuantificar el nimero de colonias de V.
dahliae originadas como se ha descrito para
el andlisis de muestras de agua recolectadas
en el afo 2004.

RESULTADOS

V. dahliae fue recuperado del 20-80% de
los olivos muestreados en cada campo expe-
rimental finalmente seleccionado para las
prospecciones del agua de riego en los afios

2004 y 2005, con una frecuencia media de
infeccioén que varid entre el 5-100% de los
trozos de las ramas analizadas. Se confirmé
asi la presencia de la Verticilosis en dichos
campos.

No se detectaron propagulos viables de V.
dahliae en ninguna de las 120 muestras de
agua de riego tomadas en los 23 campos de
olivar prospectados en las provincias de Jaén
y Sevilla en el periodo comprendido entre el
17 de Marzo y el 1 de Julio de 2004. En el
afio 2005, por el contrario, el patégeno se
aislé del agua de riego del 85,7% de los cam-
pos inspeccionados en cada una de las pro-
vincias de Jaén (6 de 7 campos) y Sevilla (12
de 14 campos) (Figura 2), incluyendo 9 de
los 11 campos que también se muestrearon
en 2004, siendo los valores medios estima-
dos en los campos regados con agua infesta-
da de cada provincia de 213,] (intervalo 0,5-
1000,0) y 35799 (intervalo 0,7-27006,3)
propagulos viables por 1000 L de agua, res-
pectivamente (Cuadros 3 y 4). V. dahliae fue
recuperado del agua de riego del 87,5% (14
campos) de los 16 campos regados con agua
de pozo, 2 de los cuales estuvieron localiza-
dos en Jaén y los 12 restantes en Sevilla
(Figura 2), con un valor medio de 30704
(intervalo 0,7-27006,3) propdgulos viables
por 1000 L de agua (Cuadros 3 y 4). El paté-
geno se aislé del 80% (4 campos) de los 5
campos regados con agua superficial embal-
sada de origen en el rio Guadalquivir, todos
ellos situados en Jaén, con una media de
312,9 (intervalo 0,5-1000,0) propdgulos via-
bles por 1000 L de agua (Cuadro 3). En con-
junto, V. dahliae fue detectado en el 32,5%
(26 muestras) de las 80 muestras analizadas
en total en el afto 2005, de las cuales 76,9%
(20 muestras; 2 en Jaén y 18 en Sevilla) fue-
ron de agua de pozo y el 23,1% restante (6
muestras en Jaén) de agua superficial.

A partir de las muestras de agua de riego
infestadas en ambas provincias andaluzas, y
con independencia de su origen, se recupe-
raron propagulos de V. dahliae de dos tama-
fios diferentes, esclerocios =220 ym) y micro-
propagulos (<20 ym y 21,2 um). Los escle-
rocios se aislaron del 44% de los 18 campos
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que utilizaron agua infestada con un valor
medio de 1,5 esclerocios/1000 L de agua,
mientras que los micropropdgulos fueron
recuperados del 78% de los campos regados
con agua infestada con un promedio de
3158,9 micropropagulos/1000 L de agua. El
tipo de propagulo aislado del agua tendi6 a
variar principalmente con el periodo de
prospeccién, y la cantidad de micropropagu-
los lo hizo con aquél y con el campo, en
tanto que la cantidad de esclerocios solo
varié con el campo.

En la provincia de Jaén, el patégeno fue
recuperado del agua de riego en todos los
periodos de muestreo considerados, pero la
deteccién en un campo determinado no fue
continua en el tiempo. Asi, V. dahliae se
aislé del 25 al 50% de las muestras de agua
obtenidas de los 6 campos que utilizaron
agua de riego infestada, y fue detectado en 2
de dichos campos en el muestreo de invierno
[levado a cabo la primera quincena de

Marzo,y en 2,3y | campo en los muestreos
de primavera, realizados en la segunda quin-
cena de Marzo y en la primera y segunda
quincena de Abril, con un promedio en cada
periodo respectivo de 2, 2500, 36,3 y | pro-
pagulos viables por 1000 L de agua (Cuadro
3). Las cantidades de micropropédgulos esti-
madas en el agua de riego fueron mucho més
elevadas que las de esclerocios (Cuadros 3 y
4). Los esclerocios se aislaron del agua de
riego del 33% (2 campos) y 17% (1 campo)
de los 6 campos regados con agua infestada
en los muestreos efectuados en las primeras
quincenas de Marzo y de Abril y en la segun-
da quincena de Abril, respectivamente, en
cantidades de -7 esclerocios por 1000 L de
agua de riego seguin el campo, y no fueron
detectados en el muestreo realizado en la
segunda quincena de Marzo. Por el contra-
rio, los valores maximos de micropropagulos
se obtuvieron en la segunda quincena de
Marzo, en la que fueron detectados en el

Figura 2. Distribucién geogréfica de los campos de olivo que utilizaron para regar agua de pozo infestada
(circulo relleno) o no infestada (circulo vacio) por Verricillium dahliae, 0 agua embalsada de origen en el rfo
Guadalquivir infestada (tridngulo relleno) o no infestada (tridngulo vacio) por el patégeno.
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Cuadro 3. Numero de propagulos de Verticillium dahliae por 1000 L de agua utilizada para el riego de campos de
olivar localizados en la provincia de Jaén en distintos periodos de muestreo en el aiio 20052.

1" quincena 2" quincena 1* quincena 2" quincena
de Marzo de Marzo de Abril de Abril
Campo Localidad Escle- Micropro- Escle- Micropro- Escle- Micropro- Escte- Micropro-
rocios pagulos rocios pagulos rocios pigulos rocios pagulos

C17-05 Andujar 0 0 0 1000 0 0 1 0
C22-05 Anddjar 2 0 0 0 2 0 0 0
C15-05 Arjona -b - 0 0 0 0 0 0
C18-05 Arjonilla 2 0 0 0 0 0 0 0
C20-05 Begijar 0 0 0 0 0 100 0 0
C16-05 Higuera 0 0 0 4000 0 0 0 0
C23-05 Marmolejo 0 0 0 0 7 0 0 0

a Elagua procedente de un pozo en los campos C20-05 y C23-05 y el agua embalsada de origen en el rio Gua-
dalquivir en el resto de los campos, fueron muestreadas en cada periodo indicado para detectar y cuantifi-
car los propdgulos de V. dahliae de diferente tamano presentes en ellas: esclerocios (>20 ym) y micropro-
pagulos (<20 ym y > 1.2 ym). Se analizaron 1000 L de agua de cada campo para la cuantificacién de escle-
rocios en cada muestreo, mientras que para cuantificar los micropropdgulos del hongo se analizaron 1 y 10
L de agua en los dos primeros y los dos dltimos muestreos respectivamente.

b No realizado.

33% de los 6 campos que emplearon agua de
riego infestada por V. dahliae, en cantidades
estimadas de 1000-4000 micropropagulos
por 1000 L de agua segin el campo; dismi-
nuyeron en la primera quincena de Abril a
100 micropropdgulos por 1000 L de agua en
el 17% de los 6 campos indicados anterior-
mente; y no se detectaron en el Gltimo mues-
treo realizado (Cuadro 3). De este modo, el
agua de riego infestada de los campos en
Jaén estuvo contaminada sélo con esclero-
cios en la primera quincena de Marzo (pri-
mer muestreo) y segunda de Abril (cuarto
muestreo), inicamente con micropropagulos
en la segunda quincena de Marzo (segundo
muestreo), y con ambos tipos de propdgulos
en la primera quincena de Abril (tercer
muestreo). No se aislaron esclerocios y
micropropdgulos a la vez en una misma
muestra de agua, aunque los dos tipos de
propagulos se detectaron en el agua de riego
del mismo campo en diferentes muestras.
Similarmente, en la provincia de Sevilla,
V. dahliae también fue aislado del agua utili-
zada para el riego en todos los periodos de
muestreo establecidos y su presencia en un
campo dado fue discontinua en el tiempo. De
este modo, el patégeno se aislé del 25 al

75% de las muestras de agua de riego anali-
zadas de un total de 12 campos que regaron
con agua infestada, y fue recuperado de 3 y
9 de dichos campos en los dos muestreos de
invierno realizados en la segunda quincena
de Febrero y primera quincena de Marzo,
respectivamente, y de 4 y 2 campos en los
dos muestreos de primavera efectuados en la
primera y segunda quincena de Abril, res-
pectivamente, con promedios respectivos en
cada periodo de muestreo de 13350,
185584, 100,5 y 200,0 propagulos viables
por 1000 L de agua (Cuadro 4). Los esclero-
cios estuvieron presentes en el agua de riego
del 17% (2 campos) y 8% (1 campo) de los
12 que utilizaron agua contaminada con pro-
péagulos del patégeno, en los dos muestreos
de invierno y en la primera quincena de
Abril, respectivamente, en cantidades que
variaron de 1-25 esclerocios por 1000 L de
agua segun el campo, pero no se detectaron
en el dltimo muestreo realizado la segunda
quincena de Abril (Cuadro 4). Los micropro-
péagulos se aislaron en todos los periodos de
muestreo, pero en un porcentaje de campos y
en cantidades que alcanzaron un maximo en
el dltimo muestreo de invierno y disminuye-
ron durante los muestreos de primavera. Asi,
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Cuadro 4. Numero de propagulos de Verticillium dahliae por 1000 L de agua utilizada para el riego de campos de
olivar en la provincia de Sevilla en distintos periodos de muestreo durante el afio 20052.

2" quincena

1* quincena

1* quincena 2" quincena

de Febrero de Marzo de Abril de Abril
Campo Localidad Escle- Micropro- Escle- Micropro- Escle-  Micropro- Escle- Micropro-
rocios pagulos rocios pagulos rocios pagulos rocios pégulos
C1-05 Estepa 0 0 0 0 0 0 0 200
C2-05 Estepa 0 0 0 7000 0 0 0 0
C5-05 Estepa 1 0 0 3000 0 0 0
C6-05 Estepa 0 0 -b - 0 0 0
C7-05 Estepa 0 0 - - 2 0 0 0
C4-05 LaRoda de Andalucia 0 0 0 2000 0 100 0 0
C25-05 Marchena 0 0 25 108000 0 0 0 0
C24-05 Mor6n de la Frontera 0 0 0 34000 0 0 0
C8-05 Osuna 0 0 0 5000 0 0 0
C9-05 Osuna 4 0 ! 2000 0 0 0 200
C11-05 Osuna 0 0 0 0 0 100 0 0
C12-05 Osuna 0 0 - 0 0 0 0
C13-05 Osuna 0 0 0 2000 0 200 0 0
C14-05 Osuna 0 4000 0 4000 0 0 0 0

2 El agua procedente de un pozo localizado en cada campo se muestre6 en cada periodo indicado para detectar y cuan-
tificar los propagulos de V. dahliae de diferente tamaiio presentes en ella: esclerocios (220 ym) y micropropégulos
(<20 pm y 21,2 ym). Se analizaron 1000 L de agua de cada campo para la cuantificacién de esclerocios en cada mues-
treo, mientras que para cuantificar los micropropagulos de! hongo se analizaron 1 L de agua en los dos primeros mues-
treos de cada campo y el tercer muestreo de los campos C2-05, C8-05, C24-05 y C25-05; y 10 L de agua en el resto

de los muestreos.
b No realizado.

el agua de riego del 8,75,25y 17% (1,9,3
y 2 campos, respectivamente) de los 12 cam-
pos que se abastecieron para el riego con
agua infestada, contuvo 4000, 2000-108000,
100-200 y 200 micropropédgulos por 1000 L
de agua en la segunda quincena de Febrero,
primera quincena de Marzo, y primera y
segunda quincenas de Abril, respectivamen-
te (Cuadro 4). Consecuentemente, un mayor
nimero de campos utilizaron para regar agua
infestada por micropropdgulos que por
esclerocios en todos los muestreos, excepto
en la segunda quincena de Febrero (primer
muestreo) en la que el ndmero de campos
que se abastecieron para el riego con agua
infestada por esclerocios duplicé al nimero
de ellos que utilizaron agua infestada con
micropropagulos. Ambos tipos de propdgu-
los de V. dahliae, esclerocios y micropropa-
gulos, fueron recuperados a la vez de dos

muestras de agua en la primera quincena de
Marzo (segundo muestreo).

DISCUSION

El conocimiento de los medios de disper-
sién del indculo de V. dahliae en campos de
olivar es de gran importancia a efectos epi-
demiol6gicos, y para el manejo y control efi-
cientes de la VO. Los resultados de nuestras
investigaciones demuestran que el agua utili-
zada para el riego de olivares en las provin-
cias de Jaén y Sevilla contiene niveles cuan-
tificables de propdgulos de V. dahliae, tanto
si proviene de una fuente subterrdnea (pozo)
como si es agua superficial embalsada de
origen en el rio Guadalquivir. Propédgulos de
V. dahliae de diferentes tamanos, esclerocios
iguales o superiores a 20 ym y micropropé-
gulos inferiores a 20 um e iguales o superio-
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res a 1,2 ym, fueron aislados de la misma o
de distintas muestras de agua infestada. En
general, se cuantificaron niveles mucho mds
elevados de micropropégulos que de esclero-
cios y la deteccién promedio de los primeros
fue mayor en las muestras de agua recolecta-
das a finales de invierno que en las de pri-
mavera.

