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ENTOMOLOGIA

Efecto del tipo de polen sobre la supervivencia, fertilidad y
viabilidad de los huevos de Neoseiulus californicus (McGregor)
(Acari: Phytoseiidae) en laboratorio

L. Sazo, J. E. ARAYA, P. ITURRIAGA

Grupos de 25 Neoseiulus californicus (McGregor) (8 machos y 17 hembras) prove-
nientes de crianzas en bandejas con hojas de fréjol (Phaseolus vulgaris L.) infestadas
con Tetranychus urticae (Koch), criado en las mismas plantas de fréjol en invernadero,
se alimentaron con polen de nabo forrajero (Brassica rapa L.), amapola de California
(Eschscholtzia californica Cham.), hierba cana (Senecio vulgaris L.), rdbano silvestre
(Raphanus sativus L.), correhuela (Convolvulus arvensis L.), diente de leén (Taraxacum
officinale Weber ex Wiggers) y girasol (Helianthus annus L.), a 25°C. 75% HR y foto-
periodo de 16:8 h de luz y oscuridad. Cada unidad experimental consistié en un reci-
piente con agua con una esponja de poliuretano y sobre ella, una limina de polietileno
negro, con un trozo de papel absorbente en cada uno de los 4 margenes, con un extremo
en el agua, para proveer humedad y evitar que los depredadores escaparan. Los depre-
dadores se pusieron sobre el polietileno negro, con 4 mg de polen de cada especie por
separado, que se renové cada 2 dias. Las unidades se evaluaron a diario y los huevos se
retiraron e incubaron en placas Petri para evaluar su viabilidad, bajo las condiciones des-
critas. Se mantuvo un testigo con hojas de fréjol infestadas con 7. urticae como alimen-
to. Hubo dos grupos de reasultados de supervivencia con polen. En el primero, el polen
de girasol, amapola de California y correhuela no presentaron diferencias significativas
con ¢l testigo. En el otro, los depredadores alimentados con polen de hierba cana, yuyo,
diente de leén y rdbano no sobrevivieron més de 25 dias. Més de la mitad del total de
huevos fueron puestos en el testigo, seguido por los 4caros alimentados con polen de
girasol y amapola de California. Los huevos de todos los tratamientos tuvieron 100% de
viabilidad.

L. Sazo, J. E. ArAYA , P. ITURRIAGA. Departamento de Sanidad Vegetal, Facultad de
Ciencias Agronémicas, Universidad de Chile, Casilla 1004, Santiago, Chile,
Isazo@uchile.cl.

Palabras clave: Brassica rapa, Convolvulus arvensis, Cydnodromus californicus,
Eschscholtzia californica, Helianthus annus, Raphanus sativus, Senecio vulgaris, Tara-
xacum officinale, Tetranychus urticae.

INTRODUCCION

En Chile, como en el resto del mundo,
existen diversos 4caros fitéfagos que causan
dafos en cultivos y frutales. Por lo general,
estas plagas se controlan con aplicaciones
periddicas de acaricidas, los cuales, ademds
de tener impacto ambiental, pueden causar el
desarrollo de resistencia en los 4caros; tal es

el caso de Panonychus ulmi (Koch) plaga
clave en pomdceas, la cual ha desarrollado
resistencia a algunos acaricidas en la tltima
década (Sazo y Gasic, 1993; SAzo y RAFFO,
1997).

Se ha observado con frecuencia que los
problemas de araiiitas en lugares no tratados
son marginales debido a la accién del fito-
séido Neoseiulus californicus (McGregor),
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un excelente depredador que puede por si
mismo controlar la poblacién de éstos dcaros
(GARCiaA-MARI y GONZALEZ-ZAMORA, 1999).

El concepto de depredador fitoséido efec-
tivo ha cambiado mucho en los dltimos 30
anos. Inicialmente, los estudios se enfocaban
en su capacidad en aumentar rdpidamente su
densidad poblacional, y anular asi un dafio
masivo por araifiitas fitéfagas. Recientemen-
te, se ha valorado mas la capacidad de los
fitoséidos para regular las poblaciones de
arailitas fitéfagas cuando sus densidades
poblacionales son bajas. Se consideran
importantes su persistencia en los agroeco-
sistemas, la supervivencia sin presas y su
capacidad de consumir alimentos alternati-
vos (ANONIMO, 2000).

Neoseiulus puede consumir cinco acaros
fitéfagos adultos por dia, ademds de alimen-
tarse de huevos y larvas (PIPMP, 2002). Tam-
bién puede sobrevivir alimentdndose de polen
(FLINT y DRIESTADT, 1999). El alimentarse y
reproducirse en polen es una alternativa inte-
resante para programas de manejo integrado
de arafiitas, ya que esta capacidad puede
aumentar su supervivencia durante periodos
de escasez de la presa (VAN RUN y TANIGOS-
HI, 1999) y facilitar su crianza masiva.

El objetivo de este estudio fue determinar
el efecto del polen de Brassica rapa L.,
Eschscholtzia californica Cham. (amapola de
California, o dedal de oro), Senecio vulgaris
L. (hierba cana), Raphanus sativus L. (rdbano
silvestre), Convolvulus arvensis L. (correhue-
1a), Taraxacum officinale Weber ex Wiggers
(diente de ledn) y Helianthus annus L. (gira-
sol), sobre la longevidad, fertilidad de la
poblacién y viabilidad de los huevos de M.
californicus en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio se desarrollé en el Laborato-
rio de Entomologia Frutal “Profesor Luciano
Campos Street” de la Facultad de Ciencias
Agronémicas de la Universidad de Chile,
desde noviembre de 2002 a mayo de 2003.

El polen se obtuvo desde flores de las
especies mencionadas y se llevd al laborato-

rio para extraerlo macerando y tamizando las
anteras.

Se utilizaron poblaciones de N. californi-
cus provenientes de un huerto comercial de
manzanos de la VI regién. El método de
crianza se adapt6 del descrito por WATVE y
LIENK (1975), y consistié en criar las pobla-
ciones del depredador en bandejas de plésti-
co de 32 x 25 x 5 ¢cm con hojas de fréjol
infestadas con el 4caro fitéfago Tetranychus
urticae (Koch), criado en las mismas plantas
en invernadero. Las crianzas se mantuvieron
a 25°C y 75% HR, con fotoperiodo de 16:8 h
de luz y oscuridad. Como unidad experimen-
tal se utilizé una poblacién de 25 N. califor-
nicus, 8 machos y 17 hembras. Cada una con-
sistid en un recipiente con agua con una
esponja de poliuretano y sobre ella, una lami-
na de polietileno negro. En cada uno de los
cuatro mérgenes del polietileno se puso un
trozo de papel absorbente, con un extremo en
el agua, para proveer humedad y evitar que
los depredadores escaparan. Los depredado-
res se pusieron sobre el polietileno negro, con
4 mg de polen, que se renové cada 2 d. Las
unidades se evaluaron diariamente y los hue-
vos se retiraron e incubaron en placas Petri
para evaluar su viabilidad. Las unidades de
crianza y placas de incubacién se mantuvie-
ron en la cdmara bajo las condiciones descri-
tas. Se mantuvo un testigo con la misma
poblacién de N. californicus (n=25), pero con
hojas de fréjol infestadas con T. urticae como
alimento.

Se utilizé un disefio estadistico de aleato-
rizacién completa con 8 tratamientos y 5
repeticiones. Los resultados de superviven-
cia de N. californicus, fertilidad de las hem-
bras y viabilidad de los huevos se sometieron
a ANOvVA y pruebas de rango multiple de
DuNcaN (1955).

RESULTADOS Y DISCUSION

Supervivencia de N. californicus ali-
mentado con polen

Los resultados de supervivencia en los
diversos tipos de polen se presentan en el
Cuadro .
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Cuadro 1. Promedios de N. californicus vivos (n inicial = 25) cada 5 dias alimentados con diferentes
tipos de polen.

Promedios de N. californicus vivos cada 5 dias

Tipos de polen

5 10 15 20 25 30
Girasol 16,8 a 88a 7.6a 5.2a 22a 1.6 a
Amapola de California 9.8 abc 7.6 ab 6,0a 38a 30a 20a
Correhuela 10,6 abc 7.4 ab 48a 38a 22a 1.0a
Diente de le6n 6,0 be 40 be 20 b 08 b 00 b 00 b
Hierba cana 80 bc 34 «od 1.8 b 06 b 00 b 0,0 b
Rébano silvestre 34 d 1,8 d 12 b 18 b 00 b 00 b
Nabo forrajero 1,6 d 0.4 e 04D 00 b 00 b 00 b
Testigo 132 a 10.8 a 84 a 56a 1.8 a 1,6 a

Promedios en la columna con la misma letra no son diferentes (P<0,05), segin pruebas de rango miiltiple de DUNCAN

(1955).

En los resultados se observan dos grupos.
En el primero, los tratamientos con polen de
girasol, amapola de California y correhuela,
los cuales no presentaron diferencias signifi-
cativas con el testigo.

El otro grupo lo conformaron los trata-
mientos con polen de hierba cana, nabo
forrajero, diente de ledn y rdbano, en los
que N. californicus no sobrevivié mdas de
25 d.

Fertilidad de las hembras de N. califor-
nicus y viabilidad de los huevos

El efecto de las dietas evaluadas sobre la
fertilidad de las hembras de N. californicus
se presentan en el Cuadro 2.

Mis de la mitad del total de huevos fue-
ron puestos en el testigo, seguido por los
acaros alimentados con polen de girasol y
amapola de California. Los huevos de
todos los tratamientos tuvieron 100% de
viabilidad.

La supervivencia de N. californicus ali-
mentado con polen de girasol, correhuela y
amapola de California fue similar a la obte-
nida cuando se alimenté con T. urticae. Sin
embargo, la fertilidad de las hembras ali-
mentadas con los diferentes tipos de polen
fue menor que aquellas alimentadas con la
arafita. La viabilidad de los huevos de N.
californicus alimentados con T. urticae fue
similar a la de aquellos alimentados con

Cuadro 2. Fertilidad de las hembras de N. californicus alimentadas con diferentes tipos de polen (n = 17) y
viabilidad de los huevos (% de eclosion).

Tipos de polen

N° de huevos

Eclosién (%)

Girasol

Amapola de California
Correhuela

Diente de ledn

Hierba cana

Rabano silvestre

Nabo forrajero
Testigo

194 b 100
150 be 100
58 be 100
30 ¢ 100
30 ¢ 100
24 ¢ 100
20 ¢ 100
60,2 a 100

Promedios en la columna con la misma letra no son diferentes (P<0,05), segin pruebas de rango miltiple de DUNCAN

(1955). Testigo alimentado con 7. urticae.
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Figura |. N. californicus en polen de girasol y sus huevos.

polen de girasol, correhuela, amapola de
California, nabo forrajero, hierba cana, rdba-
no silvestre y diente de le6n.

En conclusién, ademds de alimentarse de
dcaros fitéfagos, N. californicus puede sobre-
vivir alimentdndose de polen, segin indican

FUNT y DRIESTADT (1999). Alimentarse y
reproducirse en polen es una alternativa inte-
resante, ya que esta capacidad puede aumen-
tar su supervivencia durante periodos de
escasez de la presa (VAN RUN y TANIGOSHI,
1999) y facilitar su crianza masiva.

ABSTRACT

Sazo L., J. E. Arava, P. ITURRIAGA. 2006. Effect of the type of pollen on survival, fer-
tility and viability of eggs of Neoseiulus californicus (McGregor) in the laboratory. Bol.
San. Veg. Plagas, 32: 619-623.

Groups of 25 Neoseiulus californicus (McGregor) (8 males y 17 females) from rea-
ring trays with bean leaves (Phaseolus vulgaris L.) infested with Tetranychus urticae
(Koch), reared on the same plants in the greenhouse, were fed with pollen of Brassica
rapa L., Eschscholtzia californica Cham., Senecio vulgaris L., Raphanus sativus L.,
Convolvulus arvensis L., Taraxacum officinale Weber ex Wiggers and Helianthus annus
L., at 25°C, 75% HR and 16:8 h light dark photoperiod. Each experiment unit was a con-
tainer with water and a polyurethane sponge, and onto it, a piece of black polyethylene,
with a smaller piece of absorbent paper on each of the 4 borders touching the water, to
provide water and prevent the mites from escaping. The predators were placed on the poi-
yethylene, together with 4 mg pollen of each species separately, which were renovated
every other day. The units were inspected daily, and the eggs were taken out and incuba-
ted to evaluate their viability, at the conditions described. A control was set with bean
leaves infested with T. urticae as prey. There were two groups of results. In the first,
pollen of E. californica, C. arvensis and H. annus were similar in survival with the con-
trol. In the other, those predators provided with pollen from B. rapa, T. officinale and R.
sativus did not survive more than 25 d. Over 50% of total eggs were produced on the con-
trol, followed by the predators fed with pollen from H. annus and E. californica. The
eggs from all treatments were 100% viable.

Key words: Brassica rapa, Convolvulus arvensis, Cydnodromus californicus, Eschs-
choltzia californica, Helianthus annus, Raphanus sativus, Senecio vulgaris, Taraxacum
officinale.
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Competencia intraespecifica en la respuesta de parasitacion de
Chelonus oculator Panzer (Hymenoptera: Braconidae)

M. Garcia-MARTIN, T. CABELLO, A. TORRES-RUIZ, M. GAMEZ

Un aspecto importante en la aplicacién de un parasitoide como agente de lucha bio-

l6gica puede ser su mayor o menor tendencia al superparasitismo gue parece influir,
entre otras causas. en el niimero final de huéspedes parasitados. Por tanto, el objetivo de
este trabajo ha sido la determinar la capacidad de discriminacién de C. oculator de hue-
vos huéspedes previamente parasitados por hembras de la misma especie.

El ensayo se realiz6 en condiciones de laboratorio (20° C, 16:8 h de L:O y 60-80 %
H.R), con hembras del parasitoide a la que se le ofertaron 5 densidades (50, 100, 150,
200 y 250 huevos huéspedes) de Ephestia kuehniella; en cada densidad, la mitad de los
huevos habian sido previamente parasitados por otra hembra.

Nuestros resultados sugieren que, en condiciones de laboratorio, C. oculator presen-
ta una alta capacidad de discriminacion, evitando virtualmente el superparasitismo. Este
comportamiento podria ser una ventaja en condiciones de campo, al incrementar el
tiempo de bisqueda de huéspedes no parasitados.
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INTRODUCCION

En las especies que son parasitoides soli-
tarios, el superparasitismo conlleva un alto
coste biolégico debido a que sélo un indivi-
duo puede emerger por huésped. Por tanto,
evitar los huéspedes previamente parasitados
puede representar una ventaja, pero requiere
la capacidad de discriminar entre los huéspe-
des parasitados y no parasitados.

Dicha capacidad de discriminacién pare-
ce estar ligada a: (a) estimulos fisicos y qui-
micos asociados interna y externamente con
la fenologia del huésped parasitado: estado
de desarrollo, movilidad, accesibilidad o
incluso capacidad de defenderse (GoBAULT
et al., 2004). (b) Sustancias quimicas dejadas
por las hembras sobre el huésped, tras la ovi-

posicién (WIEDEMANN et al., 2003), o en sus
proximidades (HOFFMEISTER y ROITBERG,
1997). Debido a esto, las especies que atacan
a huéspedes inmdviles (p. ej.. ob6fagos)
emplean la mayoria del tiempo en examinar
al huésped externamente con las antenas,
posteriormente insertan el ovipositor obte-
niendo informacioén adicional sobre la cali-
dad del huésped, y solo entonces se produce
la aceptacién del mismo (GODFRAY, 1994).
Sin embargo, cuando los huéspedes no
parasitados son escasos, se puede producir el
superparasitismo: en condiciones de laborato-
rio, el mismo se incrementa gradualmente
conforme la hembra parasita la masa de hue-
vos ofrecida (WIEDEMANN er al., 2003). Mien-
tras que en condiciones naturales, ademas, la
densidad del huésped, el grado de parasita-
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cién del mismo, la ratio huésped/parésito por
unidad de area, cambios en las condiciones
medioambientales (ULLYETT, 1949), la carga
ovdrica de la hembra, e incluso la edad de la
misma (CopE y Fox, 2003), parecen influir en
la decisién de superparasitacion.

Las especies del género Chelonus son
parasitoides solitarios y koinobiontes y, en
condiciones de laboratorio, existe superpara-
sitismo: asi en C. Inanitus L., sobre su hués-
ped habitual Helicoverpa armigera (Hiib-
ner), el nimero maximo de huevos del para-
sitoide por huésped observado ha sido de
cinco, llegandose a encontrar ocasionalmen-
te mds de una larva en el interior del embrion
del huésped (REcHAv, 1978). También
OzkAN (2006) ha encontrado mds de una
larva por huésped de C. oculator, en caso de
insuficiencia de huevos del huésped alterna-
tivo Plodia interpunctella (Hibner). Pero
ambos autores indican que sélo emerge una
larva por huésped.

En este sentido, el objetivo de este traba-
jo ha sido evaluar la capacidad de discrimi-
nacién de huevos huéspedes parasitados, en
situacion de competencia intraespecifica de
los adultos del parasitoide Chelonus ocula-
tor, en condiciones de laboratorio, con obje-
to de utilizar los datos obtenidos en progra-
mas de Lucha Bioldgica.

MATERIAL Y METODOS

El disefio del ensayo fue totalmente alea-
torio, con un tratamiento (parasitacion previa
o no de los huevos huéspedes) y densidad 5
niveles: 25, 50, 75, 100 y 150 huevos del
huésped alternativo Ephestia kuehniella
Keller. El ensayo se realiz6 en cdmara cli-
matizada a 20+2° C, 60-80 de H.R. y 16:8
horas de L:0; empledndose hembras previa-
mente copuladas de C. oculator de menos de
48 horas de edad. Como cdmaras de parasi-
tacién se utilizaron recipientes formados por
placas de Petri (9 cm ), con las bases uni-
das por un cilindro de papel de filtro de Scm
de altura (Figura 1).

Para la parasitacién previa, los huevos
huéspedes fueron dispuestos en filas, adhe-

Figura 1. Detalle de la parasitacion, por la hembra de
Chelonus oculator y distribucién de huevos
huéspedes.

ridos mediante pincel y agua a una cartuli-
na (3 x 3 cm) y se ofertaron, durante 24
horas, a una primera hembra copulada y
con experiencia en oviposicién. Tras este
periodo, las cartulinas fueron extraidas y se
completaron con igual nimero de huevos
huéspedes sin parasitar, colocados en filas
pareadas a las anteriores. Finalmente,
dichas cartulinas fueron ofrecidas a una
segunda hembra, de forma similar a la que
se indicé anteriormente. Debido a la impo-
sibilidad de distinguir entre la progenie de
ambas hembras s6lo se evolucionaron,
hasta la emergencia del adulto, los huevos
parasitados por la segunda hembra, en las
condiciones de laboratorio citadas. EIl
nimero de repeticiones fue de 10 para cada
una de las densidades, dejandose testigos en
cada caso.

Los datos del ndmero de huevos huéspe-
des parasitados, fueron sometidos a andlisis
de la varianza, previa su transformacion
mediante log (x+0,5), con el programa esta-
distico SPSS, version 12 (SPSS, 2003).

RESULTADOS

En el Cuadro | se recogen los resultados
encontrados del efecto de la presencia de
huevos huéspedes previamente parasitados
por una hembra de la misma especie, en el
parasitismo de C. oculator.
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Cuadro ]. Nimero de repeticiones, valores medios y limites de confianza encontrados en el nimero de huevos de
Ephestia kuehniella parasitados por Chelonus oculator, realizado en laboratorio (20+2° C, 60-80% H.R. y 16:8
horas de L:0), segiin densidad del huésped y en presencia de igual nimero de huevos huésped previamente
parasitados por una hembra conespecifica.

. Valores
Densidad . media Ln’mit(e}s) (ieoc‘gl;;'mnza
25 10 75a 1.22
50 10 11,67 a 0,48
75 10 12,50 a 1,13
100 10 571 a 045
125 10 399a 0,69

(*) Valores en columna seguidos de la misma letra no presentaron diferencias significativas.

En el andlisis de la varianza del niimero
de huevos huéspedes parasitados no se
encontré efecto significativo de la densidad
de los mismos. Debido a ello, no se realiza-
ron los ajustes a ecuaciones de respuesta
funcional.

Sin embargo, en todas las densidades
estudiadas, el nimero de huevos parasitados
fue mucho menor que el encontrado en las
mismas condiciones sobre huevos sin parasi-
tar (GARCIA-MARTIN et al., 2005). El porcen-

taje medio de huevos huésped parasitados en
presencia o0 no de huevos parasitados fue de
un 15,78% frente a un 74,57%, respectiva-
mente. Por tanto, nuestros resultados sugie-
ren que, en condiciones de laboratorio, C.
oculator evita virtualmente las masas de
huevos huéspedes donde haya habido parasi-
tacién por otra hembra conespecifica.

En la Figura 2 se muestran los valores del
porcentaje de huevos huéspedes parasitados
a las distintas densidades ofrecidas, sobre los

Parasitismo en tanto por ciento

75 100 125

Numero de huevos

Figura 2. Evoluci6n del porcentaje de parasitismo de Chelonus oculator, en el huésped Ephestia kuehniella, en
condiciones de Jaboratorio, en presencia de huevos previamente parasitados por otra hembra.
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huevos parasitados previamente por otra
hembra de la misma especie.

DISCUSION

Los resultados encontrados (Figura 2) con
un porcentaje medio de parasitismo muy bajo
pueden parecer extraflos ya que las hembras
de los endoparasitoides solitarios, en compe-
tencia intraespecifica, tienden a aumentar el
niimero de huevos ovipositados por masa de
huevos huéspedes (VISSER y ROSENHEIM,
1998) y, ademds, las hembras de Chelonus,
como se ha demostrado en C. insularis, son
capaces de discriminar huevos previamente
parasitados por hembras de la misma especie,
mediante los quimiorreceptores del ovipositor
o de las antenas (ABLES et al., 1981). Igual-
mente, en otra especie del género: C. texanus,
las hembras pueden parasitar hasta un 35,29%
huevos huéspedes previamente parasitados
por otras hembras (ULLYETT, 1949). Por todo
ello, era de esperar que el porcentaje de para-
sitismo encontrado en los huevos huéspedes
no parasitados fuera més elevado, incluso
mayor al encontrado en el ensayo sin compe-
tencia (GARCIA-MARTIN et al., 2005).

La tnica explicacién posible a estos resul-
tados puede ser que C. oculator rechace ovi-
positar en masas de huevos huéspedes, en los
que existan huevos previamente parasitados.
Este comportamiento se ha demostrado en

ABSTRACT

algunas especies de parasitoides que evitan
la competencia detectando, a distancia, la
presencia de otras hembras o huevos previa-
mente parasitados (JANSSEN er al., 1996;
CASTELO et al., 2003; WERNER y PEACORD,
2003). Ello implicaria la existencia de fero-
monas de sefializacién en la especie, ain no
descritas para las especies del género.