Los estudios desarrollados se han realiza-
do en Andalucia, que es la Comunidad Auté-
noma espaiiola donde se concentra el 60%
de la superficie nacional de olivar y el 80%
de la produccién (ANONIMO, 2004). Asfi
mismo, se han elegido para efectuar las pros-
pecciones del agua de riego las dos provin-
cias de Andalucia con mayor extensién de
olivar en regadio y que se encuentran entre
las tres provincias de esta regién con mayor
superficie dedicada al olivar. El 314% de
572.674 hay el 27,1% de 200.483 ha de oli-
var en las provincias de Jaén y Sevilla, res-
pectivamente, estdn cultivadas en regadio,
con un total de 234.338 ha que representan el
73,8% de la superficie andaluza de olivar en
regadio en el afio 2004 (ANONIMO, 2006).
Adicionalmente, se han elegido zonas de
cultivo que nos han permitido explorar los
dos tipos de agua cominmente utilizados
para el riego de olivar, esto es, agua subte-
rrdnea procedente de pozos (24% del agua
de riego) y agua superficial (70,5% del agua
de riego) procedente del rio Guadalquivir
que abastece la Cuenca Hidrogrifica mads
importante de Andalucia (PASTOR Muroz-
CoBo, 2005).

En estas investigaciones se han detectado
y cuantificado por separado propagulos de V.
dahliae de diferente tamaiio presentes en el
agua de riego: los esclerocios, que son las
principales estructuras de supervivencia del
hongo en el suelo (WILHELM, 1955); y pro-
pagulos de pequefio tamaifio, compuestos
posiblemente en su mayoria por conidias de
corta longevidad en condiciones desfavora-
bles (GALANOPUOLOS y TRIBE, 1974; SCHREI-
BER y GREEN, 1962; GREEN, 1969), pero que
también podrian comprender fragmentos de
micelio o de esclerocios. El tamaiio de poro
(20 pum) del filtro de malla de nailon utiliza-

do nos debe haber permitido concentrar y
cuantificar una proporcién extremadamente
elevada de los esclerocios de V. dahliae pre-
sentes en las muestras de agua analizadas,
superior incluso a la proporcién de las pobla-
ciones del patégeno en el suelo que se esti-
ma por el método del tamizado hiimedo
(HuisMAN y ASHWORTH, 1974), que cuantifi-
ca los esclerocios comprendidos entre 125 y
37 um. De acuerdo con HAWKE y LAzARro-
vITS (1994), el filtro de 20 ym nos habria
permitido ademas cuantificar la fraccién de
esclerocios con mayor capacidad germinati-
va y de supervivencia y, por lo tanto, con
mayor potencial para causar infecciones.
Andlogamente, para retener y cuantificar los
micropropagulos de V. dahliae de tamano
inferior a 20 pm hemos utilizado un filtro de
1,2 ym de tamafio de poro considerando, de
acuerdo con la informacién disponible, que
las dimensiones de las conidias no son infe-
riores a 1,4 uym (HAWKSWORTH y TALBOYS,
1970; SMITH, 1965).

La aparente falta de consistencia observa-
da en la deteccion de V. dahliae en el agua de
riego entre las prospecciones realizadas en
2004 y 2005, y especialmente en los resulta-
dos obtenidos en los 11 campos incluidos en
ambos afos de estudio, podrian justificarse
en gran parte por las diferencias en la canti-
dad de agua analizada por muestra en cada
afio, que fue de 0.5 y 0,02 L en 2004 y de
1000 y 1-10 L en 2005, para la recuperacién
de esclerocios y micropropdgulos, respecti-
vamente. Ello, unido a los niveles relativa-
mente bajos de las poblaciones de V. dahliae
presentes en el agua de riego, puestos de
manifiesto en el aifio 2005, debi6é reducir
extremadamente la posibilidad de aislar al
patégeno en 2004. Se debe considerar tam-
bién que, aunque las muestras de agua pro-
cedieran del mismo pozo o balsa, el agua fue
renovada no solo entre los dos afios de pros-
pecciones, sino también entre muestreos rea-
lizados en el mismo afio, en particular cuan-
do el agua estaba embalsada y, por consi-
guiente, el agua muestreada pudo encontrar-
se en estados de infestacién diferentes, como
se confirma por los resultados obtenidos en
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el curso de estas investigaciones.

Las cantidades de esclerocios estimadas
en las muestras de agua de riego analizadas
en el ano 2005 estuvieron en todos los casos,
excepto en uno de los muestreos del campo
C25-05 (Marchena, Sevilla), préximas al
umbral de deteccién del método analitico
utilizado lo que, muy posiblemente, limitd la
deteccion de esclerocios en muchas de las
muestras analizadas. En cualquier caso,
nuestros resultados parecen indicar que en el
primer muestreo de invierno realizado en
cada una de las dos provincias prospectadas,
el agua de riego infestada contenia predomi-
nantemente esclerocios en la mayoria de los
campos, mientras que en el siguiente mues-
treo llevado a cabo a finales de invierno
(Sevilla) o principios de primavera (Jaén)
hubo un incremento moderado (Jaén) o muy
elevado (Sevilla) en el porcentaje de campos
con micropropdgulos, al que siguié una
reduccion en dicho porcentaje en los restan-
tes muestreos de primavera. Por el contrario,
la presencia y cantidad de esclerocios en el
agua de riego no parecié seguir ningin
patrén temporal identificable. Los esclero-
cios podrian haber llegado al agua de riego
libres o inmersos en restos de plantas infec-
tadas, arrastrados por el agua de escorrentia
o sobrante de riego (EASTON et al., 1969)
hasta el rio o, a través de los intersticios del
suelo, hasta las capas subterrdneas de agua,
y/o podrian haber sido transportados por el
viento junto con las particulas de suelo (Eas-
TON et al., 1969) o adheridos a utiles de riego
(gomas, cubos y botas entre otros) hasta el
rio, los pozos y las balsas. En condiciones
nutricionales adecuadas o de temperaturas
favorables en el agua, los esclerocios podri-
an germinar originando micropropagulos
(principalmente conidias) de escasa persis-
tencia comparada con la de los esclerocios
(GaLaNopoULOS 'y TRIBE, 1974; GREEN,
1969; SCHREIBER y GREEN, 1962).

La presencia de propégulos de V. dahliae
en el agua utilizada para el riego del 85,7%
de los campos de olivar prospectados en Jaén
y Sevilla indica que el agua de riego es un
vehiculo eficiente de dispersién del inéculo

del hongo en estas provincias. Esta disper-
sién podria ocurrir a cortas y largas distan-
cias, y podria servir para introducir al paté-
geno en areas de cultivo o campos libres del
mismo, asi como para incrementar la densi-
dad de in6culo de V. dahliae en suelos pre-
viamente infestados. Por consiguiente. el
agua de riego infestada por V. dahliae proba-
blemente estd contribuyendo a aumentar la
densidad de indculo primario del patdgeno
en el suelo, que da lugar al desarrollo de las
epidemias, y puede haber sido uno de los
principales factores que han ayudado a
incrementar los ataques de Verticilosis
observados en los tltimos anos en Andalu-
cia. La deteccién de este patégeno en el agua
de riego, y especialmente en el agua superfi-
cial embalsada procedente del rio Guadal-
quivir, podria tener importantes connotacio-
nes epidemioldgicas por la extensa utiliza-
cién de este agua para el riego de diferentes
cultivos en Andalucia y la amplia gama de
plantas huéspedes de V. dahliae (PEGG y
BraDY, 2002). Asimismo, la infestacién del
agua subterrdnea también es de gran signifi-
cacién para la sanidad de los cultivos consi-
derando la interrelacién entre las fuentes
subterrdneas y superficiales de aguas.

La relevancia de la presencia de V. dahliae
en el agua de riego puesta de manifiesto en
nuestras investigaciones estd supeditada a la
capacidad de sus poblaciones en el agua de
causar enfermedad en olivo u otros huéspe-
des. Por ello, es necesario estudiar la patoge-
nicidad y virulencia de dichas poblaciones,
que es una linea de trabajo que estamos lle-
vando a cabo en estos momentos, para adop-
tar decisiones en relacion a: 1) aconsejar a
los agricultores que se abstengan de utilizar
aguas infestadas con V. dahliae para el riego
no solo de olivar sino también de otros culti-
vos susceptibles al patdgeno; y, 2) dirigir
nuestras investigaciones futuras a la btisque-
da de medidas de control convenientes y efi-
cientes para erradicar o reducir la cantidad
de indculo de V. dahliae presente en el agua
de riego, en el caso de que fuese necesario
utilizar este agua. En tanto no se conozcan
las variantes patogénicas de V. dahliae pre-
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sentes en el agua de riego, se deben utilizar
todas las medidas preventivas posibles para
evitar la infestacion del agua de riego, tales
como: mantener los pozos y las balsas de
almacenamiento tapados el méaximo tiempo
posible para evitar la llegada de particulas de
polvo, en particular cuando estén situados en
lugares transitados frecuentemente por vehi-
culos o con movimiento de suelo; realizar
una limpieza exhaustiva de la balsa con pro-
ductos desinfestantes tras un periodo de
desuso; mantener el agua limpia de restos
vegetales; y evitar introducir en el agua todo
tipo de utensilios (cubos, gomas, etc., inclui-
das las botas de los operarios) que contengan
suelo o restos de plantas, o en su caso, desin-
festarlos antes de usarlos.
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ABSTRACT

RODRIGUEZ-JURADO D., J. BEIARANO-ALCAZAR. 2007. Dispersion of Verticillium
dahliae in irrigation water used in olive orchards in Andalucia, southern Spain. Bol.
San. Veg. Plagus, 33: 547-562.

The increment in severity of Verticillium wilt epidemics of olive trees has been asso-
ciated with the establishment of irrigation in new and traditional olive orchards in Anda-
lucfa. [rrigation water can influence Verticillium wilt of olive (VO) by means of the dis-
persal of propagules of Verticillium dahliae. Therefore, the objectives of this research
work were to determine and quantify the presence of V. dahliae in the irrigation water
used in olive orchards in Andalucia, and to study the variation in the level of the patho-
gen populations over time during the irrigation season. Disease surveys were carried out
in 33 olive orchards affected by Verticillium wilt at the Jaén and Sevilla provinces in 2004
(5 and 18 fields. respectively) and 2005 (7 and 14 fields, respectively), with 11 of the
fields being prospected in both years. In each field, 2-8 irrigation water samples of 0.5 L
obtained from March to July in 2004 and 3-4 samples of 1000 L of water collected from
February to April in 2005 were analysed. V. dahliae was isolated only of the water sam-
ples analysed in 2005. The pathogen was recovered of irrigation water in 85.7% of the
olive orchards surveyed in each province, representing 87.5 and 80% of total of fields
irrigated with subterranean water from wells and dammed up superficial water from the
Guadalquivir river, respectively. Subterranean and superficial irrigation water in both
provinces were infested by propagules of V. dahliae, which were differentiated because
of their size in sclerotia (>20 ym) and micropropagules (<20 y >1.2 ym). The micropro-
pagules were recovered from irrigation water in a higher percentage of fields that used
infested water (78%) and in higher average levels (3158.9 micropropagules/ 1000 L) than
sclerotia were (44% y 1.5 sclerotia/1000 L, respectively). Within the olive orchards irri-
gated with water infested by V. dahliae, the incidence of fields with water contaminated
by sclerotia varied from 0 to 33% through the irrigation season and did not show any
recognizable pattern over time, while the percentage of fields with water infested by
micropropagules reached a maximum of 33% in Jaén and of 75% in Sevilla in the second
and first fortnight of March, respectively, and decreased progressively through the spring
samplings.

Key words: Verticillium wilt, olive. inoculum source. epidemiology, control.
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TERAPEUTICA

Avaliacao de metil jasmonato na inducao de resisténcia de plantas
de Eucalyptus spp. ao psilideo-de-concha Glycaspis brimblecombei

Moore (Hemiptera: Psyllidae)

E. B. Couto, C. F. WILCKEN, F. B. SARRO, E. D. VELINI

O ataque de Glycaspis brimblecombei causa descoloragdo das folhas, redugio da
drea fotossintética € secamento dos ponteiros. podendo levar as drvores & morte apés ata-
ques sucessivos. Devido a sua facilidade de dispersio e aos danos causados € considera-
da uma das principais pragas do eucalipto. A indugio de resisténcia. pela ativagio de
indutores, como o metil jasmonato (MJ) vem sendo estudado intensamente nos dltimos
anos, principalmente através da selecdo de gendtipos com elevada capacidade de
expressdo de MJ. Este trabalho teve como objetivo estudar a indugdo de resisténcia atra-
vés da aplicagdo exégena de metil jasmonato para o controle do G.brimblecombei. O tra-
balho foi realizado em condigdes de laboratério, utilizando mudas da espécie Eucalyp-
tus camaldulensis e do clone hibrido de £. grandis x E. camaldulensis (**gracam” 3025).
Foram realizados dois experimentos com aplicagéio de diferentes concentragoes de MJ
(5, 50 e 500 uM) nas mudas para avaliar o efeito na preferéncia e capacidade de ovipo-
si¢ao dos adultos. No primeiro experimento verificou-se que as maiores concentragoes
afetaram alguns parimetros da biologia do psilideo, sendo que a testemunha apresentou
maior nimero de ovos €, conseqiientemente, maior niimero de adultos produzidos. Nos
dois experimentos com livre chance de escolha, independentemente do material genéti-
co. observou-se a preferéncia do inseto pelas plantas ndo tratadas. Quanto maior a con-
centragdo de MJ, menor a quantidade de insetos nas plantas e menor nimero de ovos nas
folhas.
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INTRODUCAO

O psilideo-de-concha, Glycasis brimble-
combei (Hemiptera: Psyllidae), € uma praga
origindria da Australia que, a partir de 2003,
foi observado no Brasil em clones de
Eucalyptus grandis x E.urophylla (“urogran-
dis”) no estado de Sio Paulo (WILCKEN et al.,

2003) e atualmente, encontra-se distribuido
por vdrios estados brasileiros (SA e WILCKEN,
2004).

Plantas atacadas apresentam redugdo e
deformagdo foliar, presen¢a de fumagina,
queda prematura de folhas maduras e seca-
mento dos ponteiros (WILCKEN et al., 2003).
Esses danos podem provocar 15 % de morta-
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lidade no primeiro ano podendo chegar a 40
% no segundo ano (GILL, 1998), sendo os
danos causados tanto pelos adultos como
pelas ninfas que sugam a seiva das folhas
(DREISTADT e GILL, 1999).

Devido a recente descoberta da ocorrén-
cia do psilideo-de-concha no Brasil existem
poucos trabalhos sobre as formas de contro-
le desta praga. Um dos métodos de controle
¢ a resisténcia das plantas ao ataque de pra-
gas pela selegdo de gendtipos resistentes ou
pelo uso de produtos indutores de resisténcia
que podem reduzir a aplicagdo de agrotéxi-
cos (PEDIGO, 1996). Porém, uma das princi-
pais limita¢des do uso de gendtipos resisten-
tes € o longo tempo para sua obtengdo (VEN-
DRAMIM, 1990) principalmente quando se
refere a arvores, devido a potencial vulnera-
bilidade destas & readaptagdo dos insetos
antes que o hospedeiro seja avaliado (MARS-
CHALEK, 2000).

A defesa induzida pode ser causada por
insetos, danos fisicos extrinsecos e estimulos
quimicos que provocam modificagdes quali-
tativas ou quantitativas nas defesas da planta
contra organismos invasores (PANDA e
KHusH, 1995). As plantas produzem uma
grande variedade de metabdlitos secundérios
importantes na sobrevivéncia da planta
(LOURENCO, 2003), sendo a maioria destes
metabdlitos controlada via rotas bioquimicas
ativada por estimuladores que se encontram
presentes em baixas concentragdes nas plan-
tas. Porém, estes compostos podem ser ati-
vados numa determinada fase de desenvolvi-
mento da planta, numa determinada esta¢do
do ano ou sob condigdo de estresse causado
por fatores biéticos ou abiéticos (VERPOORTE
e MEMELINK, 2002).

A defesa induzida tem sido estudada
para insetos desfolhadores de espécies flo-
restais nos pafses temperados. Alguns ter-
pendides podem ser sintetizados em maior
quantidade em coniferas dos géneros Pinus,
Abies, Pseudotsuga, Larix e Picea apds ata-
que de insetos xil6fagos (TRAPP e CROTEAU,
2001; MARTIN ef al., 2002). O aumento dos
terpendides também pode ser elevado via
aplicagao de estimuladores envolvidos no

sistema de defesa das plantas, como os jas-
monatos, que sdo fitohormoénios enddgenos
da planta (CREELMAN e MULLET, 1997;
FRANCESCHI, et al., 2002). O tratamento de
espécies florestais com metil jasmonato
(MJ) induz a formagio de dutos resiniferos
traumdticos, acimulo de mono e diterpe-
nos, indugdo de enzimas para sintese de ter-
penos ou formagdo adicional de células
parenquimaticas polifenélicas na zona cam-
bial (FRANCESCHI et al., 2002; MARTIN et
al., 2003; MILLER et al., 2005; HEDARI et
al., 2005). Porém, para o eucalipto, a
existéncia de defesa induzida ainda nao foi
demonstrada.

Desta forma, este trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos da aplica¢do exé-
gena de metil jasmonato em mudas de euca-
lipto sobre o desenvolvimento e capacidade
reprodutiva do psilideo-de-concha.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratdrio de Controle Biol6gico de Pragas
Florestais (LCBPF), no Departamento de
Producéo Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, UNESP/ Botucatu, SP, Brasil,
sob temperatura de 25,5 = 1,[°C,UR 55,2 =
5.3 % e fotofase de 13 horas.

Foram utilizadas mudas de Eucalyptus
camaldulensis e do clone hibrido *“gracam”
3025, de Eucalyptus grandis x E. camaldu-
lensis. Esses materiais foram escolhidos por
serem altamente susceptiveis a praga. O
clone foi utilizado para excluir a variabilida-
de genética, presente no material provenien-
te de semente (E. camaldulensis).

As mudas de eucalipto, apés 120 dias da
semeadura ou estaquia, foram transplantadas
para tubetes de 290 cm3, contendo solo este-
rilizado composto por solo argiloso (latosso-
lo vermelho escuro), esterco e areia grossa
lavada, na proporc@o de 1:1:1. Para cada 10
litros da mistura foram acrescentados 8,5 g
de superfosfato simples, 9,5 g de termofosfa-
to e 1,9 g de KCI. Apés 45 dias do trans-
plantio as mudas foram utilizadas nos expe-
rimentos.
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Em todos os experimentos as mudas
foram imersas por 30 segundos na calda pre-
parada com diferentes concentragdes de MJ
com volume de dois litros de dgua e 15 mL
de metanol, sendo que para reduzir a tensdo
superficial da dgua e favorecer a deposi¢ao
da calda foram adicionados cinco mL de
dois adjuvantes, Aterbane BR e Silwet. Apds
o tratamento as mudas foram colocadas em
bandejas para que todo o excesso da calda
escorresse e, posteriormente, foram acondi-
citonadas na gaiola de criagao.

Experimento 1. Efeito de diferentes
concentra¢des do metil jasmonato aplica-
do em mudas de Eucalyptus camaldulensis
na biologia de Glycaspis brimblecombei.

O delineamento experimental fol inteira-
mente casualizado, composto por quatro tra-
tamentos com quatro repeti¢des, sendo 10
mudas por repeti¢do. Foram avaliadas trés
concentragdes de MJ: 5 uM; 50 uM; 500 uM
e a testemunha, sem tratamento. Uma hora
ap6s o tratamento, 100 insetos adultos foram
liberados por gaiola. Em cada gaiola foram
oferecidas 10 mudas, das quais apenas cinco
foram avaliadas para a quantificacdo do
nimero de ovos.

Apbs a liberagdo dos insetos nas gaiolas
foi quantificado, diariamente, o nimero de
insetos mortos até o 9° dia e o nimero de
ovos presentes nas mudas. A partir da visua-
lizagdo dos primeiros adultos emergidos,
estes foram retirados diariamente das gaiolas
e quantificados.

Experimento 2. Efeito de diferentes con-
centragdes de metil jasmonato aplicado em
mudas de eucalipto na preferéncia e na ovi-
posicao de Glycaspis brimblecombei.

Foram conduzidos dois ensaios com
materiais genéticos distintos, sendo um com
E. camaldulensis proveniente de sementes e
outro com o clone hibrido “gracam” 3025,
com o objetivo de excluir a variabilidade
genética contida no ensaio com as mudas
produzidas de sementes.

O delineamento experimental foi inteira-
mente casualizado com quatro tratamentos e

10 repeticdes. Cada repeticdo constou de
quatro mudas de eucalipto tratadas com trés
concentragdes de MI (5 uM, 50 uM, 500
uM) e uma planta testemunha (sem tratamen-
to). Apds uma hora da aplicagdo do MJ foram
liberados 40 insetos adultos por gaiola.

Ap6s o periodo de 24 horas da instalagéo
dos experimentos o nimero de adultos pre-
sentes em cada muda foi quantificado diaria-
mente, por sete dias. Apds o sétimo dia, o
nimero de ovos foi quantificado para avaliar
o comportamento de oviposi¢do dos adultos
sobre as mudas tratadas com diferentes con-
centragoes de MJ.

Analise estatistica

Em todos os experimentos, os dados
foram submetidos a andlise de regressdo e
ajustados a um modelo estatistico de
regressdo linear simples, com as estimativas
dos pardmetros obtidas pelo método dos
minimos quadrados (P < 0,05). Para melhor
visualizagdo dos resultados, todos os dados
foram modificados para logaritmo decimal.

RESULTADOS

Experimento 1. Efeito de diferentes
concentracdes do metil jasmonato aplica-
do em mudas de Eucalyptus camaldulensis
na biologia de Glycaspis brimblecombei.

A mortalidade média dos adultos libera-
dos, nove dias ap6s o tratamento das mudas
com diferentes concentragdes de MJ variou
de 338 % a 17,8 %. Os tratamentos teste-
munha ¢ 500 uM de MJ apresentaram 23,0
% e 25,3 % dos adultos mortos, respectiva-
mente (Tabela 1). De acordo com os dados, a
mortalidade observada néo apresentou corre-
lacdo com as concentragdes de MJ aplicadas
nas mudas, pois o coeficiente de determi-
nacdo (R2) indica que somente 1,04 % da
variagdo total observada no experimento foi
explicada pelo modelo. A significincia da
regressdo testada pela andlise de variancia
(P=0,707) nio foi significativa a 5%.

O nimero de ovos colocados nas plantas
de E. camaldulensis apresentou correlagdo
com as concentra¢cdes de MIJ aplicadas,
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Tabela |. Parametros (média = DP) observados para avaliagiio do efeito de diferentes concentragoes de metil
jasmonato aplicado em mudas de eucalipto sobre o psilideo-de-concha, Glycaspis brimblecombei.

Experimento Parémetro Test. S5uM 50 uM 500 uM
Eucalvptus Adultos mortos (%) 230 338 17,8 253
camaldulensis N° de ovos/ planta! 3184 £ 19569 172,10 = 99,62 1295 + 68 01 778 = 36,79

Adultos emergidos2 7410 = 248,12 6393 £6534 623335192 3273« 13148

Eucalyptus N°® de adultos/ planta 39+163 2,1 092 20+090 1,6 £ 142
2 camaldulensis ~ N° de ovos/ planta 4366 +43708 3439=+10201 900=31698 142,6 + 57354

“Gracam” N° de adultos/ planta 350,59 22034 30+0,71 1.8 +0,66
3025 N° de ovos/planta 5788 x 18374 4763 £23720 5304+ 15991 3459 + 139,37

! média de cinco plantas 2 média de 10 plantas.

diminuindo conforme a concentra¢do aumen-
tou, sendo que o nimero médio de ovos
quantificados no tratamento testemunha foi
de 318,4 ovos e de 77,8 ovos no tratamento
com 500 uM. Nos tratamentos com 5 uM e
50 uM foram quantificados duas e duas e
meia vezes menos posturas, respectivamente,
que no tratamento testemunha (Tabela 1). O
coeficiente de determinag@o (R?) indica que
32,04 % da variagao total observada no expe-
rimento foi significativa a 5 % (Figura 1).

Para todos os tratamentos a emergéncia
dos adultos ocorreu entre o 25° dia ¢ o 33°
dia apés a liberag@o dos adultos nas gaiolas,
sendo o pico de emergéncia no 29° dia,
demonstrando que as concentra¢des de MJ
avaliadas ndo alteraram os estagios de desen-
volvimento ninfal de G. brimblecombei em
relagdo a testemunha.

O nimero médio de adultos emergidos no
tratamento 500 uM foi de 327,3 adultos,
valor inferior a0 nimero de adultos emergi-

Log do Nimero de ovos/ planta

y=-0,1896x + 2,297
RZ =0,3204*

Loog da Concentracio de Metil Jasmonato (uM)

Figura 1. Nimero de ovos de Glycaspis brimblecombei depositados em mudas de Eucalyptus camaldulensis tratados
com diferentes concentragdes de metil jasmonato (Ternperatura 25,5 £ 1,1 °C, UR. 552 £ 53 % e fotofase: 13 h.).
* significativo a 5 % de probabilidade.
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y =—0,1344x + 2,8859
R2=0,3587*

Log do nimero de adultos
emergidos/ tratamento
(3]

1

Log da concentragdo de Metil Jasmonato (uM)

Figura 2. Niimero de adultos de Glycaspis brimblecombei emergidos por tratamento em mudas de Eucalyptus
camaldulensis tratadas com diferentes concentragdes de metil jasmonato (Temperatura. 25.5 = 1.1 °C,
UR. 55,2 £ 5,3 % e fotofase: 13 h.).*significativo a § % de probabilidade.

dos nos demais tratamentos, sendo que na
testemunha quantificou-se, praticamente, o
dobro de adultos emergidos que no trata-
mento 500 uM (Tabela 1). O modelo de
regressdo aplicado a este pardmetro demons-
trou que houve correlagao entre o nimero de
adultos emergidos com o as concentragoes
de MJ aplicadas nas mudas, pois o coefi-
ciente de determinagdo (R?) indica que
35,87 % da variagdo total observada, no
experimento, foi significativaa 5 % com P =
0,014 (Figura 2).

Experimento 2. Efeito de diferentes
concentracoes de metil jasmonato aplica-
do em mudas de eucalipto na preferéncia e
na oviposicao de Glycaspis brimblecombei

Eucalyptus camaldulensis

O niimero médio de adultos observados
no tratamento testemunha foi 144 % maior
que o nimero de adultos presentes no trata-
mento 50 uM. Em relag¢@o aos tratamentos 5
uM e 500 uM o tratamento testemunha apre-

sentou 86 % e 95 % mais adultos, respecti-
vamente (Tabela 1). O modelo de regressao
demonstrou que houve correlagao entre as
concentragdes de MJ utilizadas com a quan-
tidade de adultos presentes nas mudas, sendo
o coeficiente de determinagio (R2) significa-
tivo a 5 % de probabilidade (Figura 3).

O niimero médio de ovos quantificados na
testemunha foi superior aos observados nos
demais tratamentos, porém o modelo de
regressdo nao correlacionou as concen-
tragdes de MJ utilizadas com o niimero de
ovos depositados nas mudas (Figura 4), devi-
do provavelmente & alta variabilidade dos
valores obtidos. O tratamento com 5 M
apresentou 3439 ovos e os tratamentos com
50 uM e 500 uM quantificou-se 90 ovos e
1426 ovos, respectivamente (Tabela 1).

Clone hibrido ‘“Gracam” 3025 de E.
grandis x E. camaldulensis

O nimero de adultos presentes nas mudas
da testemunha foi o dobro do nimero de
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y=-0,0762x +0,4578
R%=0,1522*

Log do nimero de adultos/
planta

Log da concentragéo de Metil Jasmonato (uM)

Figura 3. Ndmero de adultos de Glycaspis brimblecombei presentes em mudas de Eucalyptus camaldulensis tratados
com diferentes concentragdes de metil jasmonato (Temperatura 25,5 + 1,1 °C, UR. 55,2 = 53 % e fotofase: 13 h.).
*significativo a 5% de probabilidade.