Por tanto, estos resultados deberian ser
completados con estudios posteriores, ya que
presentan una faceta muy importante en la
aplicacién de C. oculator, como agente con-
trol bioldégico: el comportamiento de parasi-
tacién encontrado en esta especie puede ser
una ventaja en condiciones de campo, atin a
bajas densidades de la plaga; ya que al evitar
los huevos previamente parasitados, C. ocu-
lator va a aumentar su eficacia, por aumento
del tiempo de bisqueda de huéspedes sin
parasitar. Aspecto importante en la utiliza-
cién de la lucha macrobiolégica por aumen-
to, con densidades de sueltas del parasitoide
relativamente altas.
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GARCiA-MARTIN M., T. CABELLO, A. TORRES-RU1Z, M. GAmez. 2006. Intraspecific
competence in parasitism response of Chelonus oculator Panzer (Hymenoptera: Braco-

nidae). Bol. San. Veg. Plagas. 32: 625-629.

An important aspect in the application of a parasitoid as biological control agent can be
its trend to superparasitism that seems to influence, among other reasons, in parasitized host
final number. Therefore, the aim of this work has been to determine the capacity of discri-
mination of C. oculator of host eggs before parasitized for conspecific females.

The tests were realized in laboratory conditions (20° C, 16:8 h of L:O and 60-80 %
H.R), with parasitoid females which 5 offered densities (50,100.150. 200 and 250 host
eggs) of Ephestia kuehniella: in every density, the half of the eggs they had been before

parasitados for another female.

Our results suggest that, in laboratories conditions, C. oculator presents a high capacity
of discrimination, avoiding virtually the superparasitism. This behavior might be an advan-
tage in fields conditions. on having increased the time of unparasitized host searching.

Key words: Ecology. parasitoid, functional response, biological control.
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Manejo de la cria del picudo rojo de la palmera, Rhynchophorus
Sferrugineus (Olivier, 1790) (Coleoptera, Dryophthoridae),
en dieta artificial y efectos en su biometria y biologia

M. M. MARTIN, T. CABELLO

INTRODUCCION

Se ha puesto a punto una metodologia viable para la cria, en condiciones de labora-
torio, de la especie R. ferrugineus, igualmente se ha desarrollado una dieta artificial,
derivada de la utilizada en Lepidoptera, con componentes de ficil adquisicién y sin pro-
blemas de elaboracién y manejo. Con esta metodologia y dieta ha sido factible el desa-
rrollo de la especie durante 5 generaciones con valores medio del desarrollo (a 25+1° C,
65+10% de H.R. y en oscuridad) de 84,62 dias para larvas y 28.69 dias para pupa. La
longevidad media de machos fue de 199,4 dias y el de hembras de 144,3 dias; éstas pre-
sentaron una fecundidad media de 211,1 huevos/? y una fertilidad de 164.71 larvas/9.
Estos valores son bastante mejores a los presentados por adultos, cuyas pupas fueron
recolectadas en campo, alimentandose en Phoenix canariensis, que tenian una longevi-
dad de hembras de 69,8 dias y unos valores de fecundidad y fertilidad de 158,2 y 67,7
huevos y larvas por hembra, respectivamente. El Gnico efecto encontrado, debido a la
cria prolongada en laboratorio, fue el menor tamano de las hembras adultas, que fue mas
acusado en el caso de Jos machos; sin embargo, el mismo no repercuti6 en los pardme-
tros biolégicos, antes indicados.

M. M. MARTIN, T. CABELLO. Entomologia Agricola. Escuela Politécnica Superior, Uni-
versidad de Almeria. Ctra. Sacramento s/n. 04120-Almeria. tcabello@ual.es

Palabras clave: Palmera, plaga, Rhynchophorus ferrugineus. metodologfa, dieta
artificial, cria en laboratorio.

Pakistan, Qatar, Sri Lanka, Sumatra, Tailan-
dia, Taiwén, Vietnam (LEPESME, 1947, WAT-

El picudo rojo de la palmera, Rhynchop-
horus ferrugineus, es una de las plagas més
severas de palmeras y cocoteros en Asia
(HOWARD et al., 2001). Es un curculiénido
tropical originario de las zonas selvéticas de
Asia y Oceania. La distribucién actual com-
prende los siguientes paises y dreas geogréa-
ficas: Arabia Saudita, Australia, Bahrein,
Bangladesh, Borneo, Camboya, China,
Egipto, Filipinas, India, Indonesia, Irak,
Irdn, Islas Salomén, Israel, Jap6n (Kobe),
Jordania, Kuwait, Laos, Malasia, Myanmar,
Oman, Polinesia, Papua - Nueva Guinea,

TANAPONGSIRI, 1966, BUTANI, 1975, KRANZ
et al., 1982, HiLL, 1987, BOKHARI y ABU-
ZUHIRA, 1992, Cox, 1993, Lia0 y CHEN,
1997, KEenar, 1999, Epro, 2000, Erpo,
2001). Recientemente, se ha indicado su
introduccion en otros paises del drea medite-
rrédnea como Italia, Turquia y Grecia (FERRY
y GOMEz, 2002; LoNGO y TAMBURINO,
2005).

Los primeros ataques de esta especie, en
Espana, se detectaron en 1993, en Almufié-
car (Granada) (BARRANCO et al., 1996);
desde dicha fecha hasta el afio 2000, la espe-
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cie causando graves problemas quedé locali-
zada en las poblaciones costeras de Motril,
Salobrena, Almufécar, Nerja, Frigiliana y
Torrox, afectando tanto a palmeras en par-
ques publicos como en jardines privados
(JuNTA DE ANDALUCIA, 1999, 2000; CABE-
LLO, 2006). Sin embargo, la situacién ante-
rior se vio drdsticamente agravada con la
importacién masiva de palmeras infestadas
procedentes de Egipto, para su utilizaciéon en
el ajardinamiento de nuevas urbanizaciones
en casi todo el litoral mediterrdneo de Valen-
cta, Murcia y Andalucia; de forma que
comenzaron a aparecer nuevos focos muy
localizados. Actualmente, se ha detectado,
por los correspondientes servicios oficiales
de Sanidad Vegetal de las Comunidades
Auténomas (datos no publ.), en Marbella y
Estepona (Malaga), Almeria y provincia,
Sangonera la Seca (Murcia), Alicante (San
Vicent del Rapeig y Elche), Valencia (Olo-
cau y Bétera) y Castellén (Moncofar y
Almenara); recientemente se ha encontrado
en Canarias, también en focos muy localiza-
dos en los municipios de Las Palmas de Gran
Canaria y Mogdan (Gran Canaria); asi como
en los municipios de Pédjara y Antigua (Fuer-
teventura).

La especie R. ferrugineus ha sido criada,
en condiciones controladas, sobre tejido del
estipite de cocotero (Cocos nucifera) (VIADO
y BIGORNIA, 1949); en cafa de azicar (Sac-
charum officinarum) como huésped alterna-
tivo (RAHALKAR et al., 1972, 1978, 1985;
RANANAVARE et al., 1975) y en semi-dieta
artificial (RAHALKAR et al., 1978, 1985).

RAHALKAR et al. (1978, 1985) fueron los
primeros que utilizaron dieta artificial como
substrato alimenticio de larvas de R. ferrugi-
neus; su composicién que posteriormente
modificada por estos autores para una mejor
adaptacion a la cria de la especie, presenta el
inconveniente de ser una semi-dieta, en la
que predominan componentes naturales de
dificil conservacién y manejo complejo en la
preparacion de la misma, como son tejidos
del fruto del coco y de cafa de azicar.

El objetivo de este trabajo ha sido desa-
rrollar una dieta artificial de fécil elabora-

cién para la cria de R. ferrugineus, asi como
una metodologia que permita la manteni-
miento de la especie, en condiciones de labo-
ratorio, durante varias generaciones.

MATERIAL Y METODOS

Para la puesta apunto de la cria del picu-
do rojo de la palmera, Rhynchophorus ferru-
gineus, se realizaron dos grupos de ensayos.
En el primero, se establecid la metodologia
de la misma en dieta artificial; posteriormen-
te, se evalud el efecto de la cria prolongada
de esta especie, también en condiciones de
laboratorio.

a) Manejo de la cria de la especie

Para este ensayo, los ejemplares de R.
ferrugineus empleados fueron recogidos de
campo (zona costera de la provincia de Grana-
da) y mantenidos en cria, en laboratorio, como
se indica a continuacién, durante una genera-
cidn; realizadndose el ensayo con los ejempla-
res de la generacion siguiente. Las condicio-
nes del ensayo fueron: temperatura 25 + 2° C,
humedad relativa 65 = 10 % y en oscuridad.

La composicién de la dieta artificial
empleada para la cria de las larvas se detalla
en el cuadro 1. La misma ha sido una adap-
tacién de la empleada por CABELLO et al.
(19844, b) para especies de Lepidoptera, con
la dnica diferencia de anadir fibra seca de
coco. La composicién del complejo vitami-
nico, por cada 100 ml, fue: B (0,5 g), B, (1
£), Bg (0.3 g), By, (0,003 g). C (5 g), Dj
(500.000 U.L), E (0,9 g), K3 (0,5 g), 4cido
folico (0,1 g), dcido nicotinico (2 g), panto-
tenato de calcio (1 g), 4cido aspartico (1,45
g), treonina (0,64 g), serina (0,66 g), 4cido
glutdmico (2,64 g), prolina (1,15 g), glicina
(1,53 g), alanina (1,74 g), cisteina (0,126 g),
metionina (1,11 g), isoleucina (0,98 g), leu-
cina (2,01 g), fenilalanina (0,77 g), tirosina
(0,68 g), lisina (2,07 g), histidina (0,56 g),
arginina (1,41 g) y tript6fano (0,367 g).

El ensayo se realizé con un ndmero inicial
de 660 huevos. Los datos recogidos fueron:
duracién de los estados de huevo, larva y
pupa, asi como, los adultos emergidos. Para
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Cuadro 1. Composicién de la dieta artificial desarrollada para la cria de Rhynchophorus ferrugineus.

Componente Nombre comercial Empresa Calztgi)d ad
Acido ascérbico Acido ascérbico para andlisis ACS-1SO Panreac Quimica S.A. 4,02
Acido benzoico Acido benzoico para andlisis Panreac Quimica S.A. 1,61
Agar Agar (USP) puro® Panreac Quimica S.A. 17.86
Agua destilada — — 785,71
Cloranfenicol Cloranfenicol-L BP93 @ Gunama 0.45
Fibra seca de coco Ecococo® CPS.A. 7.14
Complejo vitaminico Hidro Rex Vital Amonidcidos® S.P. Veterinaria S.A. 47,68
Germen de trigo Germen de trigo Santiveri S.A. 44,64
Harina de maiz — — 44,64
Levadura de cerveza Levadura de cerveza Santiveri S.A. 44,64
Nipagin -M- sodio Nipagina® — 1,61

evaluar la fecundidad y fertilidad de adultos
se formaron 28 parejas; en este caso los
datos registrados fueron: longevidad de adul-
tos (hembras y machos) y fecundidad de
hembras. Los valores de los pardmetros ante-
riores se dan por su media y limite de con-
fianza (a P = 0,05).

b) Efecto de la cria prolongada en condi-
ciones de laboratorio y empleando dieta arti-
ficial

Una vez puesto a punto la cria de la espe-
cie, se realiz6 este segundo ensayo para eva-
luar los efectos de la cria en laboratorio, con
dieta artificial, durante varias generaciones,
para ello se recolectaron en campo, en la
zona anteriormente indicadas pupas, de
cuyos adultos se estableci6 la cria durante
generaciones 5 generaciones, en las mismas
condiciones a las sefialadas con en el primer
ensayo. El disefio del ensayo fue totalmente
aleatorio, se empled un tnico factor: genera-
ci6én, con un ndmero variable de repeticio-
nes. Para el desarrollo post-embrionario, se
utilizaron las siguientes repeticiones: 108
para F, 64 para F,, 88 para F3, 67 paraF, y
61 para Fs. En todas las generaciones se
anotd la mortalidad a lo largo de] desarrollo
post-embrionario, la fecha de formacion de
la pupa y emergencia de adulto.

Para evaluar la longevidad y fecundidad
de adultos, en cada generacién, se utilizaron

10 parejas; empleando iguales pardmetros
que en el primer ensayo. Igualmente se evo-
lucionaron todos los huevos, de cada genera-
cién, para establecer la fertilidad de hem-
bras.

Los datos del desarrollo post-embriona-
rio, y de los adultos, fueron sometidos a ana-
lisis de la varianza; los valores medios fue-
ron comparados mediante minima diferencia
significativa (a P=0,05). Para ello, se utilizé
el programa SPSS, versién 12 (SPSS, 2003).

Para completar los estudios de los efectos
de la cria en condiciones controladas, en la
liltima generacién (Fs), se seleccionaron al
azar 25 hembras y 25 machos, y fueron com-
parados biométricamente con 24 hembras y
25 machos, cuyas pupas habian sido recolec-
tados de campo, provenientes de Phoenix
canariensis. En cada ejemplar se realizaron
las siguientes medidas: longitud maxima de
la cabeza, anchura méxima del pronoto,
anchura méxima y longitud mdxima del
abdomen, longitud maxima del élitro, longi-
tud del fémur, tibia y tarsos de la pata poste-
rior (figura ). Los datos obtenidos fueron
sometidos a andlisis multivariante, para su
clasificacion en poblaciones mediante fun-
cién discriminante; empleando, para ello, el
programa anteriormente indicado. Igualmen-
te, a efectos comparativos, se estudié la lon-
gevidad y fecundidad de dichos adultos, uti-
lizando 20 parejas.
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Figura 1. Pardmetros medidos en adultos de Rhynchophorus ferrugineus.
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RESULTADOS Y DISCUSION

a) Manejo de la cria de R. ferrugineus en

laboratorio

a.1) Oviposicién: los adultos emergidos
fueron agruparon por parejas, en recipientes
de plastico (2,5 1), a los que se les afiadi6,
como alimento y substrato de oviposicion,
un trozo manzana con epidermis, que es un
material muy bien aceptado por las hembras,
de forma que la pulpa es un buen alimento de
adultos y la epidermis es preferida para la
oviposicién; ademds los opérculos dejados
sobre los huevos hacen a éstos facilmente
localizables (figura 2); el trozo de manzana
debe ser renovado cada 24-48 horas. Los
recipientes de oviposicion, fueron cerrados
ligeramente con su tapadera, para permitir el
intercambio gaseoso, y se mantuvieron en
las condiciones anteriormente indicadas. El
fragmento de manzana, recogido de cada
pareja, se deshacia con la ayuda de un bistu-
ri y se extrafan los huevos.

Figura 2. Detalle de los opérculos dejados por las
hembras adultas de Rhynchophorus ferrugineus
en la epidermis de manzana, durante la oviposicion.

a.2) Estado de huevo: los mismos, des-
pués de ser extraidos, del trozo de manzana,
se situaban en placas de Petri sobre una fina
capa de dieta artificial (1mm), que servia de
primer alimento a las larvas neonatas. Estos
recipientes, con unos 20 huevos por placa, se
depositaban en un incubador, en las condi-
ciones del ensayo. Diariamente, se observa-

Figura 3. Recipientes empleados en la cria de los
primeros estadios larvarios de Rhynchophorus
Sferrugineus, en laboratorio y empleando dieta artificial.

Figura 4. Recipientes empleados en la cria de los
idltimos estadios larvarios de Rhynchophorus
Serrugineus, en laboratorio y empleando dieta artificial.
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ban las placas y se extraian las larvas neona-
tas. Se ha encontrado que la duracién de este
estado fue de 3,35+0,27 dias.

a.3) Manejo de larva: Las larvas neonatas,
extraidas de las placas de Petri, fueron intro-
ducidas, individualmente, en botes Coulter
(20 ml), rellenos hasta la mitad con dieta
artificial (figura 3), los mismo deben ser
renovados 2 veces, cada 15 dias; después de
30 dfas, las larvas se transferian a recipientes
de polipropileno de 100 ml, rellenos hasta la
mitad con dieta (figura 4); en éstos, las larvas
permanecen 45 dias; igualmente, dieta y
recipientes se renuevan cada 15 dfas.

Con dieta artificial y a 25° C la duracién
del estado de larva fue de 95,53+1,63 dias.
Este valor es similar a los 96 dias sefialados
por ESTEBAN-DURAN et al., (1998), pero en
cafia de azidcar; por otra parte son ligera-
mente mayores a los encontrado por (VIADO
y BIGORNIA, 1949; RAHALKAR et al., 1972,
1975, 1985; SALaMA y ABDEL-RAZEK,
2002).

a.4) Manejo de pupa: Posteriormente, las
larvas se colocan en el mismo tipo de reci-
pientes antes citados (100 ml), pero rellenos
hasta la mitad con fibra vegetal seca y deshi-
lachada (Agave americana L.), humedecida
cada dos dias, con agua destilada (figura 5);
Ja cudl es aceptada muy bien por las larvas
como substrato de pupacién. Las pupas fue-
ron mantenidas, en las condiciones antes
indicadas, hasta emergencia de adultos. El
tiempo empleado en este estado fue de
27,83+3,13 dias.

a.5) Rendimiento de la cria: El rendi-
miento en adultos fue 60,7%, respecto al
nimero de larvas neonatas empleadas; lo que
indica la idoneidad de la dieta, asi como el
método de manejo de los estados inmaduros
de la especie. Dicho valor estd muy préximo
al encontrado, para la misma especie, pero
empleando como substrato cafa de azicar o
fruto de coco (RAHALKAR et al., 1972; ESTE-
BAN-DURAN et al., 1998); pero son ligera-
mente mayores a los encontrados por
RAHALKAR et al. (1978) empleando semi-
dieta, que consiguieron rendimientos del
28% al 66%, segiin generacion.

Figura 5. Detalle de la fibra empleada como substrato
de pupacién de Rhynchophorus ferrugineus, en
condiciones de laboratorio.

Respecto a la longevidad de adultos, las
hembras presentaron un valor de 108,04
+20,86 dias; a su vez, para los machos la
misma fue de 121,38+56,56 dias. La fertili-
dad de la hembra fue de 174,19+18,57
huevos.

La dieta desarrollada, segin los datos
anteriores, permite la cria de la especie de
forma f4cil. La misma presenta la ventaja, a
las utilizadas hasta la fecha, de no emplear
constituyentes fresco, como por ejemplo
fruto de coco o cana de azicar, lo que facili-
ta la elaboracion y utilizacién de la dieta arti-
ficial puesta a punto.

b) Efecto de la cria prolongada, en condi-
ciones de laboratorio y con dieta artificial, en
los pardmetros bioldgicos de R. ferrugineus

La cria de insectos, en condiciones con-
troladas y a largo plazo, puede presentar
riesgos de problemas genéticos, que afectan
a la viabilidad de los mismos; asi como, a
sus caracteristicas biolégicas, como son:
malformaciones en adultos, disminucién en
fecundidad y fertilidad, mayor mortalidad de
larvas, etc. (MACKAUER, 1976, PETERS y
BARBOSA, 1977, WAAGE et al., 1985; CABE-
LLO, 1994).

En el cuadro 2 se recogen los valores de
duracién del desarrollo de los estados de
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Cuadro 2. Duracién del desarrollo post-embrionario (en dias) de Rhynchophorus ferrugineus, segiin generacién,
en dieta artificial y condiciones de laboratorio (25+2° C y H.R.: 65£10%).

Niimero de dias

Estado Generacién Valor medio
F, F, F, Fs

Larva 93,40 b 74,43 a 86,39 ¢ 87.36 ¢ 84.62

Pupa 30,00 b 26,86 ab 29,65b 31,61b 28.69

Total 128,40 a 112,16 ¢ 117.04 b 115,74 be 118,97 b 118,23

Valores en fila, seguidos de la misma letra, no presentan diferencias significativas a P=0,05

larva, pupa y total, de R. ferrugineus, duran-
te cinco generaciones mantenidas en labora-
torio y en dieta artificial. En el andlisis reali-
zado, se ha encontrado un efecto altamente
significativo (P<0,01) de la generacién
sobre la duracién del estado de larva. Sin
embargo, existen ligeras variaciones, con
diferencias menores a 16 dias entre genera-
ciones. Igualmente, si analizamos la dura-
cién del estado de pupa, se encontré un efec-
to altamente significativo (P<0,01) de la
generacion; en este caso, existe una ligera
tendencia a aumentar la duracion del estado,
salvo en F,, con el paso de las generaciones.
En la duracién del desarrollo post-embriona-
rio total, también se ha encontrado un efecto
altamente significativo (P<0,01) de la gene-
racién; aunque, tampoco se ha observado
una tendencia, creciente o decreciente, del
mismo con la sucesién de generaciones. En
este sentido hay que sefialar que RAHALKAR
et al. (1978), durante 12 generaciones de cria
de la especie en semi-dieta, tampoco encon-
traron una relacion entre la duracién y gene-
racién. Las diferencias encontradas entre
generaciones puede ser debido al desarrollo
no sincronizado de los estados inmaduros
que presenta la especie, como se ha demos-
trado en otros trabajos sobre esta especie
(CABELLO, 2006) y en otras especies de cur-
culiénidos (PEREZ-FARINGS, 2003)

Los resultados medios encontrados (84,62
dias) (cuadro 2), para las cinco generaciones,
son menores, respecto a la duracion del esta-
do de larva, al del ensayo de puesta a punto
de la dieta, a igual temperatura; sin embargo,
la duracidn del estado de pupa (28,69 dias)
es muy similar.

La mortalidad en estado de larva y pupa,
asi como conjunta, para R. ferrugineus cria-
do en condiciones controladas, durante cinco
generaciones, presentd unos valores medios
del 21,60; 28,56 y 44,02%, respectivamente.
Comparando los resultados obtenidos con
los datos de RAHALKAR et al. (1978) se debe
mencionar que el valor encontrado (44,02%)
es inferior al reportado por estos autores.

En el cuadro 3 se recogen los valores
medios de longevidad de adultos, durante las
cinco generaciones. En el anilisis estadistico
de los datos no se encontré efecto significa-
tivo de la generacién en la longevidad de
hembras. Por el contrario, si lo hubo en Ia
longevidad de machos (P<0,05). En este
caso, la méaxima longevidad se dio en las
generaciones F;y y Fs, que no presentaron
diferencias significativas entre si; los valores
minimos se obtuvieron en las generaciones
F, y F,. En general, como ocurrié en el desa-
rrollo post-embrionario, no se puede obser-
var una tendencia en la longevidad, tanto de
machos como hembras, en relacién al paso
de las generaciones. Para los valores de
fecundidad y fertilidad de hembras (cuadro
3) no hubo efecto significativo de la genera-
cién. Los valores de fecundidad obtenidos
son mayores a los citados por RAHALKAR et
al. (1978) para la misma especie.

Si se compara los datos medios de las hem-
bras adultas, mantenidas durante las 5 genera-
ciones en laboratorio, con los de las hembras
de campo (cuadro 3), se puede observar que la
fecundidad y fertilidad fue mucho mayor para
las primeras, ello probablemente debido a la
mayor duracién del periodo de oviposicion de
éstas que casi duplicé al presentado por las
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Cuadro 3. Parametros biolégicos de los adultos de Rhynchophorus ferrugineus criados en condiciones de
laboratorio (temperatura: 25+2° C y H.R.: 65+10%), durante cinco generaciones.