4 =-0,1234x + 2,379
2 R2 =0,0852"
<
a L 4
= 03 .
14 L 4
>
o *
HEE $ z $
= s b4
5 *
=
S 1
20
Q
|
0 T T T T T 1
0 0,5 ! 1,5 2 2,5 3

Log da concentragio de Metil Jasmonato (uM)

Figura 4. Nimero de ovos de Glycaspis brimblecombei colocados em mudas de Eucalyptus camaldulensis tratados
com diferentes concentragdes de metil jasmonato (Temperatura 25,5 = 1,1 °C, UR. 55,2 = 5,3 % e fotofase: 13 h.).
ns$. nao significativo a 5% de probabilidade.
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adultos quantificados no tratamento 500 uM.
O tratamento 50 uM nio apresentou dife-
renga expressiva quando comparado a teste-
munha, e o tratamento com a menor dosa-
gem de MJ utilizada apresentou nimero
intermedidrio de adultos (Tabela 1).

Embora neste experimento, o clone “gra-
cam” 3025 tenha sido utilizado para eliminar
o efeito da vartagdo genética presente em
mudas provenientes de semente, € assim
obter dados mais precisos, observou-se que,
pelo fato deste clone ser mais suscetivel ao
psilideo do que E. camaldulensis, as concen-
tragdes de 5 uM e 50 uM de MJ utilizadas
ndo foram suficientes para induzir resistén-
cia nas mudas ou o periodo de sete dias apds
o tratamento ndo foi suficiente para que as
mudas atingissem patamar no qual a planta
apresentaria resisténcia, diminuindo o nime-
ro de adultos presentes nas mudas. O trata-
mento 500 uM apresentou 0 menor nimero
de adultos, sendo que o modelo de regressdo
proposto para este pardmetro apresentou
correlagdo com as concentragdes de MJ aplhi-
cadas nas mudas, onde o coeficiente de
correlagdo (R2) foi significativo a 5 % de
probabilidade com P = 0,004 (Figura 5).

O nimero de ovos presente na testemunha
foi superior ao nimero de ovos observados
nos demais tratamentos, seguindo uma
tendéncia, isto é, onde foi observada maior
nimero de adultos, foi observada maior
quantidade de ovos. A testemunha apresentou
578,8 ovos ¢ no tratamento 500 uM foram
observados 3459 ovos, representando 40 %
menos ovos do que na testemunha. Os trata-
mentos com 5 uM e 50 uM apresentaram
nimero de ovos intermedidrios (Tabela 1).

O modelo de regressado utilizado apresen-
ta correlagdo com as concentragoes de MJ
aplicadas nas mudas, onde a regressao linear
simples do nimero de ovos colocados em
fungdo do tratamento foi significativa a 5 %
de probabilidade com P = 0,022 (Figura 6).

DISCUSSAO

O MJ é relatado na literatura como um
indutor de resisténcia por estimular a pro-

dugdo de compostos, como terpendides,
peroxidases, polifenil oxidases, inibidores de
proteinases, entre outros, que podem atuar
contra muitos herbivoros em culturas agrico-
las como tomate (THALER, 1999), algodao,
batata (RIVARD et al., 2004), aipo (BLACK et
al., 2003) e Pinos (HENARI et al., 2005).
Contudo, nenhum trabalho foi encontrado
relatando os efeitos do dcido jasménico e de
seus derivados sobre eucalipto.

Na maioria dos trabalhos as concen-
tracoes utilizadas sao determinadas empiri-
camente, pois as quantidades requeridas por
uma planta para que ela seja estimulada
depende das caracteristicas edafoclimdticas
e da idade da planta, sendo que € necessario
aplicar concentragdes em microgramas por
planta para que ocorram mudangas no nivel
dos jasmonatos endégenos em nanogramas
(BALDWIN, 1998). Em trabalho realizado
por CREELMAN ¢ MULLET (1995), foi obser-
vado que concentragdes acima de 500 yM
de M1J aplicadas em plantas de soja reduzi-
ram a respiragdo em 22 % e conseqiiente-
mente, afetaram o desenvolvimento da
planta. Assim, como trabalho inicial de ava-
liacdo dos efeitos de MJ sobre mudas de
eucalipto adotou-se 500 M de MJ como
concentragdo maxima e duas concentragdes
menores (5 ¢ 50 uM).

De acordo com THALER et al. (2001), a
aplicac¢do direta de dcido jasménico sobre
afideos, lepiddpteros, tripes e crisomelideos
ndo afeta a sobrevivéncia e a fecundidade
destes insetos. Desta forma, a mortalidade
avaliada no experimento | foi decorrente da
propria longevidade que o adulto aprescnta
ao se alimentar de E. camaldulensis, pois,
de acordo com FIrRMINO (2004), G. brimble-
combei apresenta longevidade média de 8.4
dias quando criado em plantas de E. camal-
dulensis.

Nos dados obtidos nos experimentos para
avaliacdo da preferéncia do psilideo, por
mudas de eucalipto tratadas com diferentes
concentragoes de MIJ, observou-se que no
tratamento com 5 M de MJ o nimero de
adultos presentes nas plantas foi préximo ao
nimero observado no tratamento testemun-
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Figura 5. Nimero de adultos de Glvcaspis brimblecombei presentes em mudas de clone hibrido “gracam” 3025 de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus camaldulensis tratados com diferentes concentragdes de metil jasmonato
(Temperatura 25,5 + 1,1 °C, UR. 552 + 53 % e fotofase: 13 h.). *significativo a 5% de probabilidade.
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Figura 6. Ndmero de ovos de Glycaspis brimblecombei colocados em mudas de clone hibrido “gracam” 3025 de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus camaldulensis tratados com diferentes concentragdes de metil jasmonato
(Temperatura 25,5 + 1.1 °C, UR. 552 £ 53 % e fotofase: 13 h.). *significante a 5% de probabilidade.
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ha. Segundo BoOLTER (1993) concentragbes
baixas de MI estimulam mais lentamente a
produgao de alguns inibidores, como os ini-
bidores de proteinases em plantas de tomate,
ou entdo, a baixa concentragdo utilizada esti-
mula menor quantidade de compostos de
resisténcia ndo sendo suficiente para repelir
0 inseto.

A maior concentragdo de MJ (500 M)
apresentou 1,7 adultos, em média, nos expe-
rimentos de preferéncia, sendo sempre duas
vezes menor do que o nimero de adultos
observados no tratamento testemunha. Esta
concentragdo promove efeito repelente sobre
os adultos do psilideo-de-concha. Na con-
centracdo com 50 M, o nimero de adultos
presentes nas mudas ndo seguiu um padrao,
provavelmente pelo fato desta concentragdo
ser mais dependente do material no qual €
aplicado ou do tempo que esta concentrag@o
necessita para comegar a estimular a planta a
produzir alguns compostos de resisténcia.

RESUMEN

Com relagdo ao nimero de ovos obser-
vou-se que no experimento |, onde os trata-
mentos ficaram separados entre si, a quanti-
dade de ovos colocados foi dependente da
concentragdo testada. J4 para o experimen-
to 2, onde plantas de todos os tratamentos
foram colocadas agrupadas dentro de uma
mesma gaiola, foi observado que os trata-
mentos com 50 yM e 500 uM de MIJ nado
seguiram um padrio, sendo apenas os trata-
mentos testemunha e 5 yuM de MJ semel-
hantes.

Desta forma, mais estudos devem ser reali-
zados com outras concentragoes, entre 50 yuM
¢ 500 #M e acima de 500 uM, a fim de avaliar
o comportamento do psilideo em relagdo as
plantas tratadas com MIJ. Entretanto, esses
resultados preliminares indicam que o MJ é
de fato, uma substincia indutora de resistén-
cia em plantas de eucalipto ao psilideo-de-
concha, podendo reduzir infestagdes no
campo e auxiliar o controle biolégico.

Couto E. B., C. F. WiLCKEN, F. B. SARRO, E. D. VELINI. 2007. Evaluacion de metil
jasmonato en la induccion de resistencia de plantas de Eucalyptus spp. al psilido de los
eucaliptos rojos Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera: Psyllidae). Bol. San. Veg.

Plagas, 33: 563-573.

Como sintomas del ataque de Glycaspis brimblecombei se observan la decoloracién
de las hojas, reduccién del drea fotosintética y secado de los terminales. pudiendo causar
la muerte de los drboles después de ataques sucesivos. Debido a la facilidad de disper-
sién y a los danos causados es considerado como una de las principales plagas del euca-
lipto. La induccién de resistencia, por la activacién de inductores como el metil jasmo-
nato (MJ), viene siendo estudiada intensamente en los Gltimos afios, principalmente a tra-
vés de la seleccidén de genotipos con elevada capacidad de expresién de MJ. El presente
trabajo tuvo como objetivo estudiar la induccién de resistencia a través de la aplicacién
exégena de metil jasmonato como forma alternativa para el control del psilido de los
eucaliptos rojos. El trabajo fue realizado en condiciones de laboratorio, utilizando plan-
tulas de la especie Eucalyptus camaldulensis y del clon hibrido de E. grandis x E. camal-
dulensis (“gracam” 3025). Se realizaron dos experimentos con aplicacién de diferentes
concentraciones de MJ (5, 50 e SO0 uM) en plantas de eucalipto para evaluar el efecto en
la preferencia y capacidad de oviposicién de los adultos del psilido de los eucaliptos
rojos. En el primer experimento se verificé que las mayores concentraciones afectaron
algunos parametros de la biologia del psilido, siendo que el testigo presenté mayor nime-
ro de huevos y, consecuentemente, un mayor nimero de adultos. En los dos experimen-
tos de libre eleccion, independientemente del material genético, se observé la preferen-
cia del insecto por las plantas no tratadas. Cuanto mayor la concentracién de MJ, menor
la cantidad de insectos en las plantas y un menor niimero de huevos en las hojas.

Palabras clave: eucalipto, inductores de resistencia, aplicacién exdgena, biologia.



572 E. B.COUTO, C. F. WILCKEN. F. B. SARRO. E. D. VELINI

ABSTRACT

Couto E. B., C. F. WiLCKEN, F. B. SARRO, E. D. VELINI. 2007. Effect of methyl jas-
monate applied on Eucalyptus plants to resistance induction to red gum lerp psyllid Gly-
caspis brimblecombei Moore (Hemiptera: Psyllidae). Bol. San. Veg. Plagas, 33: 563-573.

The Glycaspis brimblecombei pest causes leaf fall, reduction of photosynthetic area
and consequent reduction in plant growth and dieback, could carry the trees death. after
successive defoliations. Due to the dispersion rates of this insect and the damages caused
in eucalypt plantations, it is considered one of the eucalyptus main pests. The resistance
induction, by elicitors activation, as methy] jasmonate (MJ) has been studied intensely in
last years, mostly through the genotypes selection with high expression capacity of MJ.
The work was accomplished in laboratory conditions, using young plants of Eucalyptus
camaldulensis and of E. grandis x E. camaldulensis (*gracam” 3025) hybrid clone, being
these materials chosen due the high susceptibility to the pest. It was accomplished two
experiments with application of different MJ concentrations (5. 50 and 500 uM) in euca-
lyptus plants to verify the effect in red gum lerp psy!lid adults preference and oviposition
capacity. In the first experiment it was verified that the highest concentration affected
some psyllid biology parameters, and control treatment presented larger egg number and,
consequently, larger number of adults produced. In the two experiments with free chance
choice, independently of genetic material, it was observed the insect preference by con-

trol plants. As larger MJ concentration, less adults and eggs occurred in the leaves.

Key words: Eucalypt, exogenous application. resistance inductors, biology.
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Avaliacdo de inseticidas para o controle de Frankliniella rodeos
(Moulton, 1933) (Thysanoptera: Thripidae) em uva de mesa no

Brasil

M. BOTTON, A. NONDILLO, M. ZART, S. PINENT,W. GENTA

Os tripes sdo considerados uma das principais pragas da videira, com destaque para
as destinadas ao consumo in natura. Como o monitoramento da praga ¢ de grande
importincia para a tomada de decisao na cultura, foram comparados dois métodos de
amostragens para trips em videira: o método da batida da inflorescéncia em bandeja; ¢
o ensacamento da inflorescéncia com posterior contagem sob estercomicroscépio.
Devido a falta de informagdes sobre inseticidas eficazes para o controle do inseto na
cultura, foi conduzido um experimento visando avaliar o cfeito do cloridrato de
formetanato (Dicarzol 500 SP a 75 e 100g/100L) com e sem adi¢ao de 1% de aglcar,
fentiona (Lebaycid 500 CE, 100mL/100L), acefato (Orthene 750 BR, 100g/100L),
bifentrina (Talstar 100 CE, S0g/100L) e spinosad (Tracer 480 SC, 20 g/100L). O
trabalho foi realizado em vinhedo comercial da cultivar [talia (¥Vitis vinifera). situado em
Marialva, PR. Para o monitoramento de trips em videira ndo houve diferenca entre os
métodos comparados. Dos insctos coletados na area experimental, 98% dos exemplares
foram identificados como Frankliniella rodeos seguidos por F. gardeniac (2%). Na
avaliagao realizada 24 e 72 HAA, todos os inseticidas e doses avaliadas foram cficazes
no controle do inseto resultando numa redugdo na infestagdo em niveis acima de 90%.
A partir de 96 HAA, o inseticida cloridrato de formetanato em todas as doses € o acefato
mantiveram o controle do inseto em niveis superiores a 90%, enquanto que o fentiona,
spinosad e bifentrina proporcionaram um controle de 85,7, 81 ¢ 81%, respectivamente,
sem haver diferenga significativa entre produtos e doses. Nao foi observado efeito
sinérgico no controle de £ rodeos com a adigdo de agicar ao formetanato.
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tanato, naturalyte, fosforados.

INTRODUCAO (MOUND & MARULLO, 1996). Quase todas as
espécies sdo fitofagas, sugadoras de seiva,

Os tripes pertencem a ordem Thysanopte- atuando também como predadoras, poliniza-
ra, sio insetos minusculos, cujos adultos doras e/ou fungivoras (MOUND & MARULLO,

medem de 0,5 a 15 mm de comprimento 1995). Nas espécies fitofagas a reprodugdo €
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geralmente sexuada com posturas realizadas
endofiticamente. Dos ovos eclodem as lar-
vas que passam por dois estagios, que ali-
mentam-se intensamente e dois de relativa
inatividade (pré-pupa e pupa), de onde emer-
gem os adultos (LEwIS, 1973).

Os tripes sdo importantes pragas da videi-
ra cultivada em diferentes paises (GONZALES,
1983; MCNALLY et al., 1985; GUERRA-SOBRE-
VILLA, 1989; MOLEAS & ADDANTE, 1995). No
Brasil, embora faltem estudos sistematicos
nas diferentes regides produtoras, as espécies
associadas a cultura da videira sdo Frankli-
niella occidentalis (LOPES et al., 2002), Sele-
notripes rubrocintus (HAn & ALENCAR,
2000), Heliothrips haemorrhoidalis e Retith-
rips syriacus (BOTTON et al., 2005).

O dano causado pelos tripes é mais
importante em uvas de mesa, principalmente
quando ocorrem altas infestagdes no periodo
de floracdo (Hau et al., 2001; LoPES et al.,
2002; NaLl et al., 2004; BOTTON et al.,
2005). Na cultivar Niagara Rosada (Vitis
labrusca), adultos e imaturos alimentam-se
do pélen e bagas em formagio, acarretando
posteriormente cicatrizes escuras ¢ suberiza-
das nas bagas, com rachaduras e prolapso
das sementes, resultando na depreciagdo
comercial dos cachos (LOPES et al., 2002).
Na uva Italia (Vitis vinifera) o dano decorre
da oviposi¢do nas bagas logo apos a flo-
ragdo, provocando o sintoma conhecido
como mancha areolada (BoTTON et al.,
2005).

Para o manejo do inseto, o método mais
empregado pelos produtores tem sido o con-
trole quimico (HaJi & ALENCAR, 2000;
Lores et al., 2002; NALI et al., 2004, BOTTON
et al., 2005) aplicado com base no monitora-
mento realizado durante a floragdo da videi-
ra. Para tal, as inflorescéncias e¢/ou cachos
sdo batidos sobre uma superficie branca
(papel ou bandeja plastica) visando avaliar a
populagdo (HAJl et al., 2001). Quando 20%
dos cachos apresentarem em média dois ou
mais tripes por inflorescéncia, o controle
quimico € recomendado (HaJ1 et al., 2002).

Embora experimentos tenham sido con-
duzidos para avaliar inseticidas quimicos e

naturais no controle dos tripes da videira no
Brasil (LopEs et al., 2002; NALI et al., 2004),
nenhum produto estd atualmente registrado
para o controle da praga na cultura (AGRO-
FIT, 2007). A falta de inseticidas especificos
deve-se a reduzida eficacia dos produtos
avaliados (LOPES et al., 2002; NALI ef al.,
2004), a atividade bioldgica diferenciada dos
compostos dependendo da espécie que oco-
rre no vinhedo € ao pequeno mercado que
resulta em baixo volume de vendas, ndo jus-
tificando economicamente o desenvolvimen-
to de novos inseticidas pelas empresas.

Neste trabalho foi avaliado o efeito de
inseticidas para o controle de tripes na cultu-
ra da videira e comparado métodos de amos-
tragem para estimar a populacdo nas inflo-
rescéncias.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O experimento foi conduzido em vinhedo
comercial da cultivar Italia (Vitis vinifera)
localizado em Marialva, PR (latitude: -
23297067 S, longitude: -51°47°30” W ¢ alti-
tude 670 metros), em fevereiro de 2006. O
parreiral foi implantado em 1994, no espaga-
mento de 6 x S m e conduzido no sistema de
latada com todos os tratos culturais seguin-
do-se as recomendagdes para a cultura na
regiao.

Métodos de amostragem

Para amostrar os tripes nas inflorescén-
cias foram avaliadas as técnicas de batida e
do ensacamento, esta ultima conforme pro-
posto por LEwis (1973). A amostragem pela
batida das inflorescéncias foi efetuada em
bandeja plastica branca (20cm x [2cm x
5cm) com a contagem direta dos tripes. Para
a avaliagdo do método do ensacamento, as
inflorescéncias foram individualizadas em
sacos pldsticos transparentes, com posterior
contagem total dos insetos utilizando estere-
omicroscépio biocular (10x). Foram avalia-
das em cada repeti¢do duas inflorescéncias
com no minimo 50% das flores abertas, para
cada tipo de amostragem. Os trips coletados
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foram acondicionados em alcool 60% para
posterior montagem em ldmina, segundo
MOUND & MARULLO (1996) e identificados
conforme MONTEIRO (1999) pela especialista
Silvia Maria Jansen Pinent. Espécies teste-
munhas estdo depositadas na Colegdo de
Referéncia do Laboratorio de Biologia e
Ecologia de Insetos da Faculdade de Agro-
nomia da Universidade Federal do Rio Gran-
de do Sul — UFRGS, Porto Alegre, RS.

O numero médio de tripes por inflo-
rescéncia nos dois métodos de amostragem
foram comparados pelo teste t (P<0,5).

Experimento visando ao controle de
tripes no campo

Os inseticidas e doses avaliadas foram: 1)
Dicarzol 500 SP (cloridrato de formetanato),
75 g /100 L de agua; 2) Dicarzol 500 SP (clo-
ridrato de formetanato), 75 g + 1.000 g de
agucar/100 L de agua; 3) Dicarzol 500 SP
(cloridrato de formetanato), 100 g/100 L de
agua; 4) Dicarzol 500 SP (cloridrato de for-
metanato), 100g + 1.000 g de agucar/100 L
de agua; 5) Lebaycid 500 (fentiona), 100
ml/100 L de 4gua; 6) Orthene 750 PS (acefa-
to) 100g/100L de agua; 7) Tracer 480 SC
(spinosad) 20 g/100L de 4gua; 8) Talstar 100
CE (bifentrina) 50g/100L de agua; e 9) teste-
munha (sem aplicagdo). O experimento foi
conduzido utilizando-se cinco repetigdes por
tratamento, sendo cada parcela experimental
composta por uma planta numa area util de
30 m2. O delincamento experimental foi o
de blocos ao acaso.

Previamente a aplicagdo dos inseticidas, a
populagdo de tripes por inflorescéncia foi
avaliada em dois cachos por parcela com no
minimo 50% de flores abertas utilizando o
método da batida.

Os inseticidas foram aplicados com auxi-
lio de um pulverizador costal (Jacto Pjh)
com capacidade para 20 litros empregando-
se um volume de calda de 600 L/ha. Para
avaliar o efeito dos inseticidas na populagdo
dos tripes foram realizadas trés avaliagdes
amostrando-se pelo método da batida duas
inflorescéncias por parcela 24, 72 e 96 horas
apos a aplicagdo (HAA).

A andlise estatistica foi realizada transfor-
mando-se 0 numero médio de tripes por
inflorescéncia em raiz de (x + 0,5), compa-
rando-se as médias pelo teste de Tukey
(p<0,05). A eficiéncia dos produtos foi cal-
culada pela formula de ABBOTT (1925).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Métodos de coleta

Quando foi empregado o método da bati-
da, o nimero médio de tripes por inflo-
rescéncia foi maior (1,73) que o obtido no
ensacamento (1,42) porém, sem apresentar
diferencas significativas pelo teste t
(p<0,05). Desta forma, o método da batida
pode ser usado no monitoramento do tripes
na videira proporcionando uma avaliagdo
absoluta da populagéo nas inflorescéncias.
Embora nio tenha havido diferenga signifi-
cativa na comparagdo das médias popula-
cionais ente as duas metodologias, 0 méto-
do da batida foi adotado no experimento
pela maior praticidade o que também ¢
recomendado por Han et al. (2001) para a
mesma cultura. Do total de tripes coletados
na area experimental durante a pré-amos-
tragem (142), 98% dos exemplares foram
identificados como sendo Frankliniella
rodeos, seguido por Frankliniella garde-
niae (2%), indicando ser a primeira a espé-
cie predominante no vinhedo e a responsa-
vel por danos na cultura. £ rodeos também
foi encontrada danificando cucurbitaceas
(MONTEIRO, 1999) e descrita como praga
em soja e arroz (AGROFIT, 2007), enquanto
que F. gardeniae esta freqiientemente asso-
ciada a flores de citrus em Sdo Paulo (MON-
TEIRO, 1999).

Experimento de campo visando o con-
trole de tripes

Na pré-amostragem, ndo foram observa-
das diferengas significativas na populagdo de
tripes nas inflorescéncias colhidas nas dife-
rentes parcelas, indicando uma uniformidade
de infestagdo da praga no parreiral (Tabela
1). Nesta avaliagdo foram observados
somente individuos adultos de trips no moni-
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toramento, 0 que pode indicar a provavel
migracdo destes insetos provenientes de
plantas hospedeiras localizadas proxima
e/ou interior do parreiral, para as flores da
videira durante a floragdo.

Apos a aplicagdo dos produtos, em todas
as avaliagdes foram observadas diferengas
significativas na populagdo de tripes nas
inflorescéncias que receberam o tratamento
com inseticidas quando comparado com a
testemunha (Tabela 1).

Na primeira e segunda avaliagdo realiza-
das 24 e 72 HAA, todos os inseticidas e
doses avaliadas foram eficazes no controle
de F. rodeos, o que resultou numa redugdo na
populagdo de tripes em niveis acima de 90%
quando comparados ao tratamento testemun-
ha (Tabela 1). A partir da terceira avaliagdo
(96 HAA), o cloridrato de formetanato nas
duas doses avaliadas (com e sem a adigdo de
agucar) e o acefato (100g/100L) mantiveram
o controle do inseto em niveis superiores a
90% enquanto que o fentiona (100 ml/100
L), spinosad (20 g/100L) e bifentrina
(50g/100L) proporcionaram um controle de
85,7, 80,95 e 80,95% respectivamente, sem
haver diferenga significativa entre produtos
e doses (Tabela 1). A adigdo de aglcar a
calda do cloridato de formetanato, recomen-
dado pelo fabricante, resultou num controle
numericamente superior a aplicagdo isolada
do produto, porém, nio foram observadas
diferencas significativas entre as doses e o
atrativo (Tabela 1).

Neste trabalho foi utilizado o inseticida
fentiona como padrdo de comparagao, ja que
ndo existem produtos registrados para o con-
trole de tripes na cultura da videira. Entre-
tanto, a constatagdo de que o cloridrato de
formetanato, com registro no Brasil para o
controle de 7. tabaci em cebola e T palmi
em crisantemo e tomate, e o spinosad, com
registro para o controle de F schultzei em
algoddo e F. occidentallis em crisantemo,
sdo eficazes no controle de F. rodeos na cul-
tura da videira, permite ampliar as alternati-
vas para o0 manejo da praga.

Visto que a fentiona € indicada para o
controle de mosca-das-frutas Ceratitis capi-
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tata no periodo de maturagao dos frutos
(AGROFIT, 2007) e a bifentrina para o acaro-
rajado Tetranychus urticae na cultura, seria
interessante como estratégia no controle qui-
mico o uso de outros ingrediente ativos, o
que permite a rotagdo de produtos.

Embora o inseticida acefato nido possua
registro para a cultura da videira no Brasil, o
produto ¢ indicado para o controle de F
rodeos em soja (AGROFIT, 2006), embora
empregando-se doses superiores a usada no
experimento.

CONCLUSOES

O método da batida em bandeja ¢ equiva-
lente a contagem absoluta dos individuos
para amostrar tripes em inflorescéncias de
videira.

Os inseticidas Dicarzol 500 SP (cloridrato
de formetanato), Lebaycid 500 (fentiona),
Orthene 750 PS (acefato), Tracer 480 SC
(spinosad) e Talstar 100 CE (bifentrina) sdo
eficientes no controle de Frankliniella rode-
os em videira da cultivar ‘Italia’.

RESUMEN

BoTToN M., A. NONDILLO, M. ZART, S. PINENT,W. GENTA. 2007. Evaluacion de los
insecticidas quimicos para controlar Frankliniella rodeos (Moulton, 1933)
(Thysanoptera: Thripidae) en uvas de tabla en el Brasil. Bol. San. Veg. Plagas, 33: 575-
580.

Los trips son considerados una de las principales plagas de la vid, en especial, de las
uvas de mesa. Ya que el monitoramento de la plaga es muy importante se compararon dos
métodos de muestres: el método del movimiento de la inflorescéncia en bandeja y el
ensacamento de la inflorescéncia con evaliacion debajo de estereomicroscopio. Debido a
la falta de informaciones sobre insecticidas eficaces para el control del insecto en vifie-
dos, se condujo un experimento com ¢l objeto de evaluar ¢l efecto del formetanato
(Dicarzol 500 SPa 75 y 100g/100L) com y sin adicion de 1% de azucar, fentiona (Lebay-
cid 500 CE, 100mL/100L), acefato (Orthene 750 BR, 100g/100L), bifentrina ( Talstar 100
CE, 50g/100L) e spinosad (Tracer 480 SC, 20g/100L). El trabajo fue realizado en vine-
do comercial del cultivar Italia (Vitis vinifera), situado en Marialva, PR. Para el moni-
toramento de tripes en vid no habia diferencia entre los métodos comparados De entre
los insectos colectados en }a area comercial, 98% de los ejemplares fueron identificados
como Frankliniella rodeos seguidos por F. gardeniae (2%). La evaluacion realizada a las
24 y 72 hrs, indicd que todos los insecticidas y dosis evaluados fueron eficaces en el con-
trol del insecto, resultando en una reduccion de la infestacion en niveles arriba de 90%.
A partir de las 96hrs, los insecticidas formetanato y el acefato mantuvieron niveles de
control del insecto superiores a 90% encuanto que el fenthion, spinosad y bifentrina pro-
porcionaran un control, de 85,7, 81 y 81%, respectivamente, sin haber diferencia signi-
ficativa entre productos y dosis. No se observé efecto sinérgico en el control de F. rodeos
com la adicion de azicar al formatenato.