Longevidad de adultos (dias) ) -
. .. Fecundidad Fertilidad
Origen  Generacién Hembra Macho (No. huevos/?)  (No. larvas/?)
Preoviposicion ~ Oviposicion  Post-oviposicion Total
F, 1040 85,6a 322a 128,3 a 1640ab 2130a 160,5 a
F, 8,3 ab 110,9 a 237 a 1429 a 152,6 a 185,0 a 1378 a
Laboratorio F, 17,1 ¢ 1122 a 38,4 a 1678 a 2447 ¢ 182,7 a 146,3 a
F, 55a 92,6 a 43,6 a 146,5 a 2148b 2157 a 169,4 a
Fs 55a 111,6 a 19,1 a 1359 a 220,7bc  2590a 209,6 a
Media 94 102,6 31,4 1443 199,4 211,1 164,71
Campo Fy 8,1 56,3 8.8 69,8 - 158,2 67,7

Valores en columna, seguidos por la misma letra, no presentan diferencias significativas a P=0,05.

Cuadro 4. Valores de los parémetros morfolégicos medidos (mm) en adultos de Rhynchophorus ferrugineus,
segiin sexo y procedencia (laboratorio o campo).

Parametro Valor Hembra Macho Total
(mm) Campo Laboratorio Campo Laboratorio Campo Laboratorio
. nimero 24 25 25 25 49 50
Longitud max.
media 7,48 591 7,19 5,36 7,33 5,64
de la cabeza
des. est. 1,14 0,53 0,64 0,73 0,92 0,69
nimero 24 25 25 25 49 50
Anchura max.
del pronoto media 9,34 735 10,23 7,63 9,80 7.49
des. est. 1,42 0,57 0,68 0,53 1,18 0,56
nimero 24 25 25 25 49 50
Anchura max. )
del abdomen media 11,92 9,22 12,93 9,48 12,44 9,35
des. est. 1,73 0,59 0,87 0,60 1,434 0,60
. ; nimero 24 25 25 25 49 50
Longitud max. )
del dlitro media 15,68 11,88 17,16 12,24 16,44 12,06
des. est. 2,85 1,05 1,18 0,76 2,27 0,93
. ) ndmero 24 25 25 25 49 50
Longitud méx. )
del abdomen media 18,92 14,97 19,68 14,95 19,31 14,96
des. est. 3,44 1,12 1,17 0,82 2,55 0,97
Longitud del nimero 24 25 25 25 49 50
fémur de la media 6,45 5,12 7,21 5,67 6,84 5,49
pata posterior des. est. 0,93 0,52 0,71 0,37 0,90 0,52
Longitud de la niimero 24 25 25 25 49 50
tibia de la media 4,38 3,59 533 3,70 4,86 3,64
pata posterior des. est. 0,65 0,38 0,72 0,58 0,83 0,49
Longitud de los nimero 24 25 25 25 49 50
tarsos de la media 4,22 3,40 4,82 3,70 4,53 3,55
pata posterior des. est. 0,59 0,29 0,48 0,37 0,62 0,36




BOL. SAN. VEG. PLAGAS. 32, 2006 639

hembras de campo. Estos datos también son
indicacion de la idoneidad del método de cria
desarrollado.

Finalmente, la biometria de adultos segin
origen y sexo se recoge en el cuadro 4. El
andlisis multivariante presentd significacién
estadistica (P<0,05); los valores mas discri-
minantes fueron la anchura méxima del pro-
noto y del abdomen; que fueron utilizados
para la representacién de las poblaciones
como recoge la figura 6 para hembras y figu-
ra 7 para machos. En dichas figuras se puede
observar que las hembras de laboratorio y
campo pertenecen a la misma poblacién,

aunque los adultos provenientes de la cria en
laboratorio fueron menores; por el contrario,
en machos el efecto es mucho més acusado,
de forma que las poblaciones estaban clara-
mente separadas entre si, sin solapes. Este
menor tamano de los adultos de laboratorio a
sido efecto de la cria prolongada en labora-
torio, como se ha demostrado en otros insec-
tos mantenidos en laboratorio, especialmen-
te en parasitoides y depredadores (GRENIER y
CLERCQ, 2003); sin embargo, en el presente
caso, no tuvo efecto en los parametros biol6-
gicos de las hembras (longevidad y fecundi-
dad), como se menciond anteriormente.
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Figura 6. Representacién de las hembras adultas de Rhynchophorus ferrugineus. segin procedencia
(laboratorio o campo), en funcién de los dos pardmetros mds discriminantes en el anélisis multivariante.
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Figura 7. Representacién de los machos adultos de Rhynchophorus ferrugineus, segin procedencia
(laboratorio o campo), en funcién de los dos pardmetros més discriminantes en el andlisis multivariante.
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ABSTRACT

MAaRTIN M. M., T. CaBELLO. 2006. Rearing management of Red Palm Weevil, Rhyn-
chophorus ferrugineus (Olivier, 1790) (Coleoptera, Dryophthoridae), in artificial diet and
effects on biology and adult biometry. Bol. San. Veg. Plagas, 32: 631-641.

A viable methodology has been developed for rearing, under laboratory conditions,
Red Palm Weevil (Rhynchophorus ferrugineus), also an artificial diet has been develo-
ped, derived of one used in Lepidoptera, with easy components and without elaboration
and handling problems. With this methodology and diet has been feasible the develop-
ment of the species during 5 generations (at 25+1° C, 65£10 % of H.R. and darkness).
Under these conditions, the larva required 84.62 days to complete its development and
28.69 the pupa. Adult longevity was 199.4 days for males and 144.3 days for females;
these presented a fecundity of 211.1 eggs /@ and fertility 164.71 larvae/® . Those values
were higher than those that had field adults, feeding in Phoenix canariensis, which pre-
sented female longevity of 69.8 days, with fecundity and fertility of 158.2 and 67.7 eggs
and larvae per female, respectively. The species rearing in laboratory, during 5 genera-
tions, had an effect in the size of adults; however, the smallest size of laboratory adults
did not affect to its longevity and fecundity that was bigger than the one presented by

field adults.

Key words: Palm, pest, Red Palm Weevil, Rhynchophorus ferrugineus, artificial diet.

laboratory rearing.
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Comunicacio

Aspectos biologicos de Brevicoryne brassicae (Linnaeus, 1758)
(Hemiptera: Aphididae) em dois genétipos de couve

S. A. DE BORTOLI

O objetivo do presente trabalho foi avaliar alguns aspectos biol6gicos do pulgdo Bre-
vicoryne brassicae em dois gendtipos de couve, Brassica oleracea var. acephala, pro-
curando-se detectar possivel fonte de resisténcia por antibiose. Os gendtipos avaliados
foram ‘Manteiga 916" ¢ ‘Roxa 919’, utilizando-se 60 (sessenta) fémeas por cultivar, com
as quais foram determinados: 0 mimero de descendentes, o periodo pré-reprodutivo, o
periodo reprodutivo e o periodo de vida de ninfa a adulto. Pelos resultados obtidos cons-
tatou-se o efeito negativo do gendtipo ‘Roxa 919’ no desenvolvimento de B. brassicae,
0 que evidencia resisténcia do tipo antibiose no genétipo em relagio ao ‘Manteiga 916°.

S. A. DE BortoLl. Laboratério de Biologia e Criagdo de Insetos, Departamento de Fitos-
sanidade/FCAV/UNESP, Via de Acesso Prof. Dr. Paulo Donato Castellane, s/no.

CEP: 14884-960 Jaboticabal — Sdo Paulo - Brasil

E-mail: bortoli@fcav.unesp.br

Palavras chave: aspectos bioldgicos, couve, gendtipos. Brevicoryne brassicae.

Virias espécies de insetos atacam freqiien-
temente a couve, destacando-se duas de
pulgdes, Brevicoryne brassicae e Myzus persi-
cae, sendo que o primeiro, denominado
pulgdo das bréssicas € cosmopolita (VASICEK
et al., 1998) e é, normalmente, de maior oco-
rréncia nas condigdes de Jaboticabal, SP,
Brasil, causando, ndo raras vezes, prejuizos
significativos devido a intensa e continua
retirada de seiva das plantas, sendo conside-
rado no Brasil praga-chave da cultura (SALGA-
DO, 1983). Tal situagdo faz com que o cultivo
da couve normalmente necessite do uso inten-
sivo de inseticidas, muitas vezes de largo es-
pectro e alta toxicidade, fato este que pode
causar problemas aos produtores-aplicadores,
como também aos consumidores (LARA et al.,
1979).

Devido a necessidade de se obter outros
métodos de controle, com o objetivo de evi-

tar os efeitos colaterais indesejdveis do uso
exclusivo e sistemdtico do controle quimico,
trabalhos t€m sido desenvolvidos no sentido
de avaliar o comportamento de diferentes
gendtipos em relagdo ao ataque de pragas,
procurando-se, assim, obter cultivares menos
suscetiveis aos afideos.

Nesse sentido, tem sido constatada a
ocorréncia de diferentes niveis de resisténcia
de gendétipos de Brassica oleracea var.
acephala ao pulgdo B. brassicae (THOMPSON,
1963; LA RoOsSA et al., 2005). Através de
processos seletivos, tem-se obtido gendtipos
com e sem cera cuticular nas folhas, e
observado que plantas sem cera ndo sdo
colonizadas pelo afideo, enquanto que em
folhas com camada cerosa o inseto consegue
formar coldnias bastante populosas.

Diferengas significativas na populagdo do
inseto tém sido obtidas em diferentes varie-
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dades comerciais de couve, sugerindo que
um dos fatores determinantes da preferéncia
seria a coloragdo das folhas; as variedades
americanas de cor vermelha favorecem o
estabelecimento e a sobrevivéncia do pulgao
(RADCLIFFE & CHAPMAN, 1966).

As cultivares de couve ‘Manteiga de
Ribeirdo Pires 2446’, ‘Manteiga de Ribeirdo
Pires 2620" e ‘Manteiga 1811’ sdo menos
preferidas por B. brassicae, em condi¢des de
campo, enquanto que, em laboratério, desta-
cam-se as cultivares ‘Roxa’, ‘Manteiga Tupt’
e ‘Manteiga de Jundiai’, sendo considerada a
‘Roxa’ e a ‘Manteiga Tupi’ como as mais
promissoras. A variedade ‘Crespa 918’ ¢
apontada como a mais preferida, em ambas
as situacdes (LARA et al., 1978).

O objetivo desse trabalho foi avaliar
alguns aspectos bioldgicos do pulgdo B.
brasssicae em dois genétipos de couve,
Brassica oleracea var. acephala, procuran-
do-se assim detectar possivel fonte de
resisténcia por antibiose.

Para tanto, em drea experimental do
Departamento de Fitossanidade da FCAV-
UNESP, Jaboticabal, SP, em solo do tipo
Latossolo Vermelho-Escuro fase arenosa, as
cultivares de couve ‘Roxa 919’ ¢ ‘Manteiga
916’ foram cultivadas, seguindo-se as reco-
mendagdes normalmente empregadas para a
cultura, com exceg¢do ao tratamento fitossa-
nitario (as pragas, quando necessdrio, foram
eliminadas manualmente). O delineamento
estatistico utilizado foi o inteiramente
casualizado com 2 (dois) tratamentos (geno-
tipos) e 30 repeti¢oes, sendo cada uma delas
representada por duas fémeas de B. brassi-

cae. Os dados foram obtidos em 5 plantas de
cada genétipo, sendo 12 fémeas em cada
uma delas confinadas nas terceiras e/ou
quartas folhas, a contar do dpice da planta.
Portanto, 60 fémeas (por gendtipo) recém
emergidas foram individualizadas em gaio-
las pldsticas, tipo “plexiglass”, e acompan-
hadas em seus desenvolvimentos através de
observacdes didrias, determinando-se os
seguintes pardmetros biol6gicos: ndmero
total de descendentes, periodo pré-reprodu-
tivo, periodo reprodutivo e periodo total de
vida (ninfa + adulto).

Os dados obtidos foram analisados pelo
teste F, sendo que as médias encontram-se
sumarizadas na Tabela |. Com relagdo ao
nimero médio de descendentes por fémea,
verificou-se que no gendtipo ‘Roxa 919’ o
pulgdo apresentou menor nimero de descen-
dentes quando comparado ao ‘Manteiga
916’, evidenciando claro efeito negativo na
biologio do afideo (antibiose), fato este que
dé ao referido material o cardter resisténcia,
sendo que resultados semelhantes ja foram
obtidos em outros gendtipos, alguns também
do grupo Manteiga (LARA et al., 1979).
Quanto ao periodo pré-reprodutivo, periodo
reprodutivo e periodo total de vida do inseto,
nota-se que no gendtipo ‘Manteiga 916, o
pulgdo teve os referidos pardmetros prolon-
gados, em relagdo ao ‘Roxa 919’, resultados
estes que mais se aproximam dos dados nor-
mais para a espécie, mostrando que no mate-
rial com caracteristica de resisténcia (‘Roxa
919’) ocorre redugdo nos parametros estuda-
dos, além de reduzir significativamente o
nimero de descendentes.

Tabela 1. Ndmero descendentes por fémea, periodo pré-reprodutivo (dias), periodo reprodutivo (dias)
e periodo de vida (ninfa + adulto) (dias) de Brevicoryne brassicae nos genétipos de couve
‘Manteiga 916’ e ‘Roxa 919’.

PARAMETROS/GENOTIPOS ‘MANTEIGA 916’ ‘ROXA 919°
Numero de descendentes 40,57 +593a 2437 +221b
Periodo pré-reprodutivo 580+ 0,64 a 3.13+038b
Periodo reprodutivo 10,03+0,70 a 843 +0.58b
Periodo de vida (ninfa + adulto) 1583x143a 11,57+ 1,21b

Médias scguidas por letras diferentes. nas linhas, diferem estatisticamente entre si.
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Assim, pelos resultados obtidos nota-se o
efeito negativo do gendtipo ‘Roxa 919’ no

dencia resisténcia por antibiose do genétipo
em relagdo ao ‘Manteiga 916°.

desenvolvimento de B. brassicae, o que evi-

RESUMEN

De BortoLl, S.A., 2006. Aspectos biolégicos de Brevicoryne brassicae (Linnaeus,
1758) (Hemiptera: Aphididae) en dos genotipos de col berza. Bol. San. Veg. Plagas. 32:
643-646.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar algunos aspectos bioléGgicos del pul-
g6n de la col Brevicoryne brassicae en dos genotipos de col berza, Brassica oleracea var.
acephala, para detectar la posible fuente de resistencia por antibiosis. Los genotipos eva-
luados fueron ‘Manteiga 916" y *Roxa 919’. se utilizaron 60 (sesenta) hembras por cul-
tivar, en cada cultivar fueron determinados: el nimero de descendientes, el periodo pre-
reproductivo, el periodo reproductivo y el periodo de vida de ninfa a adulto. Los resulta-
dos obtenidos constataron un efecto negativo del genotipo ‘Roxa 919" sobre el desarro-
lto de B. brassicae. o que comprueba resistencia del tipo antibiosis sobre el genotipo con
relacion al ‘Manteiga 916,

Palabras clave: aspectos biolégicos, col berza, genotipos, Brevicoryne brassicae.

ABSTRACT

De BorTtoLl, S.A., 2006. Biological aspects of Brevicoryne brassicae (Linnaeus,
1758) (Hemiptera: Aphididae) feeding on two kale genotypes. Bol. San. Veg. Plagas, 32:
643-646.

This work was carried out to evaluate some biological aspects of Bericoryne brassi-
cae with the objective to check antibiosis, feeding on two Brassica oleraceakvar. acep-
hala genotypes. ‘Manteiga 916" and ‘Roxa 919. It was raised 60 females per genotype
getting the number of descendents, pre-reproductive period, reproductive period and the
length of the nymph and adult period. By the results it was possible to conclude: there is
a negative effect of ‘Roxa’ genotype in aphid development, showing the presence of anti-

biosis in that material.

Key words: biological aspects, kale, genotypes. Brevicoryne brassicae.
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Aspectos biolégicos de Brevicoryne brassicae (Linnaeus, 1758)
(Hemiptera: Aphididae) em relacao ao estado nutricional de

Brassica oleracea L. var. acephala

S. A. DE BortoLl, M. C. FERNANDES, N. M. M. S. DE ALBERGARIA, H. O. S. DORIA

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar os aspectos biolégicos de
Brevicoryne brassicae (L.) em relagdo ao estado nutricional das plantas de couve,
visando a obtengdo de informagdes referentes ao manejo pragas. O experimento foi
conduzido em casa-de-vegetacdo a 25 + 3°C, utilizando-se vasos de Leonard para plantio
das mudas. Os tratamentos foram baseados nas variagoes da relagdo nitrato/aménia: 0/0,
100/0, 75/25, 50750, 25/75, 0/100 ¢ testemunha. De acordo com os resultados, pode-se
concluir que: plantas com relagdo nitrato/amdnia equilibrada possuem tendéncia em
favorecer o desenvolvimento e reprodugio do afideo da couve; altos niveis de amdnia
sao prejudiciais ao desenvolvimento das plantas de couve, tornando-as alimento nio
favordvel ao inseto; manipulando a relagao nitrato/amoénia da planta hospedeira, pode-se
causar alteragdes fisicas e metab6licas refletindo em alteragbes bioldgicas e
comportamentais no inseto, isto €, induzir menor suscetibilidade ou tolerincia das
plantas as injdrias.

S. A. De BortoLi, Dept. de Fitossanidade, Fac. Ciéncias Agrdrias e Veterindrias, UNESP,
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n. 14884-900. Jaboticabal. SP. E-mail:
bortoli@fcav.unesp.br
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INTRODUCAO

Entre as brdssicas, a couve é uma das hor-
talicas mais populares, sendo produzida em
pequenas propriedades, nos “cinturdes ver-
des” de grandes centros urbanos e também
em hortas domésticas. Dentre as principais
pragas da couve pode-se citar Brevicoryne
brassicae (Linnaeus, 1758) (Hemiptera:
Aphididae); este inseto vive em grandes
colénias na face superior das folhas de couve
causando enrolamento das folhas pela

succdo continua de seiva, destacando-se
como importante transmissor de viroses
(GALLO et al., 2002).

O mercado consumidor de produtos hor-
ticolas exige produtos de qualidade com
boa aparéncia externa e sem residuos.
Assim, para reduzir a aplicagdo de produtos
fitossanitdrios proporcionando vantagens
econdmicas e ecoldgicas, alguns pesquisa-
dores tém explorado as defesas quimicas da
prépria planta, tentando induzir menor sus-
cetibilidade.
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SINGH & AGARAWALL (1983) apresenta-
ram diversas citagdes sobre a influéncia da
adubagdo mineral na incidéncia de diferentes
espécies de pragas em diferentes culturas na
india. Esses autores relataram que em 74 %
dos experimentos realizados com nitrogénio
foram observados aumentos populacionais
das pragas com aumento da dose de nitrogé-
nio. COSTELLO (1994) observou que duas
aplicagdes dos fertilizantes foliares Mixt | e
Alpinest, reduziu a populagdo de B. brassi-
cae em 50%.

De acordo com o trabalho de VavRrINA er
al. (1993), onde diferentes fontes de nitrogé-
nio foram testadas em couve chinesa; com
aplicag@o, em pré-plantio, de nitrato de cél-
cio, nitrato de amonio, uréia, solugao de
nitrato de uréia-amdnio (Uran) e solugdo de
uréia-célcio (Nitrato-Plus), obteve-se plantas
com cabegas grandes, mas com alta incidén-
cia de pragas.

PETIT et al. (1994) estudaram os efeitos da
reducdo da concentragdo de nitrogénio em
solugdo hidropdnica sobre o crescimento da
populagdo de Aphis gossypii, em pepino, e
Myzus persicae em pimentdo. Através das
variagdes das concentragdes de nitrogénio de
90 a 175, 175 a 225 ppm de N na solugdo,
ficou constatado que a populagdo de Aphis
gossypii foi significativamente reduzida na
concentrac¢do de 90 a 175 ppm de N. Obser-
varam também alta fecundidade dos afideos
nas concentragdes de 175 a 225 ppm de N.

ZAGO et al. (1997) analisaram a influéncia
de seis diferentes combinag¢des de adubagao
de esterco bovino com uréia sobre a popu-
lagdo de B. brassicae em couve manteiga, €
verificaram que o tratamento que proporcio-
nou maior densidade de pulgdes foi o de 20
ton. de esterco + | ton. de uréia/ha.

O presente trabalho teve como objetivo
avaliar alguns aspectos bioldgicos do pulgio
Brevicoryne brassicae, em fungio de diferen-
tes niveis de nitrogénio na cultura da couve.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa-de-
vegetacdo chimatizada (temperatura de 25 £

3°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase
de 12 horas) do Departamento de Fitossanida-
de, e as andlises quimicas das plantas foram
realizadas no Laboratério de Quimica do
Departamento de Tecnologia, ambos perten-
centes a Faculdade de Ciéncias Agrdrias e
Veterindrias — UNESP, Campus de Jabotica-
bal. A criacdo estoque de B. brassicae teve
inicio a partir de coletas em plantas de couve
manteiga cultivadas em campo. Os insetos
foram mantidos em plantas de couve da varie-
dade acephala cultivadas em vasos de ceré-
mica (5 L de capacidade) em casa-de-vege-
tagdo. Para a montagem do experimento
foram escolhidos vasos de Leonard (VICENT,
1970), constituidos por garrafas de vidro com
o fundo cortado e vidros de compota como
suporte e recipiente da solugdo nutritiva. No
“bico” das garrafas que ficavam invertidas, foi
presa uma tela com abragadeira de pléstico,
visando a condugio da solugdo por capilari-
dade até o substrato e sustentagao.

O substrato foi composto de areia fina
lavada em d4gua corrente por 5 vezes; apds
lavagem foi adicionado solugido de HCL 5%
e deixado em repouso por |2 horas. Lavou-
se novamente com 4dgua para a retirada de
cloreto, sempre controlando através da
reacdo quimica com nitrato de prata 0,1%, e
por tltimo, levado em estufa a 300°C por 24
horas para secagem e eliminagfo do restante
de microorganismos completando assim, o
processo de esterilizagdo de substrato.

Os tratamentos (solugdes nutritivas)
foram baseados nas variagdes da relagdo
nitrato/amodnia (0/0, 100/0, 75/25, 50/50,
25/75, 0/100 e testemunha — solugéo nutriti-
va recomendada para a cultura). As solugdes
foram colocadas nos vidros suporte a um
volume de 300 ml, sendo que estas foram
trocadas semanalmente nas duas primeiras
semanas € diariamente apds esse periodo.
Foram avaliadas duas geracdes de B. brassi-
cae onde determinou-se os seguintes para-
metros biolégicos: capacidade reprodutiva,
desenvolvimento pés-embriondrio e longevi-
dade das fémeas. Para avaliagdo desses para-
metros, foram usadas caixas de “pexiglass”
como gaiolas, as quais foram presas através
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Tabela 1. Andlises de Regressao Polinomial dos aspectos biologicos na Geracio I de Brevicoryne brassicae, para
os tratamentos com relagio Nitrato/Aménia (100/0; 75/25; 50/50; 25/75; 0/100).

Afspec.tos Equagdes de Regressio Teste F R?
Bioldgicos RL! RQ? RC3
instar | y =2.09 324NS  Q40NS  023NS .
fnstar 2 y = 2,1 - 0,0068x 6,05+ 0,24NS 0 47NS 0,94
[nstar 3 y=12717 0.24NS 0, 79NS  (0,20NS -
Instar 4 y = 1,5 + 0,1147 - 0,0046x + 0,00003493x2 0,I5NS  024NS 482+ 1,00

Longevidade y = 10,5469 0,26NS  2,05NS 1,65NS -
Desc./Dia y =0.282 + 0,1897x - 0,001874x? 0,01NS 5.65+% 0,56NS 0,95
Total Desc. y =4,9078 + 0,3403x - 0,003496x2 0,12Ns 14,69+  0,2INS 0,91

Tempo Total y = 13,76 0.52NS 3 54NS 1,52N8 -

'Regressdo Linear; 2Regressdo Quadratica; 3Regressdo Cébica.

de “clips” de metal na superficie inferior das
folhas de couve, conforme metodologia uti-
lizada por CABETTE (1989).