Palabras clave: Mangjo integrado de plagas, control quimico, piretroides, formeta-
nato, naturalyte, fosforados.

ABSTRACT

BorTon M., A. NONDILLO, M. ZART, S. PINENT,W. GENTA. 2007. Evaluation of che-
mical insecticides to control Frankliniella rodeos (Moulton, 1933) (Thysanoptera: Thri-
pidae) in table grapes in Brazil. Bol. San. Veg. Plagas, 33: 575-580.

The thrips are one of the most important pests associated with vineyards in Brazil,
mainly in table grapes. To the monitoring of the pest is of great importance for the tak-
ing of decision in the culture, two methods of samplings for trips in grapevine had been
compared: the method of the stroke of the inflorescence in tray; and another the bagging
of the inflorescence with after counting under stercomicroscope. Due the absence of
information on insecticides to control the insect in the culture, an experiment was con-
ducted with the objective of evaluate the effect of formetanato (Dicarzol 500 SP a 75 and
100g/100L) with and without addition of 1% of sugar, fentiona (Lebaycid 500 CE,
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100mL/100L), acefato (Orthene 750 BR, 100g/100L), bifentrina (Talstar 100 CE,
50g/100L) and spinosad (Tracer 480 SC, 20 g/100L). The trial was conducted in a com-
mercial vineyard of ltaly table grape (Vitis vinifera) in Manalva, PR. To the monitoring
of trips in grapevine it didn’t have difference between the comparative methods. Of all
insects collected in the experimental area, 98% was identified as Frankliniella rodeos
and 2% as Frankliniella gardeniae, being the first one responsible for the damages in the
culture. All insecticides were effective in reducing thrips infestation 72 hours after spray-
ing, resulting in levels next to 90% of control. After 96 hours, formetanato and acefato
controlled the insect in levels higher than 90% whereas fentiona, spinosad and bifentri-
na provided a control of 85,7, 81 and 81%, respectively. It was not observed synergic
effect in the control of F. rodeos with the addition of sugar to the formetanato.

Key words: Integrated pest management, chemical control, piretréides, formetanato,

naturalyte, fosforados.
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OTROS TEMAS

El establecimiento de una cartografia de algunas plagas de la
remolacha azucarera de la region del Gharb en Marruecos

J. SNaIKI, A. NADIF, M. OUHSSINE

Marruecos es uno de los raros paises en la cuenca mediterrdnea en el que deben cul-
tivarse las dos plantas azucareras: remolacha y caia de azicar. Estos cultivos se intro-
dujeron para satisfacer la necesidad surgida del consumo de aztcar. valorado como el
més elevado a escala internacional. El desarrollo de {a remolacha azucarera en el peri-
metro del Gharb gener6 una proliferacién de pardsitos y agentes patégenos que afecta-
ban a este cultivo a lo largo de su ciclo. En este trabajo se intenta establecer una carto-
grafia de algunas plagas de este cultivo en las tres principales zonas productoras de
remolacha (Sidi Allal Tazi, Mechraa Bel Ksiri, y Sidi Slimane) de la regién del Gharb

en Marruecos.

J.SnaIKI, M. OunssINE. Université Ibn Tofail, Faculté des Sciences, Département de Bio-
logie, Kenitra (Maroc). E-mail : snjaafar@yahoo.fr
A. NADIF. ORMVAG/CTCS ,BP/79, Kenitra (Maroc)

Palabras clave: plantas azucareras, Cassida. pardsitos.

INTRODUCCION

Inmediatamente después de su indepen-
dencia, Marruecos decidié desarrollar su
industria azucarera mediante la implantacién
de los cultivos de remolacha azucarera a
principios de los afios sesenta y de cafia de
azticar a principios de los afios setenta. El
objetivo era alcanzar la autosuficiencia en
azidcar, producto ampliamente consumido
por la poblacién marroqui y cuya necesidad
como materia de primera necesidad no deja
de aumentar con el paso del tiempo.

El cultivo de la remolacha azucarera se
localiza en los grandes perimetros irrigados
del Ghrab, Lokkos, Doukkala, Tadla y Mou-
louya. La produccién nacional de azicar se
sitia en 460000 toneladas aproximadamen-
te, 80% de las cuales a partir de la remola-
cha. Cubre el 47% de las necesidades inte-
riores del consumo de este producto. El com-

plemento estd garantizado por las importa-
ciones, que ascienden actualmente a 550000
toneladas (M.A.D R E.F., 2006).

La regién del Gharbcomprende tres prin-
cipales zonas productoras de remolacha, Sidi
Slimane, Machraa Bel Kasiri y la zona de
Sidi Allal Tazi. Produce un 25,5% de la tota-
lidad de la produccién nacional, es decir,
763712T, ocupando alrededor de un 30% de
la superficie reservada a la remolacha. Sin
embargo, la produccién en esta region se
caracteriz6 estos dltimo afios por una reduc-
cién del rendimiento, que pas6 de 49 5T/Ha.
en 1999 a 45,5T/Ha. en 2004, a pesar del
aumento de la superficie cultivada, que pasé
de 13679Ha. en 1999 a 17000 en 2005.

Entre los insectos, las orugas de distintas
especies de noctuidos atacan las jévenes
plantas de remolacha de siembra precoces
(siembra de septiembre y octubre) y son la
causa de la reduccién de asentamientos. De
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Cuadro 1. CDA visitados en las prospecciones en la zona de accién de las Azucareras del grupo SUNABEL en la
region del Gharb

Azucareras

Centros de Desarrollo Agricola

MB. Ksiri 241-242-247-224-226-223-222-221-DPA2202
SATazi 225-231-233-243-244-245-235-234-237-236
S.Stimane 211-212-213-214-216-217-218-246

vez en cuando, tipulas y gusanos blancos
causan dafios en los campos de remolachas.
En invierno, en el caso de suelos pesados y
hiimedos de la zona costera del Gharb, las
j6venes plantulas de remolacha pueden ser
dafiadas tanto por las babosas que la resiem-
bra es a menudo necesaria (AKALACH et al.,
1999). Se encuentran también galerias cava-
das en la raiz por las larvas de Cleonus men-
dicus (Conorrhynchus mendicus). Mientras
que la cassida (Cassida vittata) se convirtié
en la plaga temible que debe combatirse.
Hace su aparicién regularmente al final del
invierno, en el Gharb. Las pérdidas de rendi-
miento son considerables.

MATERIAL Y METODOS

El seguimiento de la situacién fitosani-
taria de la remolacha azucarera

El seguimiento de la situacién fitosanita-
ria de la remolacha azucarera en plena vege-
tacion se realizé en colaboracién con los res-
ponsables de las azucareras del Centro Téc-

nico de los Cultivos Azucareros del ORM-
VAG (Office Régional de la Mise en Valeur
Agricol du Gharb). Las observaciones se
refirieron a 60 parcelas de agricultores.

Distribucién de las parcelas prospec-
tadas

Se observaron sesenta parcelas de agri-
cultores durante el ciclo vegetativo de la
remolacha. Estas parcelas se distribuian
sobre toda la zona de accién de] ORMVAG.
Obviamente la prioridad se concedid a los
CDA (Centros de Desarrollo Agricola)
donde las superficies remolacheras son mas
importantes.

La eleccion de las parcelas de seguimien-
to se hizo segun el reparto administrativo
realizado por el grupo de azucareras y que
delimita la zona de accién de cada azucare-
ra. En efecto, la programacion de la superfi-
cie sembrada de remolacha azucarera estd
bajo la responsabilidad de tres azucareras. El
SUNAG de Mechrai Bel ksiri que adminis-
tra el sector de Mechraa Bel Ksiri, el

Cuadro 2. Problemas fitosanitarios causados por las plagas en las parcelas examinadas de las tres zonas de

produccion
. . . Severidad
Periodo de Parcelas Parcelas Incidencia
Zonas prospecciones  examinadas Plagas atacadas Media (%) (.%) .O.N de
individuos
%’L‘;‘l‘(‘;’r‘: a”u“l ge,\‘jgfsr 17 Cassida 15 69.52 De0 249
24 Cassida 17 62.5 DeOa> 14
Sidi Allal  Du 25 Mars Pn“e'gr‘;“ 0 27 Colonias
Tazi Au 22 Avril Cleonus 5 3 De 0442
Caracoles
21 Cassida 21 62,5 DeOa> 14
= . Caracoles 38 10,62 Dela3l
i Du 26 Al Pulgon 10 19 Colonias
imane u bz Mat negro 10 145 Dela?

Cleonus
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Figura 1. Distribucién de las parcelas prospectadas en la region del Gharb.

SUNAG de Sidi Allal Tazi que encuadra la
zona de Sidi Allal Tazi y la azucarera de Sidi
Slimane que administra la zona de Sidi Sli-
mane. El Cuadro | muestra los CDA visita-
dos en la zona de accién de cada azucarera y
la Figura | muestra las parcelas examinadas.

Recuento de las plagas y estimacion de
sus dafios

El seguimiento de las plagas en las parce-
las fue realizado por la observacion visual de
plantas de remolacha (50 plantas por parce-
la) tomadas aleatoriamente zigzagueando en
la parcela prospectada. El objetivo es tener
en cuenta la presencia o la ausencia depla-
gas. Se hizo un recuento de individuos de
cada especie de plagas sobre diez plantas
elegidas aleatoriamente, con el fin de cuanti-
ficar el nivel de poblacién y compararlo con
el limite madximo de intervencién quimico

posible informado por estudios previos con-
tra la plaga en cuestién. Simultdneamente se
realizé una estimacién de los dafos sobre
una decena de hojas.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este se trabajo se intenta reunir el
maximo de datos, con el fin de tener una idea
mds cercana sobre la situacion fitosanitaria
actual de la regién del Gharb (Cuadro 2). La
zona de Mechrad Bel Ksiri parece estar
menos infestada por las plagas en relacién
con las zonas de Sidi Allal Tazi y Sidi Sli-
mane. Esto puede explicarse por el hecho de
que las prospecciones en esta zona comenza-
ron pronto (4 de febrero). Durante este peri-
odo las condiciones climéticas no eran favo-
rables al desarrollo delas plagas. Por el con-
trario, a partir del 25 de marzo, se pudo
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observar la presencia de una gama bastante
diversificada de organismos nocivos, tanto
en la zona de Sidi Allal Tazi como en la zona
de Sidi Slimane. Esta observacién lleva a la
recomendacién de la realizacién del segui-
miento sanitario del cultivo de la remolacha
azucarera a partir de finales de marzo con el
fin de tener una imagen fiel de la situacion
fitosanitaria de este cultivo. Debido a la
amplitud de la tarea, conviene formar equi-
pos especializados para cada zona.

Cassida

La zona de Mechrai Bel Ksiri

Entre las plagasde la remolacha azucarera
en la zona de Mechrai Bel Ksiri, C. vittata es
la Unica que estd presente y causa dafio. En
efecto, el porcentaje de plantas atacadas
vari6 del 38% al 100%. Los dafios son muy
variables,y van desde la destruccién locali-
zada de algunos ¢cm? hasta la destruccién
completa del follaje de toda la parcela. El
estudio del impacto de distintos grados de
ataque de C. vittata en los rendimientos de la
remolacha realizada por HaMDAOUI en 1982,
revelé que con una densidad inicial de 3
adultos por pie el limite maximo de toleran-
cia econdmico es ampliamente superado.
Las prospecciones realizadas en la zona de
Mechrad Bel Ksiri durante el periodo de
plena vegetacion revelaron que un 40% de
las parcelas prospectadas superaban amplia-
mente el limite maximo de tolerancia econd-
mico, que es aproximadamente de 3 adultos
por pie, tal como estableci6 HAaMDaoUI
(1982). La influencia de los dafios de la cas-
sidasobre el contenido en aziicar de la remo-
lacha no se percibe mas que a partir de fuer-
tes densidades, aproximadamente de |4
adultos por pie (Hampaoul, 1982). En las
prospecciones realizadas, la parcela mds
infestada durante el periodo que se extiende
desde la primera década de febrero a la
segunda década del mes de marzo, presenta
un nimero medio de 4,9 adultos por pie.
Esta observacién lleva a recomendar un tra-
tamiento precoz, para mantener esta plaga a
un nivel bajo de poblacién, a partir de fines
del mes de marzo.

La zona de Sidi Allal Tazi

El concepto de importancia agronémico
dista mucho de ser estético. En efecto, evo-
luciona en el tiempo y en el espacio, tanto
tras las variaciones de las condiciones ecol6-
gicas como modificaciones de las précticas
culturales y métodos de lucha. Por ello, el
problema de C. mendicus en el Gharb, que
fue hace algunos afios de una importancia
principal, tiende hoy a desaparecer. Pero se
asiste este afio a un recrudecimiento de la
cassida en todas las zonas productoras de
remolacha azucarera. La incidencia de la
cassida sobre las parcelas de remolacha azu-
carera en la zona de Sidi Allal Tazi fue muy
variable de una parcela a otra. Se constat6é
que algunas parcelas se infestaban débilmen-
te, mientras que otras se infestaban mucho ,
en las que la incidencia es del orden de un
100% y el follaje se destrufan completamen-
te (Figuras 2 y 3). La calidad tecnolégica
deterioré 3 parcelas entre las 17 atacadas
(sobrepasando 14 individuos por planta de
remolacha).