O experimento iniciou-se quando as plan-
tas atingiram aproximadamente 30 cm de
altura e 4 a 5 folhas. Para isso foram utiliza-
dos pulgdes de até um dia de idade, trazidos
da criagdo estoque, colocando-se um inseto
por gaiola, sendo presas quatro gaiolas dis-
tribuidas no ter¢o médio das plantas/vaso;
foram utilizados 5 vasos por tratamento,
totalizando 4 gaiolas por vaso. Utilizou-se
para andlise e interpretagdo dos resultados, o
delineamento inteiramente casualizado,
sendo que para os dados bioldgicos do inse-
to foi aplicada regressdo polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No tratamento cuja relagdo nitrato/amo-
nia foi de 0/0, as plantas de couve nio con-
seguiram desenvolver-se devido a auséncia
total da fonte de nitrogénio.

Aspectos biolégicos - Geragao 1

Analisando os dados da Geragdo 1,
observou-se que o 12 e 32 instares ndo apre-
sentaram diferengas estatisticas significati-
vas, sendo 2,09 dias e 1,27 dias a duragio
média destes estddios, respectivamente
(Tabela 1).

O 2e instar apresentou valores significati-
vos, pode-se observar que o tratamento

100/0 foi o que demonstrou aumentar a
duragdo desta fase em relagdo aos demais,
como pode ser observado na Figura |. No 4¢
instar, houve diferenca observando-se no tra-
tamento 75/25 maior duracdo desse periodo,
um decréscimo no tratamento 50/50 e novo
aumento no tratamento 25/75 (Figura 2).

Em rela¢do a longevidade das fémeas de
B. brassicae nio foi observada diferenga sig-
nificativa entre os tratamentos, sendo a lon-
gevidade média de 10,55 dias, estando esse
valor dentro do intervalo de variagdo obtido
por SATAR et al. (2005) e bem inferior ao
citado por LA Rossa et al. (2005). Quando se
analisou o nimero médio de descendentes
por dia, o tratamento 50/50 destacou-se em
relagdo aos demais, sendo que os tratamen-
tos 100/0 e 0/100 ndo favoreceram a capaci-
dade reprodutiva dos pulgdes quando com-
parados aos tratamentos com relagdo nitra-
to/amdnia equilibrada (Figura 3).

O mesmo ocorreu com o nimero total de
descendentes, ou seja, o tratamento 50/50
proporcionou maior capacidade reprodutiva,
concluindo que o balanceamento dos
nutrientes no hospedeiro favorece a repro-
dugdo do inseto (Figura 4), resultado esse
contrastante ao relatado por PETIT et al.
(1994). A longevidade de B. brassicae dife-
riu em fungdo dos tratamentos, sendo 13,76
dias o seu valor médio. Analisando-se os
dados sem considerar o resultado calculado
pela estatistica, pode-se afirmar que nos tra-
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Figura 1. Curva de regressdo polinomial obtida com a duragdo do 22 instar de Brevicoryne brassicae nos diferentes

tratamentos.
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Figura 2. Curva de regressdo polinomial obtida com a duragio do 42 instar de Brevicoryne brassicae nos diferentes
tratamentos.

tamentos 100/0 e testemunha, os pulgdes
tiveram uma tendéncia em sobreviver por
mais tempo, como também mostraram-se
como individuos mais desenvolvidos em
relacdo a tamanho de corpo e coloragdo.

De acordo com os resultados obtidos na
Geracao |, pode-se considerar que o pulgéo da

couve apresenta melhor desenvolvimento e
reproducdo quando as plantas de couve rece-
bem nutri¢do com relagdo nitrato/amonia equi-
librada. Os tratamentos que recebem nutri¢ao
com excesso de amdnia causam desequilibrios
na dindmica da populagéo dos insetos em estu-
do, afetando, principalmente, a reprodugdo.
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Figura 3. Curva de regressdo polinomial obtida com o nimero médio de descendentes de Brevicoryne brassicae no
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Figura 4. Curva de regressdo polinomial obtida com o nimero total de descendentes de Brevicoryne brassicae nos

diferentes tratamentos na Geragio

Quando se comparou os tratamentos
extremos (100/0 e 0/100), observou-se que o
nitrato, fonte de nitrogénio absorvida pela
planta, quando fornecido em altas doses
(100/0), favorece o desenvolvimento vegeta-
tivo da planta, a capacidade reprodutiva e a
qualidade de vida dos insetos que a utilizam

como fonte de alimento. No entanto, quando
foi fornecida uma alta quantidade de aménia
(0/100), que é outra fonte de nitrogénio
(téxica e ndo absorvida) para as plantas, essa
quantidade de amdnia prejudicou desenvol-
vimento vegetativo da planta, diminuindo
sua drea foliar, provocando queimaduras nos
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bordos das folhas e, conseqlientemente, des-
favorecendo uma alimentagéo de boa qualida-
de para o inseto, reduzindo a sobrevivéncia.

Aspectos biolégicos - Geracdo 11

Para as avaliagdes dos aspectos biol6gicos
do pulgdo da couve na Geragao II, foram uti-
lizados os descendentes com até 1 dia de
idade provenientes da Geracdo I. Na insta-
lag@o do experimento da Geragdo II ndo foi
possivel a realizagao dos tratamentos com as
relagdes 0/0 e 0/100 devido ao baixo indice
de reprodugdo e alto indice de mortalidade
dos descendentes na Geragéo 1.

De acordo com os resultados de regressao
polinomial, ndo houve diferenca significati-
va entre os tratamentos em para todos os ins-
tares. A duragdo média de cada instar foi de
1,86; 1,64; 1,62; 1,86 dias, do 12 ao 42 instar,
respectivamente. Nao houve efeito dos trata-
mentos sobre a longevidade das fémeas

RESUMEN

(13,57 dias, em média) e sobre o nimero
médio de descendentes por dia (0,64 descen-
dentes, em média). O nimero total de des-
cendentes foi maior no tratamento 75/25,
sendo que 12,27 dias foi a da longevidade
média dos pulgdes.

Assim, na geracdo Il apenas o niimero de
descendentes apresentou diferenga estatisti-
ca para as relagdes nitrato/amomia avaliadas,
mostrando por meio deste pardmetro biol6-
gico que altos niveis de nitrogénio favore-
cem a capacidade reprodutiva dos afideos,
situacdo esta também relatada no trabalho de
PETIT et al. (1994).
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De BorToLI S. A., M. C. FERNANDES, N. M. M. S. DE ALBERGARIA, H. O. S. DORIA.

2006. Aspectos bioldgicos de Brevicoryne brassicae (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Aphi-
didae) en relaci6n al estado nutricional de Brassica oleracea L. var. acephala. Bol. San.
Veg. Plagas, 32: 647-653.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal evaluar los aspectos biolégicos de
Brevicoryne brassicae (L.) en relacién al estado nutricional de las plantas de col, bus-
cando la obtencién de informaciones referentes al manejo de plagas. El experimento fue
realizado en un invernadero a 25+3 °C, utilizdndose recipientes de Leonard para plantio
de las mudas. Los tratamientos se basaron en las variaciones de la relacién nitrato/amo-
nio: 0/0, 100/0, 75/25, 50/50, 25/75, 0/100 y el testigo. De acuerdo con los resultados
encontrados se puede concluir que: plantas con relacién equilibrada de nitrato/amonio
poseen tendencia a favorecer el desarrollo y reproduccién del dfido de la col; los altos
niveles de amonio son perjudiciales al desarrollo de las plantas de col, torndndolas ali-
mento no favorable para el insecto. Con la manipulacién de la relacién nitrato/amonio de
la planta hospedera. se pueden causar cambios fisicos y metabslicos que se reflejan en
alteraciones biolégicas y de comportamiento en el insecto, esto produce menor suscepti-
bilidad o tolerancia de las plantas a los dafos.

Palabras clave: Insecta, Pulgdn de la col, nitrégeno, interaccion insecto-planta.

ABSTRACT

DE BorTOLI S. A., M. C. FERNANDES, N. M. M. S. DE ALBERGARIA, H, O. S. DORIA.
2006. Biological aspects of Brevicoryne brassicae (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Aphidi-
dae) in relation to Brassica oleracea L. var. acephala nutrition. Bol. San. Veg. Plagas, 32:
647-653.

This work was aimed to evaluate the biological aspects of the cabbage aphid Brevi-
coryne brassicae (L.) in relation to plant nutrition, to obtain information about pest man-
agement. The experiment was conducted in a greenhouse with environmental control.
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The pots were Leonard's type made of glass bottles. According to the results it was con-
cluded that: plants with balanced levels of nitrogen (nitrate/ammonia) show tendency to
increase the development and reproduction of cabbage aphid; high levels of ammonia are
deleterious to cabbage development, plants treated with high levels of ammonia are not
beneficial to the insects; the manipulation of the nitrate/ammonia rate could cause phys-
ical disturbances on the host plant. This situation could led to biological and behavioral
disturbances on the insects and induced less susceptibility or tolerance of plants to injury.

Key words: insecta, nitrogen, cabbage aphid, insect-plant interaction.
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Larval galleries and pupal chambers of Huequenia livida
(Germain, 1898) (Coleoptera: Cerambycidae)

P. TURIENZO

Description and photographs of larval galleries. pupal chambers and emergence
holes of H. livida in Araucaria araucana dead branches are present.

P. TurieNzO. Entomologia, Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. 4° Piso. Pabellon 1. (CP 1428) Ciudad Uni-
versitaria, Buenos Aires, Argentina. e-mail: paolaturienzo@yahoo.com

Key words: Larval biology. Longhorned beetle. Araucaria.

INTRODUCTION

The family Cerambycidae (Coleoptera:
Chrysomeloidea) is represented by 845
species in Argentina. The larvae are phy-
tophagous, most of them develop in dead
wood but minorities do it in living plants (D1
Ior10, 2005). The larval galleries and pupal
chambers of this family had received little
attention until the classification proposed by
DUFFY (1953). More recently, descriptions
of larval galleries and pupal chambers had
been made in some Neotropical species
(MEYER, 1967; Napp, 1976, 1977, PENTADO-
Dias, 1978, 1979, 1980; D1 Iorio, 1993a,
1993b, 1993c¢, 1995, 1996, 2006).

In 2005, Huequenia livida (Germain,
1898) was first recorded with the first
known host plant in Argentina, Araucaria
araucana (Mol.) Koch (TuriENzO, 2005).
Turienzo obtained a winter and a summer
generation in laboratory and the woods,
from which the adults emerged, had kept for
this study. The objective of this contribution
is to describe and illustrated the larval gal-
leries, pupal chambers and emergence holes
of H. livida in Araucaria dead branches and

contributes with the biology of this Ceram-
bycidae.

MATERIALS AND METHODS

Reared material obtained from Neuquén:
San Martin de los Andes, 10-1-2005, P.
Turienzo & O. Di lorio leg [basal dead
branches on living trees] (TURIENZO. 2005).
The woods, with the respective traces are in
authors’ collection, Paola Turienzo, Buenos
Aires (PTBA). Photographs of this material
had been taken, and the corresponding mea-
surements of pupal chambers (6 examples)
and access/exit holes (15 examples) were
obtained with a calibre (precision 0.01 mm).
The terminology used here is those proposed
by D1 Ior10 (1995).

RESULTS

The larval galleries are subcorticals,
increasing in size when the larvae growth, and
filled with compacted frass. In cases of high
larval densities, it is not possible to distinguish
between individual limits of the larval gal-
leries (Fig. 1). In tiny branches (1 cm diame-
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Figure 1. Larval biology of H. livida in A. araucana:
larval tunnels filled with compacted frass, and without
individual limits (high larval density).

ter), the larvae penetrate in the medullar region
where they built the pupal chambers. These
are direct and internal (DuFFy, 1953), and
derived from a subcortical gallery (D1 IoRr10,
1995). In cross-section, the pupal chambers
measure 3.93 = 0.61 mm high and 6.18 * 1.21
mm width (Fig. 2), oriented with the width
parallel to the growth rings. In longitudinal

Figure 3. Pupal chambers in longitudinal section.

Figure 2. Pupal chambers in cross-section.

section, the pupal chambers measure 23.13 +
5.64 mm total length (Fig. 3). Measurements
of the access/exit holes were 3.09 + 0.19 mm
high and 4.73 + 0.39 mm width (Fig. 4). The
access/exit holes are horizontal (their width is
transversal to the longitudinal axis of the
branch). When the larval density is so high, the
orientations of the access/exit holes are vari-
able (Fig. 4). The adults build the emergence
holes in the bark, located in front of the
access/exit holes, and with the same orienta-
tion and measurements of this lasts.

DISCUSSION

MARTINS (2002) include the genus Hue-
quenia Cerda, 1986, in the tribe Achysonini.

Figure 4. Access/exit holes.
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By the present, only the pupal chambers and
larval galleries of one species of the genus
Achryson were described. Larval galleries of
Achryson surinamum (L., 1767) are internal
(D1 Iorio, 1996), and the pupal chambers
correspond to the larval habit (D1 [oRrio,
1995), with the vertical emergence holes
build by the adults (Dr Iorio, pers. com.).
The corresponding larval tunnels, pupal
chambers and emergence holes for the genus
Huequenia are, in consecuence, completely
different of the type-genus of this tribe.
Species in both Achryson and Hueguenia are
nocturnal.

RESUMEN

With this paper, the author contributes
with some characteristics of one genus of
this tribe but more studies must be done like
describe immature stages to know the possi-
ble phylogenetics relations and possible
diagnoses like simple keys for users like for-
est productors.
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Se presentan descripciones y fotografias de galerias larvales, cdmaras pupales y ori-
ficios de emergencia de H. livida en ramas secas de Araucaria araucana.

Palabras clave: Biologia larval, Escarabajos longicornios, Araucaria.

REFERENCES

D1 Iorio, O.R. 1993a. Plantas hospedadoras y oviposi-
cién de Dorcacerus barbatus (Oliv.) (Coleoptera,
Cerambycidae) en Argentina. Revia. bras. Ent..
37(4): 723-729.

Iorio. O.R. 1993b. Cerambycidae (Coleoptera) y

otros insectos asociados a Parkinsonia aculeata

(Leguminosae) en Argentina. Revia Biol. Trop.,

41(3): 463-470.

D1 lorio, O.R. 1993¢. Asociacién de Lochmacocles sla-
deni (Gahan) (Coleoptera: Cerambycidae) con Ente-
rolobium contortisiliquum (Vell.) Morong y Cathor-
mion polyanthum (Spreng.) Burk. (Leguminosae). y
notas sobre otras Cerambycidae, depredadores y
parasitoides. Rev. Soc. Entomol. Arg.. 52: 63-71.

D1 Iorio, O. R. 1995. The genus Deltosoma Thomson,
1864 in Argentina: D. lacordairei Thomson, 1864 and
D. xerophila n. sp; with a revision of larval tunnels
and pupal chambers in Neotropical Cerambycinae
(Coleoptera: Cerambycidae). G. it. Ent., 7T: 203-217.

Dr lorio, O. R. 1996. Biologia de Cerambycidae (Coleop-
tera) de la Argentina. Tesis doctoral. Universidad
Nacional de Buenos Aires. Facultad de Ciencias Exac-
tas, Fisicas y Naturales. 462 p.. 233 figs., 243 tablas.

DiIorio, O. R. 2005. A field guide of the long horned
beetles (Coleoptera: Cerambycidae) from Argenti-
na. Esteban Abadie & Pablo Wagner (Coordina-
tors). Buenos Aires, xiv + 98 p. + 74 plates.

D

D1 lorio, O. R. 2006. Tourneutini of Argentina: new
records, host plants, and comparison of their larval
and adults biologies with those of Prioninae and
Trachyderini (Coleoptera: Cerambycidae). G. it
Enr., 11: 183-234.

Durry. E. A. J. 1953. A monograph of the immature
stages of British and imported timber beetles (Cer-
ambycidae). British Museum of Natural History: 1-
350.

MarTins, U. R. 2002. Tribo Achrysonini. p. 37-144.In:
Martins, U.R. (Ed.). 2002. Cerambycidae sul-ameri-
canos (Coleoptera). Taxonomia Vol. 4: Subfamilia
Cerambycinae, Tribos Erlandiini Aurivillius, 1912,
Smodicini Lacordaire, 1869. Achrysonini Lacordai-
re, 1869, Cerambycini Latreille, 1804 - Cerambyci-
na Latreille, 1804. Sociedade Brasileira de Entomo-
logia, Sdo Paulo, 254 p.

MEYER, F. R. 1967. Larva, pupa and life history of three
species of Ibidionini (Coleoptera: Cerambycinae).
Papéis Avulsos Zool.. S. Paulo, (20): 147-158.

Napp, D. S. 1976. Revisao dos géneros Compsocerus
Lepeletier & Serville. 1830 ¢ Paramoeocerus Gou-
nelle. 1910 (Coleoptera: Cerambycidae). Rev. Bras.
Ent., 20 (1): 1-64.

Napp, D. S§. 1977. Revisdo do género Unxia Thomson,
1860 (Coleoptera, Cerambycidae). Rev. Bras. Eni.,
20 (3/4): 117-152.



658 P. TURIENZO

PenTADO-Dias. A. M. 1978. Biologia e ontogenia de
alguns Ibidionini (Coleoptera, Cerambycidae.
Cerambycinae). Rev. Bras. Ent.. 22(1): 35-48.

PENTADO-DIAS, A. M. 1979. Biologia e ontogenia de
Neoclytus pusillus (Lap. & Gory) (Coleoptera,
Cerambycidae, Cerambycinae, Clytini). Rev. Bras.
Ent., 23(2): 77-83.

PenTaDO-Dias, A.M. 1980. Contribugdo ao conheci-
mento da biologia e ontogenia de Trachyderes tho-

racicus (Olivier, 1790) (Coleoptera: Cerambycidae).
Rev. Bras. Ent., 24 (2): 131-136.

TURIENZO, P. 2005. Nuevo registro de Huequenia livida
(Germain. 1901) (Coleoptera: Cerambycidae) en
Araucaria araucana (Mol.) Koch (Araucariaceae)
de la Argentina. Bol. San. Veg. Plagas, 31(4): 517-
S18.

(Recepcién: 26 septiembre 2006)

(Aceptacion: 3 noviembre 2006)



Bol. San. Veg. Plagas, 32: 659-672, 2006

PATOLOGIA

Determinacion de la capacidad parasitaria de la Microbiota
filngica y de sus extractos acuosos en las semillas del cardo
(Cynara cardunculus L.)

D. PALMERO, C. IGLESIAS, L. VARES, J. SINOBAS ()

E! presente estudio evalta el efecto que 6 diferentes géneros hongos aislados a par-
tir de semillas de 54 diferentes cultivares de cardo (Cvnara cardunculus L.) y sus extrac-
tos acuosos tienen sobre la germinacidn y nascencia de las semillas. Se han realizado
pruebas de patogenicidad con dos aislados de cada uno de los seis géneros de mayor fre-
cuencia del inventario (Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus. Cludosporium y
Alternaria), asi como de los extractos producidos tras 3, 7 y | 1dias de de incubacién de
los micetos.

Los resultados de las inoculaciones con los micetos muestran efectos negativos sobre
los porcentajes de germinacién, con reducciones en la germinacion que fucron maximas
tras las inoculaciones con Rhizopus stolonifer (29% de disminucion) y Fusarium verti-
cillioides (23%). Los porcentajes de emergencia disminuyen tras duplicar la concentra-
cién del in6eulo, aumentando ademds drdsticamente el nimero de plintulas danadas
sobre el total de las emergidas. En el significativo caso de la inoculacién con Cladospo-
rium la duplicacién del indculo disminuy6 la germinacion hasta en un 314 respecto al
testigo.

Las pldntulas emergidas tras las inoculaciones con los extractos obtenidos a partir de
cultivos liquidos de los hongos ensayados presentaban fos mismos sintomas de atrofias
y danos sobre raiz y coledptilo que los descritos para cada hongo. Los ¢xtractos acuosos
de los géneros estudiados disminuyen también la germinacidn. L.os resultados nos mues-
tran la diferente capacidad parasitaria de cada una de las especies estudiadas apreciin-
dose ademds diferencias segiin los diferentes periodos de agitacion de los hongos y per-
miten asegurar que la produccién de toxinas estd regulada por el hongo. y que no aumen-
ta linealmente con el crecimiento miceliar.

D. PALMERO: Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria
(INIA) Direccién Técnica de Evaluacién de Variedades y Laboratorios. Ctra. de la Coru-
fa Km. 7,5 (28400) Madrid (persona de contacto email: palmero@inia.es)

C. IGLESIAS, L. VAREs. J. SinoBas (T): U.D. Genética y Fitopatologia. E.U.LT.A. Uni-
versidad Politécnica de Madrid. Ciudad Universitaria. 28400 Madrid.

Palabras clave: Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Clados-
porium herbarum, Fusarium verticillioides, Rhizopus stolonifer, metabolitos, toxicidad,
patogeneicidad, pldntulas.

INTRODUCCION autor obtuvo rendimientos de 69 y 57 tone-
ladas por hectdrea de los cultivares B. de

En su estudio sobre la produccién de bio- Espafia y G. de Roma respectivamente. En
masa en el sur de Europa, TREBBI (1993) otros estudios realizados sobre cardo se
estudié, entre otras especies vegetales, la recogen diferencias de rendimientos de

productividad de Cynara cardunculus. El hasta 7 toneladas por hectdrea de biomasa



660 D. PALMERO, C. IGLESIAS, L. VARES, J. SINOBAS ()

total en funcién de afio de cosecha (FOTTI et
al., 1999).

Estas diferencias pueden, en parte, expli-
carse por las enfermedades que afectan al
cultivo y que tienen un importante efecto
sobre el rendimiento final del mismo.

Una de las ventajas del cultivo de Cyna-
ra son las escasas labores culturales que
demanda. Sus bajos requerimientos hidri-
cos y de fertilizacién hacen que su cultivo
sea viable en zonas de baja pluviometria.
Los tratamientos fungicidas son, por tanto,
costes que no podria soportar este tipo de
cultivos. Esto, unido al coste medioambien-
tal de su uso, nos hacen plantearnos la lucha
contra las enfermedades desde otras pers-
pectivas.

El presente trabajo pretende, una vez
conocida la micoflora presente en las semi-
Ilas del cardo, averiguar cual es el efecto que
los micetos “‘per se” y los metabolitos exu-
dados tienen sobre la germinacion y la nas-
cencia de las semillas, continuando con otro
articulo publicado con anterioridad, donde
se hacfa el inventario de la microbiota fiingi-
ca asociada a las semillas de cardo (PALME-
RO et al., 2005).

MATERIAL Y METODOS

Aislados fungicos

Los hongos estudiados proceden de un
inventario flingico de las semillas de cardo
(Cynara cardunculus L.), donde se analiza-
ron mds de 4400 semillas de 54 cutivares de
cardo de distintas procedencias y se identifi-
caron un total de |5 géneros diferentes.
(PALMERO et al., 2005).

Tanto en los ensayos de germinacion
como en los de patogenicidad, se utilizaron
semillas procedentes de San Ferpando de
Henares, proporcionadas por la U.D. de
Botdnica de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieros Agréonomos de Madrid, conserva-
das en camara climatica, en sacos de semi-
llas no tratadas, a 4 °C. Los géneros de hon-
gos seleccionados para este estudio fueron
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizo-
pus, Cladosporium y Alternaria.

Método utilizado en el conteo de coni-
dias

Para determinar la concentracion del in6-
culo aplicado a las semillas, se utiliz6 un
hematocitémetro con reticulo de 0.200 mm
de profundidad por 5 mm?2 de superficie.
(Reticulo de Malassez. FORTUNA. W-
GERMANY®).

Determinacion del poder germinativo
de las semillas.

Para la realizacion de los ensayos de ger-
minacién se utilizaron 10 placas de Petri de
vidrio de 90 mm de didmetro a modo de
cdmara himeda en cada repeticién (20 semi-
llas por placa) y ensayos sobre toallas de
papel de filtro humedecidote 52 x 42 ¢m con
50 semillas/toalla y dos repeticiones por
cada uno de los cuatro tratamientos ensaya-
dos: dos con hipoclorito sédico sin diluir (40
g de Cl activo / 1) usando 5 y 10 minutos
como tiempo de inmersién, con posterior
aclarado con agua del grifo. Dos con dilu-
ciones de hipoclorito sédico al 50 % (20 g de
Cl activo / 1) utilizando los mismos tiempos
que para el caso anterior, y el testigo.

Las pruebas de germinacion realizadas
sobre sustrato se llevaron a cabo en reci-
pientes de pldstico con un tamafio de
90x113 mm de boca y 63 mm de profundi-
dad y con orificios de drenaje. El sustrato
utilizado fue vermiculita, de granulometria
variable entre 0,75 y 8 mm de didmetro, de
esta manera se analizaron 8§ cajas por cada
tratamiento con 25 semillas sembradas en
cada caja, comparando el tratamiento de
desinfeccién seleccionado (40 g de Cl acti-
vo / | durante 5 min.) con el testigo sin tra-
tar. En este caso se tuvieron en cuenta los
porcentajes de plantulas dafadas sobre el
total de las germinadas.

Todas las pruebas para la determinacion
del poder germinativo se llevaron a cabo en
cdmaras de fotoperiodo y temperatura con-
trolados, incubando las muestras a 25°C y 12
h/dfa de iluminacién durante 8-9 dias, tras
los cuales se realizaron los conteos. Los
resultados obtenidos fueron sometidos a un
andlisis de varianza unifactorial.



BOL. SAN. VEG. PLAGAS. 32. 2006 661

Obtencion de extractos

Para obtener los metabolitos exudados por
los patégenos estudiados se afiadieron pastillas
del cultivo agarizado de unos 2 cm. de didme-
tro, tomado del borde de la colonia en creci-
miento, a matraces Erlenmeyer de 250 ml con
medio liquido PD (Patata-Dextrosa) estéril.

Los cultivos liquidos se mantuvieron en
agitador orbital a 140 r.p.m. y en oscuridad
durante periodos de 3, 7'y 11 dias. Transcu-
rrido este tiempo, los cuitivos liquidos se fil-
traron a través de un doble filtro de papel
Millipore de tamano de poro de 0.45 pm.
Método como el indicado por MONTOYA et al.
(2001) y FERNANDEZ-CORRAL et al. (2002).

Pruebas de patogenicidad de los mice-
tos y de sus extractos acuosos.

De entre todos los géneros de hongos pre-
sentes en las semillas analizadas se selecciona-
ron los de mds frecuencia de aislamiento, los
cédigos que identifican cada aislado asi como
su procedencia se presentan en el cuadro 1.

La produccion de las masas miceliares y
conidios necesarios para inocular las semi-
llas se realizdé sobre PDA, incubandolo en
cdmara climatica a 25°C en oscuridad,
durante 5-6 dfas.

Tras el periodo de incubacién se afiadi6 a
400 ml de agua destilada el contenido de 2
placas de petri por aislado y se homogeneiza
el medio con una batidora.

La aplicacién se realizé repartiendo los
400 ml de indculo sobre 25 semillas coloca-
das previamente en recipientes de plastico
con el sustrato de vermiculita, manteniendo
condiciones de fotoperiodo de 2500 lux
durante 14h/dia con salto térmico de 5°C
oscilando entre 25°C (14h) y 20°C (10 h).

Este mismo proceso se repitio 3 veces con
cada aislado. Asimismo, se repitieron los
ensayos otras tres veces con la densidad de
inéculo reducida a la mitad. Las densidades
de inoculo resultantes en los distintos prepa-
rados se muestran en el cuadro 1.

El conteo y la observacion de dafios pro-
ducidos sobre las pldntulas emergidas se
efectuaron tras un periodo de incubacién de
10 dias, realizdndose paralelamente en cada
uno de los ensayos testigos sin indculo.

Una vez obtenidos los extractos de los asi-
lados de Aspergillus, Alternaria, Fusarium 'y
Penicillium, se aplicaron sobre las semillas
mediante el procedimiento anteriormente uti-
lizado en las pruebas de patogenicidad, con la
salvedad de que una vez regadas con los
metabolitos, y cubiertas por una fina capa de
vermiculita, las semillas no se volvian a regar.

RESULTADOS Y DISCUSION
El andlisis de los ensayos de desinfeccion

fijaron el mayor porcentaje de germinacién
media el de las semillas sumergidas durante

Cuadro 1. Cédigos, procedencia y densidad de inéculo de las diferentes especies flingicas ensayadas.

Aislados Cédigos  Lote de procedencia Localidad /
aio de cosecha
Penicillium rugulosum Thom. Pe-1 B-> Badajoz/ 1997
Pe-2 M-30 Madrid / 1998
Cladosporium herbarum (Pers.) Link Cla-1 B-10 Badajoz /1998
Cla-2 M-38 Madrid / 1998
Rhizopus stolonifer (Ehrenberg: Fries) Vuillemin. Rhi-1 M-39 Madrid / 1998
Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg. Fus-1 M-29 Madrid / 1998
Fus-2 B-6 Badajoz /1997
Aliernaria aliernata (Fries) von Keissler Al M-14 Madrid 7 1997
Al-2 B-6 Badajoz / 1997
Aspergillus Niger van Tieghem As-1 M-8 Madrid / 1992-1996
Aspergillus flavus Link. As-2 M-30 Madrid / 1998
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Cuadro 2. Tratamientos de desinfeccién y evaluacién del poder germinativo de las semillas.

Tratamientos Tiempo P eparie . Cloalat con vermiealita *
40 g de Cl activo /1 S min. 93 % 96 % 3% a
40 g de Cl activo / | 10 min. 75 % 90 % -
20 g de Cl activo / | Smin. 86 % 92 % -
20 g de Cl activo / | 10 min. 76 Y 93 % -
Testigo Testigo 91 % 97 % 15%b

* Resultados expresados en porcentaje de germinacién de semillas.
*#* Resultados expresados en porcentaje de plantulas danadas.

5 min. en hipoclorito sédico sin diluir, con
un porcentaje de germinacién del 93%,
incluso superior al del testigo (91%). Las
comparaciones entre las diferentes concen-
traciones y tiempos de desinfeccidn se mues-
tran en el cuadro 2.

Estos datos, unidos a la gran contamina-
ci6n de hongos presente en las muestras de
semilla utilizadas como testigo hacen del
método de desinfeccion consistente en
sumergirlas durante 5 min. en hipoclorito
sédico (40 g de Cl activo / 1) el mads adecua-
do para utilizar en los ensayos de patogeni-
cidad. Una vez decidido este punto y para
verificar los resultados del tratamiento elegi-
do, se realizaron nuevos ensayos de germi-
nacidn en cajas con vermiculita para obser-
var su comportamiento en un sustrato igual
al que se utilizaré en los ensayos de inocula-
cién. Se observaron diferencias significati-
vas entre el tratamiento y el testigo. Los por-
centajes de plantulas dafadas, que en el tes-
tigo llegaban al 15 %, se mantienen en un 3
% en los lotes de semillas sometidos al trata-
miento de desinfeccién.

La desinfeccién previa de las semillas
antes de los ensayos de inoculacion con los
diferentes metabolitos, nos permite ofrecer
una mayor fiabilidad en los resultados.

Resultados obtenidos con densidades
de indculo simple.

La inoculacién de los diferentes hongos
dio como resultado efectos negativos sobre
los porcentajes de germinacion (Cuadro 3),
las diferencias con relacién al testigo son
siempre significativas. El porcentaje de

emergencia mas alto es siempre el del testi-
go, con un 86 %.

El menor nimero de pldntulas emergidas
se corresponde con las inoculaciones de los
aislados Rh-1 y Al-1, con 29 y 19% de dis-
minucién del porcentaje de emergencia res-
pecto al testigo.

Las diferencias observadas entre Aspergi-
llus niger, con un 67% de germinacién, y A.
flavus, con un 76%, tienen una posible expli-
cacién en el diferente grado de patogenici-
dad que cada especie pueda presentar ante
un mismo hospedante, grado que dependerd
de muchos factores, como los diferentes
metabolitos excretados por cada hongo y su
especificidad, la velocidad de crecimiento,
etc. En este caso se comprueba como los
mayores dafios sobre la germinacién se pro-
ducen por el aislado de A. niger, que cuenta
con una mayor densidad de conidias y una
mejor respuesta frente a las altas temperatu-
ras, frente al aislado de A. flavus.

Los dafios observados en las pldntulas
resultantes de las inoculaciones de semillas
con ambas especies de Aspergillus consisten
en necrosis en la raiz principal y en las
secundarias, llegando a rodearlas por com-
pleto, y estranguldndolas. En la parte aérea
aparecen manchas sobre el tallo, de colora-
cién oscura y con el contorno perfectamente
delimitado.

Las inoculaciones con aislados de Alter-
naria alternata provocaron disminuciones
en la emergencia de pldntulas del 24 y 15 %
respecto al testigo. Los dafios son similares a
los anteriormente descritos para Aspergillus,
pero en este caso las manchas del hipocotilo
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Cuadro 3. Plantulas de cardo (Cynara cardunculus) emergidas y dafadas tras el tratamiento con diferentes
densidades de indculo.

Densidad de in6culo Simple

Densidad de inéculo Doble

Cédigo de
Especie aislado Porcentaje de Plantulas Porcentaje de Plantulas
emergencia danadas emergencia danadas
) Cla-1 70 % cd 6 % ab 70 % cd 22 % bede
Cladosporium herbarum
Cla-2 77 % ¢ 13 % be 52 % ab 20 % bede
o Pe-1 70 % cd 10 % be 63 % abc 27 % de
Penicillium rugulosum
Pe-2 71 % cde 6 % ab 75 % cd 28 % e
Rhizopus stolonifer Rh-1 57 % a 8 % ab 48 % a 26 % cde
Aspergillus niger As-1 67 % be 9 % bc 70 % bed 10 % ab
Aspergillus flavus As-2 76 % de 15 % c 71 % cd 18 % bede
) Al-1 62 % ab 10 % be 68 % be 12 % abc
Alternaria alternata
Al-2 71 % cde 14 % be 67 % be 21 % bede
= F.m-1 67 % be 10 % be 65 % be 14 % abed
Fusarium verticillioides
F.m-2 63 % b 9 % be 62 % abe 17 % bede
Testigo T 86 % f 1 % a 83 % d 1% a

tienen un contormo menos delimitado y colo-
racién mads clara, presentindose longitudi-
nalmente a lo largo del tallo.

En algunas plantulas, tanto en las inocula-
ciones con Aspergillus como con Alternaria,
una vez emergidos los callados, se observa la
aparicién de crecimiento miceliar del hongo
sobre los mismos cotiledones, llegando a
esporular y constituyendo una fuente de iné-
culo o reinfeccién del propio cultivo.

La inoculacién con F. verticillioides, provo-
cd bajos porcentajes de emergencia (67 y 63 %
en cada uno de los dos aislados inoculados).
En ambos casos hay diferencias significativas
con relacién al testigo, con disminuciones del
porcentaje de emergencia del 19y 23 % res-
pectivamente. Muchas de las plantulas emergi-
das presentaban raices necrosadas, sintoma
caracteristico del ataque de Fusarium.

En cuanto al nimero de plantulas dafa-
das, los datos observados para cada trata-
miento varian desde un 1% en el testigo a un
15% en As-2.

En la inoculacién con Aspergillus, de la
misma forma a como ocurre con Cladospo-
rium, el aislado que, tras los ensayos de
emergencia de plantulas, tenfa el menor por-
centaje y que contaba por tanto con una
mayor capacidad parasitaria es el que produ-

ce menor nimero de pldntulas dafiadas. En
este caso, las inoculaciones con A. niger pre-
sentan un 67% de emergencia y un 9% de
pldntulas dafadas del total de las emergidas.
Cuando se inoculé con A. flavus, la emer-
gencia fue del 76%. Es decir, un 12% supe-
rior a las inoculadas con A. niger y, sin
embargo, el porcentaje de plantulas dafiadas
era del 15%. Al tratarse de dos especies dis-
tintas, podria entenderse una diferente capa-
cidad parasitaria, otra interpretaciéon que
puede darse a este comportamiento, es que
varios mecanismos estdn implicados en las
acciones sobre la emergencia y lesiones pos-
teriores sufridas por las pldntulas y que, pro-
bablemente, no actien los mismos. Estos
porcentajes han de tenerse muy presentes a
la hora de valorar los daiios producidos por
el hongo, pues las semillas que den lugar a
plantulas atrofiadas o dafiadas seriamente no
conseguirdn desarrollarse con normalidad
una vez sembradas en los campos de cultivo.

Las plantulas atacadas por Aspergillus
presentaban dafos visibles en forma de man-
chas oscuras de contorno delimitado. Resul-
tados que coinciden con los obtenidos por
HARMAN y GRANETT, (1972).

Tras la inoculacién de las semillas con
dos aislados diferentes de Alternaria, sc
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observé un alto nimero de plantulas dafia-
das, con porcentajes del 10 y 14% respecti-
vamente, con diferencias significativas res-
pecto al testigo.

Los sintomas presentes en las plantulas
dafiadas consisten en manchas de un color
parduzco mds claras que las producidas por
los hongos anteriormente inoculados, mas o
menos delimitadas, que discurren longitudi-
nalmente a lo largo del tallo. Estos sintomas
son idénticos a las lesiones que GAETAN y
MaDiA (1998) describen sobre los tallos de
colza canola.

La inoculacién con dos aislados de Fusa-
rium verticillioides, mostré porcentajes de
un 10 y 9% respectivamente de plantulas
daiadas sin que aparecieran diferencias sig-
nificativas entre ellas. Los dafios se caracte-
rizan por la aparicién de gran cantidad de
raices necrdticas, con necrosis tanto distales
como intermedias. Las plantulas dafadas
presentaban un alto nimero de manchas de
color claro a lo largo del hipocotilo.

Resultados obtenidos con densidades
de in6culo doble

Los resultados obtenidos tras la duplica-
cién del inéculo (Cuadro 3), fueron también
sometidos a un andlisis de varianza unifacto-
rial. Los resultados obtenidos indican la
existencia de diferencias significativas entre
algunos de los tratamientos y el testigo.

En el cuadro 3 se aprecia como los por-
centajes de emergencia disminuyen conside-
rablemente tras las inoculaciones. Los mayo-
res porcentajes de emergencia se observan en
Pe-2 y As-2, con un 8 y 12 % inferior al tes-
tigo, sin diferencias significativas con respec-
to a él. Esta capacidad parasitaria de las dos
especies se corresponde con lo observado
para una densidad de inéculo simple, lo que
indica que, a partir de una densidad de inécu-
lo, el incremento no tiene efecto significativo.
Tampoco difieren significativamente con
relacién al testigo los tratamientos Cla-1 y
As- 1. A diferencia de los tratamientos con los
aislados Cla-2, Pe-1, Rh-1, Al-1, Al-2 Fm-1 y
Fm-2 que presentan todos ellos diferencias
significativas con el testigo.

Al duplicar el inéculo no se aprecian dife-
rencias significativas en la capacidad parasi-
taria de los aislados de P. rugulosum, A.
alternata y F. verticillioides, asi como de las
dos especies de Aspergillus, A. nigery A. fla-
vus. Coincide esto solo en parte con los
resultados de el cuadro 3, en la que tnica-
mente entre los aislados de Penicillium y
Fusarium no aparecian diferencias significa-
tivas. Indicando que la capacidad parasitaria
de los aislados podria tender a igualarse a
una cierta densidad de inéculo.

Solamente los aislados de C. herbarum
mantienen diferencias significativas entre sf,
coincidiendo con las diferencias aparecidas
para una densidad de in6culo simple (Cua-
dro 3).

En el caso de las especies de Fusarium'y
Rhizopus que, con una densidad de inéculo
medio producian los mayores efectos sobre
la emergencia de pldntulas, contindan man-
teniendo esta capacidad al duplicar el iné-
culo, disminuyendo los porcentajes de
emergencia respecto al testigo en un 18 y
21 % en el caso de Fusarium, y en un 35 %
en Rhizopus. Entre todos los porcentajes de
nascencia obtenidos al duplicar el inéculo
la disminucién més drastica tiene lugar tras
la inoculacién con Rhizopus. Este resultado
que, como hemos comprobado, se debe a la
accion en la germinacién de las semillas, se
agudiza en un 16% cuando se dobla la den-
sidad del inéculo. La baja aparicién de
necrosis radiculares asociadas a la inocula-
cién con este hongo permite pensar que
una vez emergida la semilla, el miceto no
afecta de una manera tan drdstica al desa-
rrollo de las pldntulas como los demds
géneros estudiados ni adn a dosis de in6cu-
lo elevadas.

La capacidad parasitaria de cada uno de
los aislados se corresponde con la anterior-
mente observada en los ensayos con densi-
dades de indculo simple, si bien se aprecia
un aumento en los porcentajes de dafios.

El mayor aumento se produce en Penici-
llium, en Cladosporium herbarum y Rhizopus
stolonifer también se aprecia el incremento en
los daiios sobre las plantulas, en contraposi-
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cién, los aislados de Alternaria, Aspergillus y
Fusarium no aumentan tan drasticamente el
nimero de pldntulas dafiadas.

En todos los casos se producen serios
dafios sobre plantulas ya germinadas. Estas
plantulas resultan seriamente afectadas y no
tendrdn un desarrollo normal en campo. En
muchos casos, las pldntulas resultardn invia-
bles e incluso morirdn. Pero en aquellos en
los que no se produjera la muerte de la plan-
ta, los rendimientos finales se verian reduci-
dos, tanto como consecuencia de una dismi-
nucion del vigor de la planta (y, por consi-
guiente, del porcentaje de materia seca),
como por una reduccién del nimero, calidad
y viabilidad de las semillas.

665

Resultados sobre las pruebas de toxici-
dad obtenidas con los extractos fiingicos

Las pruebas de patogenicidad con
extractos acuosos ensayados se llevé a
cabo con dos aislados de Alternaria, dos
aislados de Aspergillus, un aislado de Peni-
cillium y dos aislados de Fusarium, presen-
tes en el inventario fuingico, y con alta
capacidad potencial de producir concentra-
ciones de metabolitos toxicos que afecten a
la germinacién y nascencia de las semillas
(KOHOMOTO et al., 1982; TIETIEN et al.,
1983; CoLE et al., 1973; HOLESTEIN y STO-
ESSL., 1988). Los resultados se muestran en
el cuadro 4.

Cuadro 4. Evaluacién de los filtrados de los cultivos liquidos a los 3, 7 y 11 dias de agitacién del hongo sobre
semillas y pléntulas de cardo (Cynara cardunculus). Los dafios en porcentajes de plantulas afectadas sobre el
total de las emergidas.

R Emergidas Atrofiadas
Aislado
3 dias 7 dias 11 dias 3 dfas 7 dias 11 dfas
Testigo 88 + 74 b 83 67 b 86 = 58b 6 =5 a 8 +57a 5 x57a
Al-1 76 + 8,1 a 70 = 53 a 74 + 58a 23 £ 52 b 20+ 55 b 25 = 84b
Al-2 75 + 58 a 71 = 56 a 69 + 94a 17 59 b 37 + 54 ¢ 33 + 11,8¢
Testigo 80 + 79 a 79 + 85 a 85 + 82b 8 +35 a 8 =68 a 7 =56 a
As-1 72 + 86 a 72 = 119a 75 £ 11 a 23 £ 66 b 32 £ 12 ¢ 21 + 7,7 b
As-2 77 = 12,1 a 72 £ 1l4a 74 £ 10 a 20+ 48 b 19 + 64 b 21 + 64 b
Testigo 88 + 43 b 77 + 149b 92 + 43b 1 +28 a 1 =28 a I £25a
Fm 1 S+ 122a 60 £ 7,1 a 73 + 47a 20 = 136 b 10+ 83 b 16 + 69 b
Fm?2 45 = 6,1 a 60 = 43 a 74 + 68a 25 £ 151b 10+ 85D 15 +47 b
Testigo 85 54 b 890 +49 b 86 = 55b 6 +47 a 8 +53a 8 43 a
Pe-1 77 £ 9,1 a 74 + 55 a 78 = 93a 18 + 86 b 19 £ 11 b 22 £ 12 b
X Raiz necrosada Manchas hipocotilo
Aislado - -
3 dias 7 dias 11 dias 3 dias 7 dias 11 dfas

Testigo 3 x27a 8 +57 a 4 +39a 5 +48 a 4 +£47 a 5 42 a
Al-1 12 + 62b 13+54 b 13 + 89b 22 91 b 34 + 18 b 27 + 73 b
Al-2 15+ 770 29 +8 ¢ 20 = 86b 24 £ 114b 356 b 34 + 177b
Testigo 6 +45a 6 39 a 6 +34a 0 =0 a I 2 a 2 +3 a
As-1 23 + 83b 78 £ 55 ¢ 32 +95¢ 2053 b 26 £ 6,6 ¢ 22+ 76 ¢
As-2 24 = 49b 18 +94 b 19 =+ 66D 17 £33 b 16 £ 7,7 b 12 £ 380b
Testigo 0 20 a 020 a 0 0 a 6 +49 a 2 z£36a I =26a
Fm 1 +0 a I +35 a I = 31la 17 = 103 b 7 +£68a 3 41 a
Fm 2 +0 a 0+0 a 0 £0 a 39 2 192¢ 2077 b 9 £590b
Testigo 7 +£43a 9+ 38 a 7 x4,1a S =34 a 4 +42 a 3 237 a
Pe-1 12 £ 75a 15 = 102a 19 + 14 a 8 +34 b 4 +3 a 6 44 a
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Pruebas de toxicidad con los extractos
obtenidos a partir de Alternaria alternata.

La disminucién en el porcentaje de emer-
gencia de pldntulas tras el riego con extrac-
tos de A. alternata (Cuadro 4) tiene lugar en
igual cuantia en los dos aislados, no pudien-
do apreciarse diferencias significativas entre
ellos, aunque s{ con respecto al testigo.

Los resultados ponen de manifiesto la dis-
tinta capacidad parasitaria de los dos aisla-
dos, siendo los metabolitos del aislado Al-2
los que mayor porcentaje de dafios causan a
las pldntulas, con un méximo en su actividad
fitot6xica extracelular cercano a los 7 dias de
incubacién del cultivo liquido con un 37 %
de plantulas atrofiadas y un 29 % de pléntu-
las que presentaban atrofias en las raices.