La zona de Sidi Slimane

La cassida se revelé como la plaga mas
importante de la remolacha azucarera en la
zona de Sidi Slimane. Estd presente en la
zona con una frecuencia del 100% y consti-
tuye el enemigo mds temible del cultivo. El
porcentaje de plantas atacadas por la cassi-
da se elevé mucho en esta zona. El ataque
fué de alrededor de un 50% de las parcelas
entre las 21 atacadas. Sabiendo por una
parte que la superficie remolachera en la
zona de Sidi Slimen es de cerca de 3800
hectdreas, y por lo tanto que este insecto
invade unas 1900 hectdreas completamente,
y por otra parte que esta zona produce unas
157670 tonelada de remolacha azucarera, lo
que equivale al 22% de la totalidad de la
produccién de la regidn, se deduce que alre-
dedor de 80000 toneladas de remolacha
azucarera son afectadas por estaplaga. El
limite mdximo de tolerancia econémico en
verano se superd en 15 parcelas, por lo que
la calidad tecnolégica afect6 a 6 parcelas
prospectadas (el nimero de individuos por



BOL. SAN. VEG. PLAGAS. 33, 2007 585

planta sobrepasa 14 cassidas). Los dafios de
la cassida se extienden a toda la zona de
produccién, obligando a los agricultores a
tratar intensamente sus cultivos con el fin
de controlar sus infestaciones.

El pulgén negro

La zona de Sidi Allal Tazi

El pulgén negro, también estuvo presente
sobre el cultivo de la remolacha azucarera en
la zona de Sidi Allal Tazi. Constatamos la
presencia de este pulgén negro en 10 parce-
las, entre 24 examinadas. La incidencia del
ataque varia entre el 7% y el 57%, con una
media de 25,3% aproximadamente. En el
perimetro del Gharb, los agricultores no tra-
tan contra los pulgones sobre remolacha,
pues consideran que los ataques se limitan
mucho en el tiempo y los dafios permanecen
muy localizados. Por el contrario, las pros-
pecciones revelaron la presencia del pulgén
negro con una incidencia bastante elevada, lo
que lleva a recomendar un tratamiento qui-
mico cuando la temperatura es favorable a la
al desarrollo de este pulgén. El tratamiento
debe realizarse al mismo tiempo contra la
cassida y contra el cleonus, que pueden coe-
xistir sobre la remolacha azucarera en este

Figura 3. Ataques de Cassida vittata sobre hojas de la
remolacha azucarera en la regién del Gharb.
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Figura 4. Distribucién de las plagas de la remolacha azucarera en la regién del Gharb.
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Figura 5. Porcentaje de las parcelas infestadas por la cassida en relacion con las parcelas examinadas.
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periodo. Por ello, la pulverizacién del pro-
ducto quimico debe realizarse de tal manera
que el insecticida penetre en las hojas jove-
nes donde el pulg6n encuentra refugio.

La zona de Sidi Slimane

En la zona de Sidi Slimane, se observo el
pulgén negro en dos parcelas, con una inci-
dencia media del 19%. Puede ser que las
condiciones climdticas no favorecieran el
desarrollo de este pulgén. Los tratamientos
quimicos dirigidos contra la cassida podrian
haber contribuido a controlar el pulgén
negro.

Caracoles

La zona de Sidi Allal Tazi

Se observaron caracoles sobre la remola-
cha azucarera en 5 parcelas prospectadas,
con una incidencia media del | 1%. Se obser-
varon sobre todo en parcelas rodeadas por
las malas hierbas que constituyen refugios
para estas plagas. Se recomienda arar para
destruir estos refugios en los bordes de las
parcelas.

La zona de Sidi Slimane

En la zona de Sidi Slimane, se observaron
caracoles en 8 parcelas. La incidencia media
de ataque fue del orden del 10,62% vy el
nimero medio de individuos por planta fué
limitado (2,37 caracoles). A pesar de la fre-
cuencia bastante elevada, el efecto de estas
plagas sobre la remolacha azucarera no fue
tan grave debido a que el nivel de poblacién
fue bajo.

Cleonus mendicus

La zona de Sidi Allal Tazi

Hace algunos anos C. mendicus se exten-
dia por todas las regiones del Gharb y el
Loukkos.Se infestaban mds o menos el 90%
de las parcelas y se destruian completamente
algunas superficies, lo que causaba una pér-
dida tanto para las azucareras como para los
agricultores. Mientras que las prospecciones
realizadas en la zona de Sidi Allal Tazi reve-
laron la presencia irregular de esta plaga, en

5 parcelas seguidas la incidencia media era
muy escasa (5%). El nimero medio de indi-
viduos adultos por pie de remolacha fue del
orden de | adulto. La ventaja del seguimien-
to fitosanitario del cultivo, es que permite
minimizar el nimero de los tratamientos qui-
micos necesarios para la proteccion de los
cultivos. En 1999, AKALACH et al. recomen-
daron la lucha quimica en tres periodos para
proteger el cultivo de remolacha contra el C.
mendicus en el Gharb. un primer tratamiento
dirigido contra los adultos en los mes de
diciembre y enero. un segundo tratamiento
dirigido también contra los adultos durante
los meses de marzo y abril y un tercer trata-
miento dirigido contra las larvas durante el
periodo de mediados de marzo a mediados de
abril. Y puesto que el nivel de poblacién des-
cendid, la lucha quimica contra esta plaga no
fue necesaria.

La zona de Sidi Slimane

El C. mendicus en la zona de Sidi Slima-
ne se observd en dos parcelas entre las 21
visitadas, con una incidencia media del
orden de un 14,5%. El nimero medio de
individuos no sobrepasé dos cleonus por
planta de remolacha.

CONCLUSIONES

Las prospecciones realizadas permitieron
por una parte recoger la informacién sobre
las tres zonas de Mechrad Bel Ksiri, Sidi
Allal Tazi y Sidi Slimane productoras de la
region del Gharb, con el fin de realizar una
cartografia de las principales plagas (Figura
4) de la remolacha azucarera de la regi6n del
Gharb. Y por otra parte observar que la cas-
sida es la principal plaga que se desarrollé
sobre la remolacha azucarera, con inciden-
cias que pueden alcanzar el 70% en la zona
de Machraa Bel Kasiri y de las infestaciones
mas elevadas que pueden alcanzar el 100%
de las parcelas en la zona Sidi Slimane
(Figura 5). La cassida se considera el ene-
migo mds temible en la remolacha de la
region.
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ABSTRACT

J. SNaiki, AL NaDIF, M. QUHSSINE. 2007. The establishment of a cartography of some
plagues of the sugar beet of the region of the Gharb in Morocco. Bol. San. Veg. Plagas,
33: 581-588.

Morocco are one of the rare countries in the Mediterranean river basin in which the
two sugar plants must be cultivated: sugar beet and cane. These cultures were introduced
to satisfy the necessity arisen from the consumption with sugar, valued like the most ele-
vated on international scale. The development of the sugar beet of the region of the Gharb
it generated a proliferation of parasites and pathogenic agents who affected to this cultu-
re throughout their cycle. In this work is tried to establish cartography of some parasites
and pathogenic agents of this culture in the three main producing zones of beet (Sidi Allal
Tazi, Mechrad Bel Ksiri, and Sidi Slimane) of the region of the Gharb in Morocco.

Key words: sugar plants, Cassida, parasites.
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Uso de irradiacion gamma como método de control cuarentenario
de Frankliniella australis (Morgan) (Thysanoptera: Thripidae)

J. E. ArRAYA, T. CURKOVIC, A. CAYO

El trips negro de las flores, Frankliniella australis (Morgan)., una especie nativa chi-
lena, causa danos por rechazos cuarentenarios de fruta fresca de exportacién. Hoy. la
fumigacion con BrCHj es eficiente para evitar estos rechazos, pero estd cuestionada por
afectar la capa de ozono, por lo que la irradiacién de alimentos es una alternativa. Se
estudié en laboratorio el efecto de la irradiacion gama en F. ausiralis adultos, en dosis
de 250, 500, 750 y 1000 Gy, seguidas por almacenamiento a 0-5°C para simular condi-
ciones de embarque. La mortalidad inmediatamente después de irradiar fue baja (1,5 a
22,3% a 250 y 1000 Gy. respectivamente), pero aumentd una hora después (15.8; 33 4;
445y 51,7% para 250, 500, 750 y 1000 Gy, respectivamente). En esta evaluacion, la
mortalidad con la dosis mayor fue significativamente superior a las obtenidas con 500 y
250 Gy, mientras que los resultados con las dosis de 750 y 500 Gy no fueron diferentes
entre ellas, aunque si con la dosis menor. A las 24 horas, la mortalidad con todas las
dosis superd el 91%, aunque sélo la de 1000 Gy fue significativamente superior a la de
250 Gy. Al cuarto dfa (96 horas) hubo al menos 98.8% de mortalidad para los trata-
mientos de irradiacion, con diferencias significativas con el testigo, el cual presenté
entonces sélo 12,8% de mortalidad. Mediante regresién logit de los resultados de las
evaluaciones hasta el dia 4 se estimé un probit 9 (DLgg ggeg) para adultos de 188 Gy. Esta
dosis es ligeramente inferior a las indicadas en la literatura para el control de otros tisa-
népteros, lo que podria explicarse por la aplicacién conjunta de frio, aunque es necesa-
rio hacer més estudios de esta tecnologia bajo condiciones comerciales para verificar su
aplicabilidad en el control cuarentenario de F. australis.

J. E. ArRaYA, T. Curkovic. Departamento de Sanidad Vegetal, Facultad de Ciencias Agro-
némicas, Universidad de Chile, Casilla 1004, Santiago, Chile.

A. Cavo. Instituto de Entomologia, Universidad Metropolitana de Ciencias de la Edu-
cacién, Santiago, Chile.

Palabras clave: Control cuarentenario, probit 9. trips negro de las flores.

INTRODUCCION

La preocupacién por el ambiente ha cues-
tionado tratamientos cuarentenarios como el
bromuro de metilo, principal fumigante agri-
cola mundial, especialmente por dafiar la
capa de ozono (MEJia, 2005). En 2000 se
consumieron en Chile 474 ton de BrCH,,
20% de ellas en tratamientos cuarentenarios
(INIA, 2005). Pero las importaciones de
BrCH; se deberdn congelar, reducir y elimi-
nar paulatinamente, debido al protocolo de

Montreal (MEJia, 2005). Las tecnologias de
control cuarentenario de plagas en productos
agricolas de exportacién, incluyendo la irra-
diacién, han sido revisadas por ARAYA y
CURrRKOVIC (2006). Aunque la irradiacién es
una alternativa cuarentenaria econdémica-
mente viable para la fruta de exportacién
(ICGFI, 1999), no se conoce su efecto en
algunas plagas, y no hay dosis genéricas para
grupos de insectos o 4caros. Entre ellos, los
trips causan rechazos de embarques de fru-
tas, por lo que se debe determinar la eficien-
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cia cuarentenaria de este tratamiento sobre
estos insectos, particularmente el trips negro
de las flores, Frankliniella australis (Mor-
gan). Esta especie nativa chilena se alimenta
del polen de muchas plantas, en las que no se
reproduce o lo hace escasamente, pero causa
dafios por rechazos cuarentenarios de fruta
fresca de exportacién, principalmente fram-
buesas, kiwis y nectarinas (ARTIGAS, 1994).

En 1991 se recopilaron antecedentes para
desarrollar protocolos de aplicacién de irra-
diacién como método cuarentenario, inclu-
yendo dosimetria, sistemas de operacion y
dosis minimas para el control de diversas
plagas, principalmente moscas de la fruta,
gorgojos, escamas, afidos, trips y acaros
(ICGFI, 1991). Estudios posteriores han
ampliado la lista de plagas controladas con
la irradiacién, y el conocimiento sobre las
dosis necesarias para su control cuarentena-
rio (IDIDAS, 2005).

El USDA-APHIS estd evaluando dosis
minimas de irradiacién para eliminar o este-
rilizar plagas cuarentenarias especificas.
Estos estudios serdn fundamentales para
determinar dosis adecuadas y para obtener la
aprobacién de instituciones como el USDA-
APHIS-PPQ para establecer la irradiacién
como un método de contro] cuarentenario de
diversos trips (HALLMAN, 2001).

En este trabajo se estim¢ la dosis de irra-
diacién necesaria para lograr un control cua-
rentenario efectivo (probit 9, la dosis minima
para obtener 99,9968% de mortalidad de
adultos) de esta plaga. Los objetivos especi-
ficos fueron determinar la mortalidad de
adultos del insecto por efecto de la irradia-
cién gamma en dosis de 250, 500 y 1000 Gy,
con el uso conjunto de almacenamiento en
frio a 0-5°C postirradiacion.

MATERIAL Y METODOS

En diciembre de 2005 se colectdé F. aus-
tralis con aspirador manual desde flores de
Picris echioides L. (Asteraceae) en el cam-
pus sur de la Universidad de Chile, RM. Los
trips se llevaron de inmediato en una nevera
a £10°C para irradiarlos a la Comisién Chi-

lena de Energia Nuclear, Comuna de La
Reina, Santiago, en un irradiador Gamma-
cell 220 R con Co-60 (Figura 1), bajo cuatro
dosis (250, 500, 750 y 1000 Gy), ademds de
un control sin irradiacién. La unidad experi-
mental consisti6 en 100 trips adultos en fras-
cos pldsticos de 100 mL, con cuatro repeti-
ciones por dosis, en un disefio completamen-
te al azar. Para la aplicacion uniforme de las
dosis se hizo una dosimetria previa sobre una
unidad experimental. La energia absorbida
se midié con dosimetros Fricke modificados,
preparados segiin la norma ASTM D-2954,
que consisten en una solucién de Fe*Z que se
oxida a Fe*3 por efecto de la radiacién. Los
tiempos de exposicién para que cada unidad
experimental recibiera una dosis promedio
de 250, 500, 750, 1000 Gy fueron 4,31; 9,32;
1433 y 19,34 minutos, respectivamente.