El aislado Al- 1 causa menores porcentajes
de dafos, y lo hace ademds de manera cons-
tante desde el tercer dia. Los cuadrados
medios presentan diferencias significativas
frente al testigo en los tres periodos de agita-
cioén del hongo y entre los dos aislados para
periodos de 7'y 11 dias de incubacién.

Estos datos confirman la variabilidad
genética presente entre los diferentes aisla-
dos de A. alternata puesta de manifiesto en
las inoculaciones directas del patégeno y
confirmado con la inoculacién de metaboli-
tos. La observacion de los mismos sintomas
aparecidos sobre las plantas tras la inocula-
cién con el filtrado que tras la inoculacién
con los patégenos directamente nos permite
concluir que los dafios observados en las
plantulas infectadas son debidos a la produc-
ci6én de micotoxinas y no a la invasién fisica
del hongo. Estos resultados coinciden con
los presentados por HARMAN y GRANETT,
(1972) y HaNDA et al. (1982) .

Se ha comprobado ademds, que el aislado
cuyos metabolitos producian mayores dafios
tras ser inoculados sobre las semillas coinci-
de con el aislado que producia mayor nime-
ro de conidias, lo que nos permite pensar en
una probable relacién entre la produccién de
conidias y la actividad fitotdxica extracelular
del hongo.

Las micotoxinas producidas por Alterna-
ria sp. no son especificas de la planta del

cardo (AGRIOS, 1996), pero, aunque los
dafios producidos por estos metabolitos sean
mucho mas manifiestos en sus hospedantes
habituales, si la cantidad de toxinas es lo
suficientemente alta, que sea o no hospedan-
te no es un factor limitante para la aparicion
de danos (HARMAN y GRANETT, 1972).

La representacién grafica (Fig. 1) pone de
manitiesto la distinta capacidad parasitaria
de los diferentes aislados de Alternaria.

Pruebas de toxicidad con los extractos
liquidos obtenidos a partir de Aspergillus
niger y A. flavus.

Aspergillus es un hongo que, ademds de
aparecer en un elevado nimero de muestras
analizadas en el inventario, tiene una gran
capacidad potencial de producir metabolitos
fitotoxicos para las semillas (BROWN et al.,
1998; JONES et al., 1981; KING et al., 1983;
SANCHIS et al., 1983; WIDSTROM et al., 1990;
FERNANDEZ-CORRAL et al., 2002).

En el cuadro 4 se observa como unica-
mente aparecen diferencias significativas
entre los porcentajes de emergencia de plan-
tulas del testigo y los tratamientos cuando la
extraccién se prolonga 11 dias. Probable-
mente la concentracién de posibles metabo-
litos obtenidos con 3 y 7 dias de agitacién
del hongo antes de su extraccion, no sea lo
suficientemente alta como para impedir la
germinacién y emergencia de las plantulas.
Los mayores dafios producidos sobre las rai-
ces coinciden con los producidos sobre la
parte aérea en lo que se refiere al periodo de
agitacion del hongo antes de ser aplicados
sus extractos, cercano al tercer dia en A.
nigery al séptimo dia en A. flavus, mostran-
do asi la diferente capacidad parasitaria de
cada una de las especies de Aspergillus utili-
zadas en el estudio.

Los porcentajes de plantulas atrofiadas
muestran diferencias significativas entre las
dos especies y el testigo, que presenta siem-
pre porcentajes muy bajos de dafios, no
superando en ningln caso al 8%. Posible-
mente, la atrofia o el retraso en el crecimien-
to observado se produzca con bajas concen-
traciones de posibles téxicos en el medio,
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Figura 1. Gréficas comparativas de las pruebas de patogenicidad con los extractos de dos aislados de
Alternaria alternata.

testigo
As-1A. niger
As-2A. flavus

Emergidas Atrofiadas
90 40
80 \/ 30 P —_—
e 20 : e R
70 I
10
60 + —t + 0
3 dias 7 dias 11 dias 3 dias 7 dias 11 dias
Rafz necrosada Manchas hipocétilo
80 S 30
60 5 -~ o — — -
~ 20 =
r
40 \
10
20
o] —+— 0 L+ +
3 dias 7 dias 11 dfas 3 dias 7 dias i1 dias

Figura 2. Gréficas comparativas de las pruebas de patogenicidad con extractos de Aspergillus Niger (As-1)
y Aspergillus flavus (As-2).
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por lo que la severidad de los dafios no se ve
afectada por el cambio que la concentracién
de toxicos sufre a lo largo de los distintos
periodos de incubacién del hongo.

Los porcentajes de plantulas con raices
necrosadas sufren grandes variaciones en los
tratamientos con extractos de una especie u
otra. Si bien los extractos de las dos especies
causan abundantes necrosis en plantulas, los
mayores dafios se producen con extractos
procedentes de periodos de incubacién del
hongo distintos para cada especie. El aislado
de A. flavus (As-2) produce el mayor por-
centaje de daftos al inocular los extractos de
3 dias de incubacién, con un 24% de plantu-
las con raices necrosadas, porcentaje que
disminuye a un 18 y 19% con periodos de 7
y 11 dias de incubacidn, respectivamente
(ver Fig. 2).

En inoculaciones con metabolitos de A.
niger (As-1), los danos son similares a los
producidos con los metabolitos de A. flavus
(As-2) obtenidos a los 3 dias de agitacién
del hongo. Sin embargo, en extracciones
realizadas a los 7 y 11 dfas, las necrosis
producidas por los extractos de As-1 son
muy superiores.

Los porcentajes de dafios observados son
muy altos, llegando hasta el 78% de raices
de plantulas dafnadas por A. niger a los 7 dias
de incubacién frente al 6% de raices dafadas
que presenta el testigo.

Las manchas aparecidas sobre el hipoco-
tilo de Jas pldntulas tienen la misma morfo-
logia tras la inoculacién con los extractos
que tras la inoculacién con los mismos hon-
gos. Los mayores porcentajes de plantulas
dafiadas se presentan tras ser inoculadas con
metabolitos obtenidos tras 7 dias, en el caso
de A. niger (26% de plantulas con hipocotilo
danado), y 3 dias, en el caso de A. flavus
(17% de pléantulas con hipocotilo dafiado).
Son destacables las grandes diferencias pro-
ducidas con respecto al testigo, donde el por-
centaje de plantulas que presentan danos en
el hipocotilo es practicamente nulo.

Las graficas comparativas (Fig. 2) mues-
tran como las dos especies tienen comporta-
mientos diferentes en lo que se refiere a los

dafos ocasionados, pues mientras que A.
niger mantiene constantes a lo largo de los
tres periodos de incubacién los porcentajes
de daiios, en A. flavus se aprecia claramente
un punto méximo en la produccion de sus-
tancias fitotoxicas extracelulares que tiene
lugar cerca del séptimo dia de agitacién del
hongo. Estos resultados nos muestran la
diferente toxicidad de cada una de las espe-
cies de Aspergillus utilizadas en el estudio, y
que permiten asegurar, que la produccion de
metabolitos téxicos estd regulada por el
hongo, y que no aumenta linealmente con el
crecimiento miceliar.

Pruebas de toxicidad con los extractos
liquidos obtenidos a partir de Fusarium
verticillioides.

Se analizaron dos aislados diferentes de
Fusarium verticillioides, compardndolos con
un testigo. Este género es el productor mds
importante de fumonisinas (FANDOHAN et al,
2004; MUNKVOLD et al, 1997). La disminu-
cidén en el porcentaje de emergencia de plan-
tulas tras la inoculacién con metabolitos de £
verticillioides (Cuadro 4), tiene lugar en
similar cuantia en ambos aislados, no pudien-
do apreciarse diferencias significativas entre
ellos aunque si con respecto al testigo.

La emergencia es un 37 y 43% respecti-
vamente inferior al testigo con metabolitos
obtenidos a los 3 dias. La emergencia obser-
vada tras la inoculacién con metabolitos
extraidos a los 7 y 11 dias aumenta en los
dos aislados estudiados.

La elevada capacidad germinicida de los
filtrados a los 3 dias de incubacién del
hongo, que se ve disminuida a los 7y 11 dias
parece indicar que se reduce la emision de
metabolitos téxicos paralelamente al tiempo
de incubacién, de la misma manera que
hacen pensar en la pérdida de toxigenicidad
de los metabolitos ya producidos.

En los porcentajes de pldntulas atrofiadas
los mayores dafios se aprecian en los ensa-
yos realizados con metabolitos obtenidos
tras 3 dias de agitacién con un 20 y 25% de
plantulas atrofiadas. Dafios que disminuyen
con periodos de incubacion mayores.
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No se aprecia efecto alguno de las inocu-
laciones sobre las raices de las plantulas, no
parece por tanto que sea este un efecto de los
metabolitos producidos por los aislados de
Fusarium verticillioides. En contraposicién
al resultado de la inoculacién con los dos
aislados de Fusarium verticillioides, donde
aparecian dafios en porcentajes de un 10 y
9% respectivamente de plantulas dafiadas
(Cuadro 3), caracterizdndose éstas por la
aparicién de gran cantidad de raices necroti-
cas, con necrosis tanto distales como inter-
medias.

En cambio, en los porcentajes de manchas
en el hipocotilo, los mayores porcentajes de
dafios vuelven a ser los observados tras la
inoculacién de metabolitos obtenidos tras
tres dias de agitacién, disminuyendo paulati-
namente con mayores periodos de agitacion
de los aislados (ver Fig. 3).

Pruebas de toxicidad con los extractos
obtenidos a partir de Penicillium rugulosum.

La capacidad de produccién de toxinas
que presenta este género y su efecto sobre las
semillas almacenadas son sobradamente
conocidos (PRANGE et al., 2005). Comparén-
dose un tnico aistado con un testigo, los
resultados del conteo realizado a los 10 dias
se muestran en el cuadro 4.

Se observa un descenso en los porcentajes
de emergencia tras las inoculaciones con
extractos de P. rugulosum de un 8 a un 15%
con respecto al testigo. Estos porcentajes
permanecen casi constantes a lo largo de los
tres periodos de incubacién del hongo, con
un maximo, a los |1 dias de agitacién del
cultivo liquido, del 78% de pldntulas emergi-
das, no muy alejado del 77% observado a los
3 dias de agitacién del hongo.

El ensayo con extractos acuosos de P.
rugulosum dio como resultado porcentajes
de pléantulas atrofiadas, en los que se aprecia
un minimo ascenso en la actividad fitotéxica
a medida que aumenta el periodo de agita-
cién al que ha sido sometido el hongo. A
diferencia de los ensayos con Alternaria
alternata y Aspergillus niger y flavus, los
extractos de Penicillium producen atrofias a

partir de los 3 dias de agitacién del hongo
con un 18% de plantulas afectadas, aunque
sufren un aumento lineal al menos hasta los
I1 dias de incubacién del hongo, con un
méximo del 22% de plantulas atrofiadas a
los 11 dias de incubaci6én del hongo.

Las graficas comparativas entre las inocu-
laciones con metabolitos obtenidos a partir
de cultivos liquidos de Penicillium y el testi-
go (Fig. 4) muestran el efecto que estos
metabolitos tienen sobre las plantulas trata-
das. Los dafios aumentan linealmente con los
dias de agitacion del hongo. Esto nos lleva a
la conclusién de que, en el caso de Penici-
llium, la produccién de metabolitos estd
influenciada por el periodo de incubacién
del hongo, aumentando asi linealmente al
menos hasta los 11 primeros dias.

La inhibicién de la germinacién fue, por
lo general, mayor al inocular las semillas con
el cuerpo miceliar y conidial de los aislados
directamente que con Sus extractos acuosos.
Asi ocurre en las inoculaciones con Penici-
llium, Alternaria 'y Aspergillus. En el caso de
las inoculaciones con Fusarium monilifor-
me, los mayores porcentajes de inhibicién de
la germinacién se obtuvieron con los extrac-
tos acuosos.

Por regla general las semillas de cardo
presentan mayores porcentajes de dafios y
atrofias cuando son inoculadas con los
extractos acosos. Asi, los extractos de Alter-
naria alternata, Aspergillus flavus, Aspergi-
llus Niger y Fusarium moniliforme presen-
tan mayores porcentajes de pléntulas atrofia-
das y dafiadas (Cuadro 4) que el observado
tras la inoculacién con los cuerpos micelia-
res directamente (Cuadro 4).

El echo de que muchos autores hayan des-
crito dafios similares en la germinacion y
nascencia de semillas de diferentes especies
nos hace pensar que posiblemente no se trate
de toxinas especificas.

Los géneros estudiados en este trabajo
son de poca importancia, en general, en
Patologia Vegetal, puesto que no producen
enfermedades aparentemente llamativas, sin
embargo su papel en la germinacién y muer-
te y atrofia de pléntulas puede tener una tras-
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cendencia importante que podria alcanzar a
lo que en los bancos de germoplasma se
denomina envejecimiento de las semillas y

pérdida de germinacién. Pues bien, estos
hongos podrian tener una estrecha relacién
con esa falta de germinacién.

ABSTRACT

PALMERO D., C. IGLESIAS, L. VARES, J. SIN0BAS (). 2006. Evaluation of the effect of
fungal population and their aquaeous extracts over thistle seeds (Cynara cardunculus L.)
germination and nascence. Bol. San. Veg. Plagas, 32: 659-672.

In previous works, the fungal population present in seeds of 54 cultivars of thistle was
characterized. A total of 4400 seeds were tested and 15 different genera of fungi were
identified.

The present work evaluates the effect of such fungi and their aqueous extracts over
seed germination and nascence.

Pathogenicity tests have been made for 2 strains from each of the 6 most quantitative
important genera (Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus. Cladosporium and
Alternaria), as well as for their metabolites produced after 3, 7 and 11 days of incubation

The fungal inoculation results show negative effects on seed germination. Those
effects were maximum after inoculation with Rhizopus stolonifer (29% less germination)
and Fusarium verticillioides.

Nascence percentage decreases after inoculum concentration duplication and the
number of damaged plants grows drastically. In the significative case of inoculation with
Cladosporium, germination decreased 31% with that duplication, analogous as what
happens with the rest of de genera, in lesser or greater degree.

Seedlings emerged after being inoculated with metabolites obtained from aqueous
extracts showed the same symptoms (atrophy and damage on radicles and coleoptiles)
than those described for the fungus itself. Metabolites of tested genera decrease as well
germination.

Different parasitical ability for each species is shown by the results, There are also
differences depending on the stirring period. Those data permit to assume that toxic
metabolite production is fungal - regulated and does not have a linear relationship with

myceliar growing.

Key words: Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Cladospo-
rium herbarum, Fusarium verticillioides, Rhizopus stolonifer, metabolites, toxicity. pat-

hogenicity,seedlings.
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Microbiota fiingica asociada a las podredumbres radiculares del

puerro cultivado en Villena

R. E.
J. C. TELLO

MARTINEZ-RESTOY, F. DIANEZ, M. SANTOS, M. DE CARA, J. FERRANDIZ HERNANDEZ,

Se presenta en este trabajo un estudio sobre la etiologia de las podredumbres radicu-
lares del puerro. El estudio abarca los andlisis practicados a 825 plantas producidas en
semilleros con sustratos a base de turba y bandejas alveoladas y a 310 plantas proce-
dentes de diferentes parcelas en produccién del campo de Villena, Las raices de las plan-
tas. tanto las producidas en semillero como las del campo mostraban, fundamentalmen-
te, una podredumbre blanda que a veces, adquirfa coloracién marrén clara o rosada,
cualquiera que fuese la variedad del puerro (Lancelot, Nepal y Sabina). Dieciséis espe-
cies o géneros de hongos fueron aislados, sobresaliendo por su frecuencia: Fusarium
moniliforme (F. verticillioides), F .oxysporum. F. roseum. F. solani, Macrophomina pha-
seolina, Phoma sp.. Pythium sp., Rhizoctonia solani. Stemphylium botryosum. Un total
de 49 aislados de los hongos mencionados fueron inoculados en pléntulas de tres varie-
dades de puerro (Lancelot, Nepal y Sabina) en condiciones ambientales controladas cn
una cdmara climatizada. Ningin sintoma de los observados en campo fue reproducido
en las 3528 plantas inoculadas mediante tres técnicas diferentes. El articulo presenta una
explicacién posible para las podredumbres radiculares estudiadas, basadas en las técni-
cas de produccién de plantas en semilleros, utilizando bandejas alveoladas con sustrato
a base de turba y la consiguiente forma de manejar el cultivo en el terreno de asiento al
aire libre.

R. E. MARTINEZ-RESTOY. F. DiANEZ, M. SANTOS, M. DE CaRA, J. C. TELLO. Departa-
mento de Produccién Vegetal. Universidad de Almerfa. La Canada de San Urbano.
04120 Almeria, Espana;

J. FERRANDIZ HERNANDEZ. Agricola Villena Coop. V.. Villena (Alicante)

Palabras clave: Allium porrum, Fusarium sp., Macrophomina phaseolina, Phoma
Sp., Pythium sp.

INTRODUCCION

Las micosis de origen edéfico en el puerro
(Allium porrum) no deben ser ni abundantes
ni graves, siendo comunes a otros miembros
cultivados del género Allium, especialmente
cebolla y ajo. Al menos, asi puede deducirse
de los tratados de patologia vegetal que abor-
dan los conocimientos sobre el tema (MES-
SIAEN et al., 1991; SMITH et al., 1992; GaRr-
cia-Moraro, 2003). En Espafia, las enfer-
medades del puerro tienen una informacién

muy fragmentaria que en muchos casos no
ha sido publicada. Asi, podria citarse la esca-
sisima presencia de nematodos en los culti-
vos de Villena (Bello, comunicacién perso-
nal, 2003) y de virosis en la misma comarca
(Jord4, comunicacién personal, 2004). En el
Pais Vasco, la presencia de Phytophthora
porri provoca daios de cierta importancia en
los cultivos de invierno (BERRA LERCHUNDI,
1996) y la presencia de Pyrenochaeta terres-
tris (Phoma terrestris) ha sido citada con una
extension geogréfica restringida por BERRA
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LERCHUNDI, (1999). Dado que dicha infor-
macién es insuficiente, dispersa y sin regis-
tro como se pone en evidencia en la obra
Patdgenos de plantas descritos en Espaiia
(DE ANDRES et al., 2000) y dado el objetivo
del trabajo aqui presentado, parece proce-
dente enumerar las micosis que tienen su ori-
gen en el suelo y que afectan al cultivo del
puerro. La informacién ha sido elaborada en
base a los trabajos de MESSIAEN et al.,
(1991), SMITH et al., (1992) y MOHAN y
ScHEWARTZ, (2000). La informacién se ha
completado con los datos recientemente
publicados para las cebollas levantinas, que
recogen mds de 20 afios de observaciones
continuadas (GARCIA MORrATO, 2003).

En pldntulas y semillas, diversas especies
de Botrytis (especialmente B. alli) y especies
de Urocystis (U. cepulae, U. magica 'y U.
colchici) que originan el conocido carbdn,
han sido citadas como patégenas. Mds rara-
mente en semilleros y con mayor frecuencia
en siembras directas, Sclerotium cepivorum
es causante de mermas en la produccién de
plantas.

En los cultivos establecidos, varios gru-
pos de patdégenos originan podredumbres
radiculares, del disco basal (verdadero tallo)
y de la base de las vainas de las hojas. Entre
los hongos formadores de esclerocios, es
Sclerotium cepivorum, el més importante
teniendo Macrophomina phaseolina y Scle-
rotium rolfsii una actividad mds limitada
geograficamente. A. Pyrenochaeta terrestris
que origina la micosis conocida como ‘“rai-
ces rosadas” por los tonos de rosa a rojo vino
que adquieren las raices afectadas, se le da
una trascendencia creciente en la climatolo-
gia mediterrdnea, especialmente en sus calu-
rosos veranos. Sin embargo, no es el tinico
micromiceto capaz de tefiir las raices con
esos tintes rojizos. Ha sido designado Fusa-
rium roseum var. culmorum por MESSIAEN e?
al., (1991), el agente causal de la fusariosis
del puerro, cuyo distintivo sintomatolégico
es, precisamente, la podredumbre rosa de las
raices. Otras especies de Fusarium que tor-
nan rojiza la blancura de las raices de cebo-
llas y ajos son Fusarium oxysporum f.sp.

cepae, Gibberella intrincans (anamorfo F
equiseti) y Nectria hematococca (anamorfos
F. solani, F. ventricosum, fundamentalmen-
te). Ninguna de estas especies han sido cita-
das en puerro (SMITH et al., 1992). Poco més
que sumar a este inventario. Quizés Botrytis
porri que puede ocasionar podredumbres en
la base de las hojas en el terreno de asiento y
en puerros conservados en frigorificos.

El trabajo de investigacién que aqui se
presenta responde a la necesidad de conocer
la etiologia del problema de podredumbres
radiculares y decaimiento de plantas de pue-
rro observadas, de manera generalizada en la
comarca de Villena. Comarca cuya prosperi-
dad agricola se debe, en parte, al cultivo del
puerro y de la zanahoria. Desde no hace mds
de cuatro afos, las técnicas culturales se han
modificado con el propdsito de incrementar
la cantidad y la calidad de la produccién. En
esencia, esas modificaciones se han funda-
mentado en dos de los procesos. La produc-
cién de plantas se hacia en almécigos en la
provincia de Cé4diz, aprovechando las buenas
condiciones ambientales y los suelos areno-
sos. El transplante, a raiz desnuda, se reali-
zaba en los campos de Villena. En la actuali-
dad, se tiende a realizar todo el proceso en
Villena y para no perder precocidad se pro-
ducen las plantas en bandejas alveoladas de
poliestireno bajo invernadero. El segundo
cambio notable se refiere a la introduccién
de variedades hibridas de puerro que han
sustituido a las que tradicionalmente produ-
cian los agricultores.

Todo el proceso sefialado, ha dado lugar a
ligeras modificaciones que pueden trascen-
der a la producci6n final, en las practicas
culturales efectuadas en pleno campo.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo

Durante ocho meses (mayo de 2003 a
enero de 2004), y con frecuencia mensual, se
realizaron diversos muestreos. El material
vegetal se agrupé para su andlisis de la
siguiente manera: |. Semillas de cada una de
las variedades utilizadas en el campo. 2.
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Muestras aleatorias de sustrato antes y des-
pués de usarlo en el semillero. 3. Pldntulas
de semillero escogidas al azar y 4. Plantas
del terreno de asiento con sintomas de
podredumbre radicular y decaimiento del
follaje.

Andlisis de semillas

Se analizaron semillas de las tres varieda-
des (Lancelot, Nepal y Sabina) utilizadas,
mediante la colocacién en placas de Petri
sobre medio agarizado (PDA) utilizando el
método del Ulster (MUSKETT y MALONE,
1941), sembrando 10 semillas en cada placa,
hasta un total de 100 semillas por variedad.
Las placas se incubaron a temperatura
ambiente del laboratorio durante 6 a 8 dias,
realizando lecturas periédicas cada dos dias.

Andlisis de turba

Turba antes de la siembra

Se realiz6 con el fin de determinar si la
procedencia de los posibles hongos fitopat6-
genos fuera el sustrato. Para ello, se realiza-
ron dos bloques de andlisis correspondientes
a las dos partidas de turba empleadas en los
semilleros. Y a su vez, para cada bloque se
realiz6 un andlisis con trampas vegetales
(pétalos de clavel) para Pythium y Phytophi-
hora y otro selectivo para Fusarium (TELLO
etal., 1991).

Turba después del crecimiento de plantas
en el semillero

Se practicaron los mismos anélisis que los
indicados para la turba sin utilizar, mencio-
nados anteriormente.

Andlisis de plantas

Las plantas seleccionadas de cada una de
las explotaciones, se agruparon en lotes,
segln unidades de muestreo. Se realizaron
andlisis del sistema radicular en el caso de
plantulas de semillero, puesto que en este
caso no habia exteriorizacién de sintomas
foliares, y andlisis del sistema radicular, bul-
bos y hojas para las plantas de campo. Para
ello, las partes dafiadas se lavaron con agua
del grifo hasta eliminar restos de suelo o sus-
trato, asi como otras impurezas, y se dejaron

secar sobre papel de filtro a temperatura
ambiente. A continuacidn, se agruparon las
plantas de acuerdo a los sintomas. A cada
tipo de sintoma se le asocié un ndmero, y
seguidamente se tomaron muestras de raices
(3 raices por planta) que se analizaron en
PDA y medio selectivo para Fusarium
(TELLO et al., 1991). En el caso de los anéli-
sis de hojas, se utilizaron cdmaras hiimedas
estériles. Las placas se incubaron a tempera-
tura ambiente del laboratorio (20-25°C), rea-
lizando lecturas cada 48 horas. La identifi-
cacién se realizé mediante observacién
directa de la placa al microscopio. Para la
identificacién de los hongos encontrados, se
siguieron los criterios de distinta bibliografia
(BARNET y HUNTER, 1972; TELLO, 1984;
SMITH, et al., 1992; ELLIS, 1961; ELLIS 1976;
MESSIAEN et al., 1991). Para la identificacion
de Pythium se utilizaron los criterios de VAN
DER PLAT-NITERINK (1981) y para el género
Fusarium, los de NELSON et al. (1983). Fue-
ron analizadas un total de 1135 plantas, de
las cuales 825 procedian de los semilleros.

Inoculaciones

Las inoculaciones se realizaron sobre tres
variedades de puerro empleadas en las
explotaciones: Lancelot, Nepal y Sabina. El
in6culo, en todos los casos estuvo compues-
to por un triturado de la colonia fiingica que
habia alcanzado el borde de la placa de Petri
(90 mm de didmetro) conteniendo 20 ml de
PDA en 100 ml de agua destilada. La unidad
de in6culo consistié en una placa de Petri
con el aislado a evaluar para cada ocho plan-
tas, es decir, una placa por maceta y varie-
dad. En todos los ensayos de inoculacion se
utilizaron dos testigos para cada una de las
variedades (16 plantas por variedad). A
éstos, se le afiadi6 en lugar del inéculo con el
patégeno, un triturado en agua destilada de
20 ml de medio de cultivo PDA.

Los distintos hongos ensayados para
determinar su poder pat6geno fueron los
siguientes: Rhizoctonia solani (6 aislados),
Macrophomina phaseolina (1 aislado),
Fusarium oxysporum (8 aislados), Fusarium
roseum var. gibbosum (F. equiseti) (9 aisla-
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dos), Fusarium solani (5 aislados), Fusa-
rium moniliforme (3 aislados), Pythium (9
aislados), Phoma sp. (6 aislados), Stemphy-
lium botryosum (2 aislados). Se llevaron a
cabo tres tipos de inoculaciones diferentes
para cada uno de los hongos antes nombra-
dos. Inoculacién tipo I: se rellenaron las
macetas con 0,5 | de vermiculita desinfecta-
da (1 h, 120°C, en autoclave) dando un riego
a saturacién para humedecer, tras lo cual, se
compacté el sustrato para conseguir una
mayor consistencia y se sembraron las semi-
llas de puerro de las tres variedades a inocu-
lar. Transcurrida una semana y con las ocho
plantas de cada maceta claramente emergi-
das, se afiadi6 el inéculo. Se realizaron con-
troles periédicos cada tres dias, durante los
50 dias siguientes para evaluar sintomas visi-
bles. Transcurrido este periodo de tiempo se
arrancaron las plantas y se paso a la observa-
cion del estado sanitario del disco basal y de
las raices. La inoculacién tipo Il consistié
en obtener pldntulas de las tres variedades en
bandejas con capacidad para unas 200 plan-
tas usando como sustrato vermiculita desin-
fectada (1h, 120°C). Estas plantas se mantu-

vieron durante 50 a 70 dias, hasta alcanzar
una altura aproximada de 20 cm y un grosor
de unos 3 mm de diametro. Para proceder a
la inoculacién, se arrancaron las pldntulas de
las bandejas y agrupdndolas en grupos de
ocho, se introdujeron en unos contenedores
desinfectados donde anteriormente se habia
afiadido la unidad de in6culo. Las raices de
las pldntulas permanecieron sumergidas en
el inéculo de los contenedores durante una
hora, y transcurrido este tiempo fueron tras-
plantadas a macetas con 0,5 I de vermiculita
desinfectada, como se indicé anteriormente.
El indéculo sobrante de los contenedores fue
vertido, seguidamente, a cada una de las
macetas correspondientes. Las lecturas
periédicas se hicieron cada tres dias, hasta
un total de 30 dias. Transcurrido este perio-
do de tiempo se arrancaron las plantas de las
macetas y se paso a la observacién de su
estado sanitario. La inoculacién tipo III se
desarroll6 de igual modo que la inoculacién
tipo II, pero el tiempo de inmersién de las
raices en el inéculo fue de 24 h. Todos los
ensayos fueron realizados en camara clima-
tizada con una luminosidad de 12000 lux,

Cuadro 1. Sintomatologia observada en las plantas de campo y de semillero en raices, bulbos y hojas.

Sintomas en raices

Sintoma 0 Raiz sana, de color blanca y turgente.
Sintoma 1 Podredumbre blanda, raiz vacia por dentro; coloracién marrén clara en algunos casos.
Sintoma 2 Meristemo terminal necrosado de color negro.
Sintoma 3 Podredumbre marrén seca y alterna.
Sintoma 4 Podredumbre grisdceo-verdosa de forma aislada en algunas raices.
Sintoma 5 Raices de color rosa claro.
Sintoma 6 Raices engrosadas y corchosas. principalmente en rafces centrales.
Sintoma 7 Lesion deprimida de color rojo intenso.
Sintoma 8 Podredumbre de color violeta, de forma aislada en alguna raiz.
Sintoma 9 Podredumbre rosdcea oscura.
Sintomas en bulbos
Sintoma 10 Podredumbre blanda y de color marrén clara.
Sintoma 11 Podredumbre rosécea oscura.
Sintoma 12 Podredumbre de color rojo intenso.
Sintomas en hojas
Sintoma 13 Amarillamiento de la hoja més vieja y secado de alguna de éstas.

Sintoma 14

Podredumbre en forma de ojales con colores grisdceos y anaranjados.
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mantenida con un fotoperiodo diario de 16 h
y una temperatura que oscilé entre 26 y
28°C.

RESULTADOS Y DISCUSION
[.a sintomatologia observada, tanto en las

plantas de campo como de semillero, se
muestra en el cuadro |. Asimismo, en la

figura I, se pueden ver algunos de los sinto-
mas mds caracteristicos. En las plantulas de
semillero, cabe destacar que el sintoma |, es
el que representa el mayor dano, siendo ade-
mds el causante de las podredumbres mds
graves observadas. Conforme las pldntulas
estaban mds desarrolladas se incrementa la
presencia de este sintoma 1. Asimismo, des-
tacar cémo el sintoma 6 aparece asociado

Figura 1. Diversos sintomas en plantas de puerro. A) podredumbre blanda (sintoma 1). B) podredumbre marrén seca
(sintoma 3). C) raices de color rosa claro (sintoma 5). D) podredumbre rosédcea oscura (sfntoma 9). E) podredumbre de
color rojo intenso (sfntoma 12). F) ojales anaranjados en hojas (sintoma 14).
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Cuadro 2. Anilisis de plantulas y plantas con sintomas en raices. SO al S9, sintomas descritos en la tabla 1.

Plintulas Plantulas con sintomas
Meses :

analizadas g9 S1 S2 S3 S4 Ss S6 S7 S8 S9
Mayo 2003 125 30 8 26 12 1 50 6 2 0 0
Junio 235 19 117 62 8 0 104 41 0 0 0
Julio 160 65 68 19 24 0 13 45 2 0 0
Agosto 220 24 194 58 2 0 4 40 0 0 7
Septiembre — — — — — — — — — — —
Noviembre — — — — — — — — — — —
Diciembre — — — — — — — — — — —
Enero 2004 85 58 20 0 0 0 2 0 0 0
Total 825 196 407 165 46 | 173 132 4 0 7
Total (%) 238 493 20,0 5,6 0,1 21,0 16,0 0,9 0,0 0,8

Plantulas Plintulas con sintomas
Meses .

analizadas g S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9
Mayo — — — — — — — — — — —
Junio 45 1 43 9 2 0 10 23 0 1 0
Julio 45 2 38 0 1 0 3 19 0 0 0
Agosto 85 0 85 5 3 0 1 31 0 0 7
Septiembre 10 0 10 0 0 0 1 3 0 0 4
Noviembre 57 0 57 0 0 2 1 9 0 t 35
Diciembre 38 0 38 0 0 0 2 2 0 0 22
Enero 2004 30 0 15 0 0 0 4 3 0 0 8
Total 310 3 286 14 6 2 22 90 0 2 76
Total (%) 1,0 92,3 4,5 1,9 0,6 7,01 29,0 0.0 0,6 24,5

normalmente a los casos donde se detecta el
sintoma 1. Respecto a los andlisis de plantas
de campo existe un descenso en el porcenta-
je de aparicién del sintoma 2, un aumento
del porcentaje de aparicion del sintoma 1, y
un incremento considerable en la aparicion
del sintoma 9 (Cuadro 2, Figura 3). Lo que
parece claro es que el sintoma consistente en
una podredumbre blanda de las raices (sinto-
ma 1) es el mas generalizado, tanto en las
plantas de semillero como en las cultivadas
en el terreno de asiento y cualquiera que sea
la fecha de muestreo.

Los resultados obtenidos tras el andlisis
de las raices de las plantulas y plantas afec-
tadas se muestran en €l cuadro 2.

De igual manera que los sintomas, la
microbiota fingica aislada de las raices
difiere poco entre las plantas procedentes de
las recogidas en el terreno de asiento (Cua-

dro 3). La presencia de hongos con potencial
patégeno sobre el puerro, a tenor de la revi-
si6n presentada en este trabajo, es muy esca-
sa por no decir nula. Entre los patégenos
citados del género Allium, Macrophomina
phaseolina ha tenido una presencia testimo-
nial. Las especies Fusarium solani y F.
roseum, han sido sefaladas como pat6genos
de las raices de la cebolla en Israel, Bulgaria
e Italia (SMITH ef al., 1992) y su poder pat6-
geno en nuestras condiciones se comentan
més adelante. De igual manera que se
comentard el de F. moniliforme (F. vertici-
lloides) y de F. oxysporum. Esta tltima espe-
cie ha sido la més frecuente en todos los
casos y sintomatologias observadas, reba-
sando su presencia el 75% en las plantulas
de semilleros y un 65% en las procedentes
del cultivo al aire libre. Ni de F. moniliforme
ni de F. oxysporum hemos encontrado refe-
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Cuadro 3. Porcentaje de colonias fiingicas obtenidas de las raices con podredumbre.

Aislado
Género/especie

Plantulas del
semillero

Plantas del
cultivo

(Total: 825 plantas)

(Total: 310 plantas)

Alternaria sp. 22,4 12.8
Aspergillus sp. 0.0 0,6
Cladosporium sp. 23,1 6.7
Fusarium moniliforme 6.1 37
Fusarium oxysporum 60,3 98,7
Fusarium equiseti 2,5 23.9
Fusarium solani 0.4 13,5
Penicillium sp 17,0 0.0
Phoma sp 14,8 1.2
Pythium sp 7.6 25,7
Rhizoctonia bataticola 0,0 0.6
Rhizoctonia solani 0,0 9.2
Rhizopus sp. 30,7 19.0
Stemphylium sp. 0,0 14,1
Syzygytes sp 4,7 0.0
Trichoderma sp 20,2 0,6

Cuadro 4. Numero de colonias fiingicas obtenidas tras el anélisis de pldntulas de semillero y plantas de campo.
F.o.: Fusarium oxysporum; Pho.: Phoma; F.v.: Fusarium roseum; Pyt :Pythium; Alt.: Alternaria; Rhiz.:
Rhizopus; Pe.: Penicillium; Trich.: Trichoderma; Syzyg.: Syzygytes; Cl.: Cladosporium; F.s.: Fusarium solani;
F.m.: Fusarium moniliforme; R.s.: Rhizoctonia solani; Asp.: Aspergillus; R.bat.: Rhizoctonia bataticola; St.:

Stemphyllium.
Géneros de hongos detectados
F.o. Pho. F.r. Pyt. Alt. Rhiz. Pe. Trich.
Plantulas 413 51 13 29 94 129 83 78
Syzyg. Cl. E.s. Fm. R.s. Asp. R.bat. St.
17 102 2 23 0 0 0 0
F.o. Pho. Fr. Pyt. Alt. Rhiz. Pe. Trich.
Plantas 364 2 51 49 31 38 0 4
Syzyg. CL F.s. Fm. R.s. Asp. R.bat. St.
1 11 32 9 27 1 1 29

rencias que los sefialen como patégenos en
puerro. Si en cebolla, donde F. oxysporum
f.sp. cepae ocasiona graves dafos en Italia y
otros paises (MESSIAEN et al., 199]).

La presencia de un hongo del género
Phoma en los semilleros evocaba a un agen-
te causal de las raices rosas: Pyrenochaeta
terrestris, pero su presencia en los cultivos
establecidos fue muy puntual y sus caracte-

risticas morfoldgicas no coincidian con las
descritas para la especie (BERRA LERCHUNDI,
1999).

Los demds micromicetos no han apareci-
do en nuestra revision bibliografica con con-
notaciones patogénicas sobre raices de pue-
rro, pese a ello Stemphylium botryosum fue
inoculado. La elevada presencia de Fusa-
rium oxysporum en pldntulas de semilleros,
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Cuadro 5. Numero de plantas con sintomas en bulbos y pseudotallos.
N° Plantas Sintomas

Meses analizadas S1 S7 S9
Septiembre 8 5 2 2
Noviembre 7 5 | 5
Diciembre 5 4 0 2
Enero 4 3 0 2
Total 24 17 3 11
Total % 70,8 12,5 45,8

motivé ensayos adicionales para conocer su
origen. El anélisis de las semillas comerciales
de las variedades de puerro comercializadas
(Lancelot, Nepal y Sabina) no permitieron
aislar el hongo y Alternaria y Cladosporium
mostraron en presencia en el 42% de las semi-
llas. Los andlisis de dos muestras de turba,
correspondientes a los lotes de turba emplea-
das en el semillero, antes de ser usada como
sustrato, no reveld la presencia de Fusarium
ni de Pythium. Sin embargo, una vez analiza-
da para producir plantas, en las 32 muestras
analizadas, tanto F. oxysporum como Pythium
se mostraron abundantemente.

Un andlisis de las partes verdes de las
hojas revelaron la presencia de Puccinia
porri acompanada de Stemphylium sp y
Aspergillus sp.

Los resultados de las inoculaciones reali-
zadas con 49 aislados de hongos (Fusarium
moniliforme, F. oxysporum, Fusarium
roseum var. gibbosum (F. equiseti), F. solani,
Phoma sp. Pythium sp. Macrophomina pha-
seolina, Rhizoctonia solani, Stemphylium
botryosum, no revelaron en ninguna de las
3528 plantas inoculadas sintoma alguno.

Tampoco, comparando con los testigos, fue
posible detectar mermas en el vigor de las
plantas. Este comportamiento de diversas
especies de Fusarium en raices de especies
de Allium, especialmente Fusarium oxyspo-
rum ha sido referido desde antiguo, en la
literatura especializada. Asf, el agente causal
de la raiz rosada de la cebolla fue descrito
como Fusarium malli (TAUBENHAUS Yy
MaLLy, 1917, 1921). Posteriormente, HAN-
SEN (1929) eliminé toda la responsabilidad
parasitaria en raices de cebolla a diversas
especies de Fusarium. Pese a los afios trans-
curridos lo descrito por Hansen para la cebo-
lla se reproduce en nuestros experimentos,
para el puerro y en la bibliografia més actual,
como se indic6 en la introduccién de este
articulo.

El trabajo presentado no ha permitido
atribuir a ningtin hongo de los estudiados,
la causalidad de las podredumbres radicula-
res y decaimiento de las plantas de puerro.
Este hecho permite que la planificacién
sanitaria de las explotaciones agricolas
pueda hacerse con mayor racionalidad.
Pero, ademads, autorizan los resultados a

Cuadro 6. Hongos detectado sen los analisis de bulbos y pseudotallos. F.o.: Fusarium oxysporum; Pho.: Phoma;
F.r.: Fusarium roseum; Pyt: Pythium; Alt.: Alternaria; Rhiz.: Rhizopus; Pe.: Penicillium; Trich.: Trichoderma;
Syzyg.: Syzygytes; Cl.: Cladosporium; F.s.: Fusarium solani; F.m.: Fusarium moniliforme; R.s.: Rhizoctonia
solani; Asp.: Aspergillus; R.bat.: Rhizoctonia bataticola; St.: Stemphyllium.

Géneros de hongos detectados

F.o. Pho. Fr. Pyt. Alt. Rhiz. Pe. Trich.
Bulbos y pseudotallos 45 0 9 4 3 0 0 0
Syzyg. CL Fs. Fm. R.s. Asp. R.bat. St.
2 0 2 0 3 0 0 1
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plantear una especulacién que puede tras-
cender a las précticas culturales. Como se
indicaba en la introduccién, las siembras
para obtener plantulas de puerro se hacian
en los suelos arenosos de Céadiz y las mis-
mas, a raiz desnuda, se llevaban a los terre-
nos de asiento al aire libre en Villena (Ali-
cante). En la actualidad, se siembra sobre
turba, en bandejas de “poliexpan” con
forma troncopiramidal, siendo el modelo
empleado el de 384 alvéolos por bandeja,
manteniendo las pldntulas en semillero
hasta conseguir el tamafio adecuado de tras-
plante en campo. Como sustrato se emplea
turbas mezcladas con perlita. Paralelamen-
te, han sido cambiadas las variedades tradi-
cionales por variedades hibridas. Estos
cambios en las técnicas de produccién han
dado lugar la aparicién de los sintomas de
podredumbre radicular evaluados y descri-
tos en este trabajo. Analizando el sistema,
se puede observar, c6mo el cepell6n en el
que son producidas las plantulas, parece
dificultar e] crecimiento de las raices. Las
muestras examinadas durante los meses de
juntio, julio y agosto con pldntulas que esta-
ban en diferentes estados de desarrollo y la
misma fecha de siembra, se observaba en
las mas desarrolladas como el sistema radi-
cular fasciculado, caracteristico de esta
especie, iba formando agrupaciones enma-
rafiadas de raices en la zona central, y era
en estas agrupaciones donde se intensifica-
ban las podredumbres, sobre todo la desig-
nada con el sintoma | (Cuadro I, Figura 1),
caracterizada por una podredumbre blanda
(y con ausencia total de cilindro central)
normalmente transparente o marrén clara
en algunos casos. Este proceso de descom-
posicién parece agravarse, cuando estas
pldntulas son transplantadas a terreno defi-
nitivo en campo, donde no sélo se produce
un estrés por el trasplante sino una excesiva
profundidad al trasplantar en suelos muy
pesados y excesivamente regados. Obser-
vando las plantas de campo se ve en un gran
nimero de casos, cémo la zona central del
disco basal habfa perdido parte del sistema
radicular, o no tenfa un desarrollo 6ptimo.

Ademds, se solia observar c6mo en plantas
en el campo, las raices crecian hacia arriba,
como intentando salir al exterior, incluso
por el interior de las vainas mds exteriores
de la planta (Figura 2)

Por otro lado, si analizamos estudios
recientes sobre el cultivo del puerro en el
mundo, aunque en gran parte de las zonas
productoras de puerro, se siga utilizando el
trasplante, la tendencia actual promociona-
da por las companias productoras de semi-
llas de puerro mds importantes del mundo
es la siembra directa. Esta recomendacién,
junto con la utilizacién de semillas hibridas
da como resultado un mayor rendimiento de
la cosecha y una mayor uniformidad del
cultivo.

Todos estos hechos y observaciones nos
permiten plantear la siguiente hipétesis: El
problema detectado en campo no parece
deberse directamente a ningln agente paté-
geno. La coincidencia en el tiempo de la
deteccién del problema con el cambio a
variedades hibridas y la produccién de plan-
ta en semillero junto con la observacién del

Figura 2. Estado de las raices de las plantas en el
campo.
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Figura 3. Porcentaje de hongos encontrados en pldntulas (A) y plantas de campo (B).

deficiente desarrollo del sistema radicular de
las plantulas en cepelldn, parece situarnos
ante un mal manejo cultural, pues estas nue-
vas variedades de mayor vigor no parecen
adaptarse correctamente a las bandejas de
siembra utilizadas, arrastrando de esta forma
unas deficiencias que se agravan en campo
por un riego excesivo y un mal drenaje, per-
mitiendo asi la presencia de ciertos hongos

que cumplen con su papel de descompone-
dores de los tejidos radiculares muertos o
debilitados.
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ABSTRACT

MaRTINEZ-RESTOY R. E., F. DIANEZ, M. SANTOS, M. DE CARA, J. FERRANDIZ HER-
NANDEZ, J. C. TELLO. 2006. Fungal microbiota associated with leek root rot in Villena.
Bol. San. Veg. Plagas, 32: 673-683.

In this paper we present a study of the etiology of root rot in leeks. The study com-
prises analyses carried out on 825 plants grown in seedbeds on peat substrate and in alve-
olated trays and on 310 plants from different growing plots in the Villena (Alicante,
Spain) fields. In both cases the roots of the plants showed fundamentally a soft rotten-
ness, which sometimes acquired a light brown or pinkish colouring whatever the leek
variety (Lancelot, Nepal and Sabina). Sixteen species or genera of fungi were isolated,
the most frequent being: Fusarium moniliforme (F. verticillioides), F. oxysporum, F. equi-
seti, F. solani, Macrophomina phaseolina, Phoma sp., Pythium sp., Rhizoctonia solani,
Stemphylium botryosum. A total of 49 of the isolated fungi mentioned were inoculated in
seedlings of three leek varieties (Lancelot, Nepal and Sabina) in controlled environmen-
tal conditions within an air-conditioned chamber. None of the symptoms observed in the
field were replicated in the 3528 plants inoculated using three different techniques. This
article presents a possible explanation for the root rot studied, based on the production
techniques of plants grown in seedbeds, using alveolated trays with peat substrate and the

683

outdoor crop management on soil.