La mortalidad se evalué inmediatamente
(5-10 minutos después de la exposicion =
Inm), a la hora y varios dias después de la
irradiacién (Cuadro 1). En cada frasco se
agregé un brote floral de alfalfa como sustra-
to alimenticio de F. australis, el que se renové
cada 5 dias para los trips supervivientes. El
material irradiado se mantuvo en refrigerador
a temperaturas entre 0 y 5°C, para simular las
condiciones de embarque de fruta de exporta-
cién y la mortalidad se midié bajo lupa este-
reoscépica hasta llegar al 100% de los indivi-
duos irradiados. Se consideraron muertos los
insectos con deshidratacion evidente y que no
reaccionaron al estimulo con un pincel. Los
porcentajes de mortalidad se corrigieron
mediante la formula de ABBOTT (1925) para
descartar la mortalidad natural. Estos resulta-
dos corregidos se normalizaron mediante la
transformacién de Bliss (arcoseno V% morta-
lidad/100) y sometieron a un andlisis de
varianza. Para determinar diferencias signifi-
cativas entre las dosis aplicadas en el tiempo
se utilizaron pruebas de DUNCAN (1955).

El probit 9 (DLgg g9¢g) s€ estimé a través
de una regresion logit de la mortalidades
hasta el dia 4 (96 horas desde la irradiacion;
posteriormente la mortalidad natural aumen-
té a niveles superiores a 20%) con las dosis
aplicadas usando el programa Statistica v 7.0
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Figura |. Irradiador Gammacell 220R de Cobalto 60.

[no se aplic6 una regresién lineal por no
cumplirse el supuesto de continuidad y de
distribuciéon normal de la variable depen-
diente (DOBSON, 1993; TAUCHER, 1999)].

RESULTADOS

Inmediatamente después de irradiar
(Inm), las dosis de 1000 y 750 Gy presenta-
ron mortalidades promedio corregidas de
223 y 10%, respectivamente, aunque Sin
diferencias significativas entre ambas. Las

dosis de 500 y 250 presentaron menores pro-
medios de mortalidad corregida, 9 y 1,5%,
respectivamente, aunque sin diferencia sig-
nificativa entre ellas. El testigo, por el con-
trario, presentd una diferencia significativa
con los tratamientos, con sélo 0,5% de mor-
talidad (Cuadro 1). Después de una hora,
todos los niveles de mortalidad aumentaron.
Las dosis de 500, 750 y 1000 Gy causaron
mortalidades promedio de 334; 445 vy
51,7%, respectivamente, sin diferencias sig-
nificativas entre las dos mayores. En esta

Cuadro 1. Promedios acumulados de mortalidad de adultos de F. australis a varios intervalos (horas) desde la expo-
sicién a varias dosis de radiacién ionjzante y almacenamiento en frio (0-5°C) postirradiacién.

Gy Inm* I'H 24 H 48 H 72 H 96 H 168 H 288 H
1000 223 e 51.7d 989 ¢ 997 b 1000 ¢ 1000 ¢ 1000 b 1000 b
750 100 de 445 cd 96.8 be 997 b 1000 ¢ 1000 ¢
500 90 cd 334 ¢ 95,6 bc 978 b 98,9 bc 99,6 bc 100,0 b
250 1,5 be 158 b 914 b 978 b 988 b 993 b 1000 b

0 05 a 05a 40 a 83 a 128 a 252 a 52,7 a 96,5 a

Promedios con la misma letra en una columna no son diferentes (P<0,05) segiin pruebas de rango miltiple de Duncan
(1955). Inm*: evaluacién inmediatamente después de irradiar.
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medicién, la dosis de 250 Gy presenté una
mortalidad de 15,8%, diferente significativa-
mente de las demds dosis aplicadas, y signi-
ficativamente superior al testigo. A las 24
horas de la irradiacién, la supervivencia dis-
minuy6 y s6lo hubo diferencias significati-
vas entre las dosis mayor y menor. Las mor-
talidades promedio fueron 91.4; 95,6; 96,8 y
98,9% para las dosis de 250, 500, 750, 1000
Gy, respectivamente, todas significativamen-
te superiores al testigo. Estos niveles de mor-
talidad siguieron aumentando posteriormen-
te, hasta alcanzar promedios de pricticamen-
te 100% a las 96 horas. Bajo las condiciones
del experimento, los trips adultos del contro}
sobrevivieron aproximadamente 15 dias.
La regresion logit resultd en la ecuacidn

y=exp(-0,69315+(0,1)*x)/[ 1 +exp
(-0,69315+(0,1)*x)]; R2 = 0,76

donde (x) representa la dosis aplicada, e (y)
la mortalidad obtenida. Asi, para obtener el
probit 9 se reemplazé la variable (y) a un
99,9968 % de mortalidad en la ecuacién. Con
ello, la dosis necesaria para obtener el nivel
probit 9 de seguridad cuarentenarja se esti-
mé en 188 Gy para las condiciones de esta
investigacion.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo
una hora después de la exposicién (33,4 a
51,7% de mortalidad con dosis de 250 a
1.000 Gy) son ligeramente inferiores a los de
ARAYA et al (2007) para el trips de las flores
F. occidentalis (Pergande) (44,7 a 67,5%
para dosis de 500 y 1.000 Gy). Sin embargo,
la mortalidad a los 14 dias en ese estudio, fue
mucho menor (79,6 versus 100% después de
una semana en nuestro trabajo). Las diferen-
cias entre ambos estudios pueden deberse, en
parte, a los rangos de temperaturas distintos
en cada estudio.

El probit 9 de 188 Gy estimado para mor-
talidad de adultos de F. australis en este tra-
bajo es escasamente menor a los resultados
recopilados por IDIDAS (2005) para otros

trips. Esto se debe probablemente al efecto
de un factor sinérgico, como las condiciones
de frio post irradiacién en las que se mantu-
vieron los insectos en nuestro estudio. Estos
resultados aumentan la informacién sobre el
efecto de la irradiacidn en el género Frankli-
niella obtenida por ARAYA et al. (2007) con
F. occidentalis, una especie cercanamente
relacionada, muy comun pero sin importan-
cia cuarentenaria. Otros trips como Micro-
cephalothrips abdominalis (Crawford) y
Retithrips syriacus (Mayet) requieren dosis
de 200 Gy para su control (IDIDAS, 2005).

El probit 9 de seguridad cuarentenaria
aceptado por varios paises equivale a no mas
de 32 sobrevivientes en un millén de indivi-
duos tratados (uno en 31.250) (IAEA, 1985).
En la actualidad, sin embargo, este nivel ha
sido cuestionado, debido principalmente a
que la seguridad cuarentenaria total deberfa
basarse en estudios de esterilidad post irradia-
cién, como ocurre en moscas de la fruta,
donde se estipula un probit 9 (99,9968% de
prevencién de emergencia de otra generacién
de estados adultos) que se logra con 150 Gy.

Las dosis minimas para inhibir el desarro-
llo de estados juveniles y aquellas para este-
rilizar los adultos de diversas plagas se
encuentran en IAEA (2002). En la base de
datos IDIDAS (2005), para Thysanoptera, se
conocen niveles de esterilidad en Franklinie-
lla schultzei (Trybom) con dosis de 250 Gy
(YALEMAR et al, 2001). En F. pallida (Uzel),
la esterilidad se logra con 100 Gy; Frankli-
niella intonsa (Trybom) requeriria 200 Gy,
aunque con dosis de 100 Gy se alcanzaria la
esterilidad en varios estados preadultos;
Thrips palmi (Kamy) y T. tabaci (Lindeman)
requieren 300 Gy para esterilizar adultos y
350 a 400 Gy para inhibir el desarrollo de los
estados juveniles (IDIDAS, 2005). Este
pardmetro de esterilizacién deberd ser consi-
derado en otros estudios con F. australis.

En la actualidad, sélo EE.UU. ha aceptado
y aplicado protocolos de comercializacién
utilizando la irradiacién como herramienta
cuarentenaria. Japon, Nueva Zelanda y Aus-
tralia han avanzado en esta materia y se espe-
ra que a medida que la tecnologia se desarro-
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lle, la percepcién piblica mejore y se incor-
poren paises como Corea, China, Taiwin e
India, paises sudafricanos, de América Cen-
tral y Sudamérica (HEATHER, 2002). Por el
bajo nimero de investigaciones atin no se ha
desarrollado un protocolo de irradiacién
como tratamiento cuarentenario para el con-
trol de trips y sélo se han hecho pequeiias
experiencias sobre el efecto combinado con
otros tratamientos cuarentenarios. En marzo
de 2002 se hizo el primer ensayo de comer-
cializacién incluyendo la irradiacién para el
control cuarentenario de trips en la exporta-
cién de orquideas desde Tailandia a Nueva
Zelanda. Las flores expuestas al BrCH; para
el control del trips de la orquidea Thrips palmi
sufrfan dafo, y se opté por un tratamiento
cuarentenario combinado consistente en
inmersién en el insecticida imidacloprid 10%
SL, irradiacién a 350 Gy y almacenamiento
en frio a 15°C. Este procedimiento fue eficaz
y econdémico para el control de este trips en
las orquideas (BANSIDDHI et al., 2002).

A pesar de los antecedentes anteriores,
mientras no existan estudios que permitan
estandarizar el reconocimiento de la esterili-
dad durante las inspecciones en los sitios de
inspeccién cuarentenaria de productos agri-
colas, el probit 9 se seguird utilizando para
determinar la seguridad cuarentenaria en tér-
minos de mortalidad.

ABSTRACT

CONCLUSIONES

La evaluacién de mortalidad inmediata-
mente después de aplicar las dosis de irra-
diacién indic6 un efecto escaso, ya que las
dosis de 250, 500, 750 y 1000 Gy presenta-
ron mortalidades corregidas promedio de
s6lo 1,5;9,0; 10,0 y 22,3%, respectivamente.
A la hora de irradiar se logré un mayor con-
trol, ya que las dosis de 250, 500, 750 y 1000
Gy aumentaron la mortalidad a 15,8; 334;
445 y 51,7%, respectivamente. Para las
dosis de 1000 y 750 Gy, el 100% de mortali-
dad se obtuvo al tercer dia de la irradiacion,
momento en que el testigo presenté 12,8%
de mortalidad. Las dosis de 250 y 500 Gy
causaron mortalidad total a 7 dias de la expo-
sicién. Una regresion logit con los resultados
obtenidos hasta el dia 4 estimé un Probit 9 de
188 Gy, dosis ligeramente menor a aquellas
indicadas en la literatura para otros tisanép-
teros. Bajo condiciones de frio (0-5°C) y con
brotes florales de alfalfa como alimento,
algunos adultos sin irradiar sobrevivieron
hasta 15 dfas. Ello demuestra que la irradia-
cion es una alternativa al BrChsy en postcose-
cha para el control cuarentenario de F. aus-
tralis, que el efecto de estos tratamientos
depende de las dosis aplicadas, y que la mor-
talidad aumenta con el tiempo luego de la
exposicion.

AraYA J. E., T. Curkovic, A. Cayo. 2007. Use of gamma irradiation as a quarantine
control method for Frankliniella australis (Morgan) (Thysanoptera: Thripidae), Bol. San.

Veg. Plagas, 33: 589-594.

The black flower thrips, Frankliniella australis (Morgan), a Chilean species, causes

quarantine rejections of fresh fruits for export. Today, fumigation with CH;Br is efficient
to avoid these rejections, but is questioned because it affects the ozone layer, irradiation
of foods being an alternative. The eftect of gamma irradiation was studied in the labora-
tory on F. australis adults, at dosages of 250, 500, 750, and 1000 Gy, followed by stora-
ge at 0-5°C to simulate shipping conditions. Mortality immediately after irradiation was
low (1.5 to 22.3% at 250 and 1000 Gy. respectively), but increased an hour later (15.8.
33.4,44.5,and 51.7% with 250, 500, 750, and 1000 Gy, respectively). In this evaluation,
mortality with the greatest dosage was significantly larger than with 500 and 250 Gy.
while results with 750 and 500 Gy were not different between them but different with the
smallest dosage. At 24 hours, mortality with all dosages surpassed 91%. although only
that at 1000 Gy was significantly greater than at 250 Gy. At day 4™ (96 hours) there was
at least 98.8% mortality for the irradiation treatments, with significant differences with
the control, which then presented only 12.8% mortality. Using logit regression with
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results up to day 4, a probit 9 (LDgg g9¢g) for adults was estimated at 188 Gy. This dosa-
ge is slightly less to those indicated in the literature for control of other thrips, which may
be explained because of the combined use of cold storage, although more studies are
necessary of this technology under commercial conditions to verify its applicability for

quarantine control of F. australis.

Key words: Black flower thrips, probit 9, quarantine control.
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Los transgénicos son organismos (vegetales o animales) usados en la agricultura, medicina o industria,
mejorados genéticamente para conferirles habilidades novedosas que no hubiesen podido adquirir en con-
diciones naturales, y han sido resultado de la investigacion cientifica, principalmente en la Ingenieria Gené-
tica, la Biologia Molecular y la Agronomia.

Una de las aplicaciones mds avanzadas sobre este tema en la agricultura son los cultivos transgénicos,
que han trascendido el dmbito del laboratorio cientifico y del campo experimental, para cultivarse comer-
cialmente desde 1996 en campos agricolas del mundo, como una forma novedosa de produccién de granos
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