Key words: Allium porrum, Fusarium sp. Macrophomina phaseolina, Phoma sp.,

Pythium sp.
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Accion preventiva y curativa del fosfonato en el control de
Phytophthora cinnamomi Rands en encina y alcornoque

R. M®. NAVARRO CERRILLO, A. I. TERAN BOCERO, M. E. SANCHEZ

El fosfonato es un fertilizante con funci6n de fungicida sistémico que ha sido utili-

zado con €xito en el control de P. cinnamomi en varias especies forestales. El objetivo
principal de este trabajo es estudiar el efecto preventivo y curativo de la aplicaci6n de
fosfonato en brinzales de Quercus ilex y Quercus suber en el control de Phytophthora
cinnamomi. El disefio experimental se realizé para verificar si el fosfonato es capaz de
prevenir y/o controlar la infeccién de P. cinnamomi, por 1o que se oplé por un ensayo
multifactorial con dos factores, el tipo de fosfonato. y €l momento de aplicacin. A lo
largo del ensayo se midi6 la altura de la parte aérea, el didmetro del cuello de la raiz, y
el peso seco de la raiz secundaria, asf como la fluorescencia de la clorofila.

La altura y el didmetro al final del ensayo no mostraron diferencias significativas
entre tratamientos tanto para encina como para alcornoque, siendo mds sensible el peso
de la raiz secundaria. EI control inoculado presenté los valores menores de fluorescen-
cia relativa, frente al resto de tratamientos, indicando un mayor estrés. Los tratamientos
con fosfonatos y el control presentaron valores superiores. Los resultados de este traba-
jo parecen confirmar el efecto positivo de los fosfonatos en el control de Phyrophthora
en especies del género Quercus.

R. M®. Navarro CERRILLO, A. I. TERAN BOCERO. Dpto. Ingenieria Forestal. ETSIAM.
Universidad de Cérdoba.

M. E. SAncHEZ. Grupo de Patologfa Agroforestal, ETSIAM. Universidad de Cérdoba.
irlnacer@uco.es; Apartado de Correos 3048 (14080 Cordoba-Espaiia). Teléfono: 34-
957-218657; Fax: 34-957-218563

Palabras clave: Quercus ilex, Q. suber, decaimiento forestal. tratamiento.

INTRODUCCION

El principal problema fitosanitario de las
masas de Quercus en la peninsula ibérica es
la afeccion de la “seca” de encina y alcorno-
ques, que dafa gravemente a un gran nimero
de dehesas y bosques desde comienzos de los
afios 80 (RUPEREZ y MuNoz, 1980). La etio-
logia de la seca parece tener un origen multi-
causal, es decir, que en las masas afectadas se
da la confluencia de varios factores mas o
menos conocidos que parecen interactuar
entre si. El proceso se explica actualmente
segin un modelo que comprende tres tipos de
factores: factores de predisposicién (crean

una situaciéon de pérdida de vigor que se va
manifestando con gran lentitud), factores de
incitacion o detonadores (actdan en un perio-
do corto de tiempo y dejan a las masas en una
situacién de enorme fragilidad) y factores de
contribucién o catalizadores (son causa
directa de la muerte de los 4rboles). Sin
embargo, en muchos casos el diagndstico de
las zonas afectadas ha permitido identificar
agentes causales dnicos, siendo e] caso més
frecuente la presencia de Phytophthora cin-
namomi Rands (SANCHEZ et al., 2003).
Phytophthora cinnamomi Rands es un
hongo Oomiceto de la familia de los Phy-
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tophthoraceae y estd considerado unos de los
pardsitos de plantas lefiosas més agresivo y
destructivo del mundo (BRASIER et al.,
1993), cuya patogenicidad en encina y alcor-
noque se demostré en 1996 (TUSET et al.,
1996) aunque sus ataques a estas especies ya
se conocian desde 1991 (BRASIER et al.,
1993). Es un pardsito facultativo que puede
vivir en el suelo, de caracter acudtico hasta
que infecta las raices del huésped. El proce-
so de infeccién tiene lugar cuando hay agua
libre en el suelo y su temperatura es relativa-
mente alta (BRASIER et al., 1993). Cuando el
hongo penetra en la planta se multiplica rapi-
damente, produciendo zoosporas infectivas
que alcanzan raices adyacentes, bajo condi-
ciones de saturacion hidrica del suelo (Cor-
FEY, 1991).

El control de la enfermedad se basa en
impedir la infeccién y limitar la dispersion
mediante medidas culturales, bioldgicas y
quimicas (HARDY et al., 2001). Entre las
medidas culturales se propone la eliminacidn
de los pies infectados, el acotamiento de
zonas afectadas y sobre todo la desinfeccion
de las herramientas para las labores al suelo.
La lucha biolégica consiste en el empleo de
organismos antagonistas, habiéndose emple-
ado Trichoderma spp y Mycothecium verru-
caria (PEREZ et al., 1990). Los procedimien-
tos quimicos son muy diversos: pulveriza-
cién de la copa del 4rbol infectado con fun-
gicidas y abonos foliares (Garcia y Pozo,
1993); inyecciones en el tronco del drbol
enfermo (FERNANDEZ-ESCOBAR et al., 1994),
y la aplicacién de fosfonatos a las plantas y
el suelo (FAIRBANKS et al., 2000; NAVARRO et
al., 2004).

El fosfonato es un fertilizante con funcién
de fungicida sistémico que ha sido utilizado
con éxito en el control de P. cinnamomi en
varias especies forestales (WILKINSON et al.,
2001) y también en especies mediterrdneas
(NAVARRO et al., 2004). El fosfonato se tras-
loca a través tanto del floema como del xile-
ma, y una vez dentro del floema es trasloca-
do a través de la planta en relacién con los
foto-asimilados (GUEST y GRANT, 1991),
mostrando una mayor concentracién en las

raices y ramillos terminales. EI mecanismo
mediante el cual los fosfonatos protegen a
estas especies de la accién del hongo no se
conoce suficientemente, aunque parece que
estdn relacionados con la acumulacién de
compuestos fenolicos (CANDELA ef al.,
1995).

El objetivo principal de este trabajo es
estudiar el efecto preventivo y curativo de la
aplicaciéon de fosfonato en brinzales de
Quercus ilex 'y Quercus suber en el control
de Phytophthora cinnamomi.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

El material vegetal utilizado en este traba-
jo fueron brinzales de encina (Quercus ilex
L. subsp. ballota (Desf.) Samp.) y de alcor-
noque (Quercus suber L.), de procedencia
Sierra Morena Occidental (Regién 11 Extre-
madurense). El cuitivo de la planta se realizé
en el umbréculo de la Escuela Técnica Supe-
rior de Ingenieros Agrénomos y de Montes
(ETSIAM) de la Universidad de Cérdoba. Al
final de la fase de cultivo en vivero, y pre-
viamente al transplante a los envases defini-
tivos, la planta de encina presentaba una
altura de 35,58 =1,33 cm., y un didmetro en
el cuello de la raiz de 5,42 +0,64, y los de
alcornoque tenfan una altura de 35,8 +2,88,
y un didmetro de 3,58 +0,27.

Disefio experimental

El disefio experimental se realiz6 para
verificar si el fosfonato es capaz de prevenir
y/o controlar la infeccién de P. cinnamomi,
por lo que se opt6 por un ensayo multifacto-
rial con dos factores. El primer factor hace
referencia al tipo de fosfonato utilizado
como fungicida, selecciondndose el Brifos-
K (50%) (Panreac) y un fosfonato elaborado
que se preparé mezclando 2,8 g/100 ml de
4cido fosforoso y 2,8 g/100 ml de KOH. El
segundo factor hizo referencia al momento
de aplicacién del tratamiento con dos nive-
les, un tratamiento preventivo (anterior a la
inoculacién) y un tratamiento curativo (pos-
terior a la inoculacién) de P. cinnamomi. Se
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incluyen dos controles, uno regado con agua
y otro inoculado de Phytophthora cinnamo-
mi, 10 que supone seis tratamientos por espe-
cie. El nimero de plantas utilizado en el
ensayo fue de 60 para encina y 36 para alcor-
noque.

El dfa 11 de Marzo de 2004 se empez6 con
el tratamiento preventivo. Este tratamiento
consistié en aplicar Brifos-K (50%) y la solu-
cion preparada de fosfonato en 10 encinas y
6 alcornoques por tratamiento. Para tratar a la
totalidad de las plantas se utiliz6 una pistola
dosificadora que permite aplicar la solucién
sobre las hojas. Se hicieron dos repeticiones
en las cuales se pulverizaba las hojas con el
producto hasta gotear, se dejaba secar y se
volvia a pulverizar. Los dias 12 y 13 de
Marzo de 2004 las plantas fueron inoculadas
con Phytophthora cinnamomi en condiciones
controladas. A partir del dia 14 de Marzo en
adelante se empezé a tener un control de
riego de todas las plantas inoculadas. El tra-
tamiento curativo, se realizé el dia 26 de
Marzo de 2004, mediante la aplicacién a 10
encinas y 6 alcornoques de Brifos-K y la
solucion de fosfonato en iguales condiciones
que el tratamiento preventivo.

La inoculacién se realizé6 mediante la
aplicacién a los cepellones de las plantas de
una suspensién acuosa de micelio y clami-
dosporas (SANCHEZ et al., 2000, 2003). El
in6culo se obtuvo a partir del P. cinnamomi
(PE-90) caracterizado y conservado en la
micoteca del Departamento de Agronomia
de la Universidad de Cérdoba. El in6culo se
prepar$ batiendo en agua estéril el micelio
de PE 60 producido en medio de extracto de
zanahoria (SANCHEZ et al., 2003) durante un
mes a 20° C en oscuridad, tras ser separado
del medio nutritivo y lavado en agua estéril.
La presencia de abundantes clamidosporas
se comprobé mediante la preparacion de
montajes microscépicos de pequefias canti-
dades de inéculo tefidas con fucsina 4cida
en Jactofenol al 0,005%, y su posterior
observacién al microscopio 6ptico. La con-
centracion del indculo correspondié a la bio-
masa producida en 3 placas de Petri/[00 ml
de agua. Para la inoculacion se afiadieron

100 ml de esta suspensién al cepelléon de
cada plantén a inocular, cuidando de que su
distribucién fuese homogénea (SANCHEZ et
al., 2000). Los plantones inoculados se
transplantaron a macetas individuales Teku-
Tainer (150 x 150 x 200 mm) previamente
desinfectadas con lejia comercial diluida al
[0%. El sustrato necesario para completar el
volumen de los nuevos envases fue una mez-
cla formada por turba, arena y limo (1:1:1 en
volumen). El suelo no era estéril, aunque la
arena y el limo habian sido previamente
desinfectados. Las plantas testigo no inocu-
ladas fueron tratadas de la misma manera,
afadiendo a sus cepellones 100 ml de agua
estéril libre de material fiingico.

Una vez realizados los tratamientos, todas
las macetas se colocaron en bandejas, de
forma que en cada bandeja s6lo hubiese
plantones inoculados con el mismo trata-
miento y el mismo tipo de inéculo. Las plan-
tas testigo se colocaron en bandejas separa-
das. Posteriormente se afiadié agua a todas
las bandejas, de forma que el nivel se situara
en unos 5 cm por debajo del borde de las
macetas. Las plantas permanecieron enchar-
cadas dos dias dentro de las bandejas y el
resto de dfas se sacaban de las mismas, asi
durante tres meses hasta que empezaron a
mostrar alguna sintomatologia evidente de
afectacidn.

Las plantas fueron colocadas en el inver-
nadero de la ETSIAM (Cérdoba) donde per-
manecieron hasta el final del ensayo, que se
extendi6 desde marzo hasta mitad de julio de
2004. El invernadero permitia un mejor con-
trol de la temperatura y de la humedad, que
son factores fundamentales para el desarro-
llo de Phytophthora cinnamomi, el aislado
PE 90 tiene una temperatura Gptima de cre-
cimiento de 25,2°C (SANCHEZ et al., 2003).
Durante todo el ensayo se mantuvo un pro-
grama de riego constante para mantener
hidratado el sustrato.

Variables morfolégicas

A lo largo del ensayo se midi6 en tres oca-
siones la altura de la parte aérea, y el didme-
tro del cuello de la raiz. Los dias 28 y 29 de
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julio de 2004 se procedio a levantar el ensa-
yo. El desarrollo de la raiz secundaria y/o los
dafios producidos en ella por Phytophthora
cinnamomi, se evalué a través del peso seco.
Las raices de las plantas se lavaron cuidado-
samente con agua para eliminar cualquier
resto de sustrato, pero evitando dafiar las rai-
cillas para no producir pérdida de biomasa
radical. Todo el material vegetal se introdujo
en sobres de papel y éstos en una estufa de
conveccién natural para desecacién (P
SELECTA), en la que permanecieron duran-
te 76 horas a una temperatura de 65°C hasta
peso constante. Cada fraccién de la planta
(hojas, tallo y raiz) fue pesada en una balan-
za de precisiéon Mettler Toledo PB203 (Méx.
=+310g, min.=+0,02g,e=+10mg,d =
+ | mg). Los datos registrados fueron el peso
seco de la parte aérea y el peso seco de la
raiz secundaria.

Medicion de la fluorescencia.

La fluorescencia de la clorofila se deter-
miné utilizando un fluorimetro Plant Effi-
ciency Analyser (PEA, Hansatech, Reino
Unido). La fluorescencia basal (F,) se midié
con una luz de 650 pmol fotén m=2 s -1,y
para obtener la emisién maxima de fluores-
cencia (F), se aplicé un pulso saturante de
10.000 umol fotén m=2 s~1 y un segundo de
duracién. Se usaron unas pinzas especiales,
que forman parte del equipo del fluorimetro,
para el periodo de adaptacion a la oscuridad
(30 minutos) que permite obtener el méximo
grado de oxidacién de la quinona A (Qy). Se
determiné la relacién entre la fluorescencia
variable (F,) y la maxima (F,): F/F, =
(F-Fo)/F,,; seglin STRASSER et al. (2000).
La razén F/F , es proporcional a la eficien-
cia fotoquimica médxima de las hojas, y es
una de las variables més empleadas por
numerosos autores en estudios de respuesta a
estrés. La medicion de la fluorescencia se
realizé en dos ocasiones, 29 de Abril y 26 de
Julio de 2004. Las mediciones se realizaron
al mediodia, (12:00 hora solar) en cuatro
plantas por tratamiento y especie, y se ha
medido siempre en la misma hoja seleccio-
nada en el tercio medio de cada planta.

Andlisis de datos

El andlisis estadistico se inici6 con la
comprobacién de que los datos cumplen el
requisito de normalidad y la homogeneidad
de la varianza (homocedasticidad). La nor-
malidad se ha comprobado mediante el test
de Komologorov-Smirnov, y la homocedas-
ticidad por el test de Levene. Una vez reali-
zada la comprobacién de los requisitos bési-
cos de los datos, se ha procedido a un anali-
sis de la varianza (ANOVA) para las varia-
bles normalizadas. Cuando el andlisis de la
varianza fue significativo se realizé un test
de Tukey de comparacién miltiple de las
medias para un nivel de significacién del 5%
(P<0,05). Los resultados se presentan en las
tablas y en las figuras como media y error
estandar de cada tratamiento.

RESULTADOS

Altura y didmetro

La altura y el didmetro al final del ensayo
no mostraron diferencias significativas entre
el control, el control inoculado (P. cinnamo-
mi) y los distintos tratamientos tanto para
encina como para alcornoque. Las alturas
medias obtenidas para cada uno de los trata-
mientos de encina durante el ensayo oscila-
ron entre el valor mdximo de Brifos Preven-
tivo (BP) (h=28 cm) y el valor minimo de
Phytophthora (h=22,3 cm). Tras el andlisis
de la varianza ANOVA realizado (F=1,315,
P=0,272), no se observaron diferencias sig-
nificativas entre las distintas medias, por lo
que no se distingui6 grupos estadisticamente
diferentes. No obstante, se observa una
reduccién del crecimiento de la parte aérea
en el tratamiento P. cinnamomi.

El maximo didmetro medio correspondi6
al Control (der=6,1 mm), mientras que el
valor minimo medio de este atributo fue
obtenido para Phytophthora (dcr=5 mm)
aunque tampoco para este atributo las dife-
rencias no fueron significativas al igual que
ocurre con las alturas (F=1,442, P=0,224),
aunque se mantuvo la tendencia a una pérdi-
da de crecimiento en didmetro del tratamien-
to de P. cinnamomi. También debe destacar-
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se la reduccién en didmetro de los tratamien-
tos curativos frente a los tratamientos pre-
ventivos. En el caso del alcornoque los valo-
res de altura oscilaron entre un médximo
alcanzado por Phytophthora (h=44,1 cm) y
un minimo valor que lo presenta el trata-
miento FP (h=33,9 cm). Las diferencias no
fueron significativas (F=0,644, P=0,668). El
didmetro también sigue una evoluci6én simi-
lar, sin que se detecten diferencias significa-
tivas (F=0,741, P=0,599). El Control es el
que presenta un valor de didmetro mas alto
(der=5,5 mm) mientras que es el FC el que
presenta un valor minimo (der=4 mm). En el
alcornoque la respuesta a la inoculacién no
parece producir un efecto depresor de la
altura y el didmetro tan evidente frente a los
tratamientos con fosfonatos.

Pesos secos

Los pesos secos de parte aérea no presen-
taron diferencias significativas. El valor
méaximo y minimo de las medias tanto para
encina como para alcornoque lo alcanzé el
tratamiento Control y el tratamiento Phy-
tophthora respectivamente. En el caso de la
encina (F=2,189, P=0,069), el valor maximo
de la media para el Control presenta un valor
de peso seco aéreo de 5,2 g y el valor mini-
mo correspondiente a Phytophthora con de
3,3 g. El alcornoque tampoco present6 dife-
rencias significativas (F=0,621, P=0,685),
correspondiendo el valor maximo también al
control con un valor de peso seco aéreo de
6,4 g y el valor minimo al control inoculado
con Phytophthora (peso de 4 g). Al igual que
con los anteriores atributos morfol4gicos, los

pesos secos parecen indicar una reduccién
del crecimiento para el tratamiento inocula-
do, frente a los tratamientos con fosfonatos.
Por otro lado, y aunque con diferencias entre
especies y tratamientos, parece mantenerse
la tendencia de un mayor peso seco de los
tratamientos preventivos frente a los curati-
vOs.

En cuanto a los valores de la raiz secunda-
ria para encina se obtuvieron diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos (F=4,309,
P=0,01) (Cuadro 1). El tratamiento Brifos K
preventivo (peso seco raiz secundaria de 5,5
g) alcanzé el maximo valor con respecto al
resto de tratamientos, presentando el resto de
los tratamientos con fosfonatos valores inter-
medios de aproximadamente 3,4 g. El valor
minimo correspondié al control inoculado
con Phytophthora (2,7 g). En el caso del
alcornoque también se encontraron diferen-
cias significativas entre tratamientos
(F=3,004, P=0,017). El valor maximo de raiz
secundaria lo presenté también el tratamiento
Brifos K preventivo (10,9 g) y el valor mini-
mo correspondié también al control inoculado
(3.9 g). El resto de tratamientos presentan
valores intermedios (= 6 g), con un valor lige-
ramente inferior para el caso del tratamiento
con fosfonato curativo (4,6 g) (Cuadro I).

Medicion de la fluorescencia

En el caso de la encina (Figura 1) se
observa como los valores de la relacién
Fv/Fm fueron menores en la segunda medi-
cioén en todos los tratamientos. En la segun-
da medida las diferencias fueron estadistica-
mente significativas, siendo el control el que

Cuadro 1. Peso seco de raiz secundaria y error tipico para cada tratamiento de Quercus ilex y Q. suber al final
del ensayo. Letras iguales indican pertenencia a un mismo subconjunto segiin el método para comparaciones
muiltiples de Tukey para un nivel de significacién de 0,05.

Tratamiento Quercus ilex Quercus suber
Control 4,87 (0,27)ab 6,65 (0.89)ab
Control inoculado 2,71 (0.47)c 3,99 (0,63)b
Brifos K preventivo 553 (14a 10,97 (4,38)a

Brifos K curativo

3,37 (0.79)abc

6,08 (2,22)ab

Fosfonato preventivo

3,53 (0,79)abc

5,99 (0,67)ab

Fosfonato curativo

3,50 (1,77)abc

4,68 (0,78)b
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Figura 1. Valor medio de Fv/Fm y error tipico para cada tratamiento de Quercus ilex en las dos mediciones realizadas
durante los dias 29 de abril y 26 de julio. Letras iguales indican pertenencia a un mismo subconjunto segiin el método
para comparaciones miltiples de Tukey para un nivel de significacién de 0,05.

presentd un nivel minimo de estrés (Fv/Fm =
0,75) (F = 3,620, P = 0,008). Comparando
entre tratamientos se ve como el descenso
fue mucho mayor en el caso del control ino-
culado con Phytophthora (0,52), mientras
que el control no inoculado presentd un des-
censo muy poco acusado. Los tratamientos
con fosfonatos presentaron en todos los
casos un patrén similar (Fv/Fm = 0,64),
excepto para Brifos-K curativo (0,56) que
tuvo valores similares al control inoculado.
En el alcornoque (Figura 2) también se
produjo un aumento progresivo del estrés en
todos los tratamientos, y por tanto una dis-
minucién del valor de la fluorescencia relati-
va entre la medida de julio respecto a abril,
excepto en el tratamiento Brifos Preventivo
((Fv/Fm = 0,70) en el cual se observé que la
relacién F /F,, fue casi idéntica en ambas
medidas. En la medicién de abril todos los
tratamientos presentaron un valor similar
(Fv/Fm = 0,70), con un ligero incremento en

el caso del control inoculado con Phytopht-
hora (Fv/Fm = 0,73), aunque las diferencias
no fueron significativas (F=0,39, P=0,846).
La medicién de fluorescencia durante la
segunda medicién mostraron diferencias sig-
nificativas entre tratamientos (F=7,56,
P<0,001). Al igual que con la encina, el con-
trol inoculado presenté los valores menores
de fluorescencia relativa (Fv/Fm=0,57),
frente al resto de tratamientos. Los trata-
mientos con fosfonatos y el Control presen-
taron valores de Fv/Fm superiores a 0,67,
excepto el Brifos-K curativo que tuvo valo-
res menores (Fv/Fm=0,63), préximos al tra-
tamiento control inoculado.

DISCUSION

Recientemente, el fungicida fosfonato, ha
demostrado su eficacia en el control de
dafios de P. cinnamomi en brinzales de espe-
cies mediterraneas europeas (NAVARRO et al.,
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2004). EI fosfonato es un fertilizante que
acttia como un fungicida sistémico, el cual es
traslocado en la planta a través del xilema y
del floema y es traslocado a través de la
planta en asociacién con los foto asimilados
en una relacion fuente-sumidero (GUEST y
GRANT, 1991). Los foto asimilados, y de la
misma manera el fosfonato, parecen concen-
trarse mas en las partes de la planta que pre-
sentan un mayor crecimiento, tales como las
rafces finas y los crecimientos apicales
(WHILEY et al., 1995).

En este trabajo se ha evaluado la eficacia
de dos tratamientos de fosfonatos (Brifos-K y
fosfonato elaborado) con cardcter preventivo
y curativo en la encina y el alcornoque. La
respuesta a estos tratamientos se ha estudiado
a través de atributos morfolégicos y fisiol6gi-
cos. La morfologia de los brinzales no se vio
afectada significativamente tras la fertiliza-
cién con fosfonatos, lo que coincide con los
resultados obtenidos en ensayos previos

(BrOWN, 2002; NAVARRO er al., 2004), aunque
las concentraciones empleadas han sido muy
inferiores a las recomendables para especies
forestales (HARDY et al., 2001) y la duracién
del ensayo fue sélo de siete meses. Los incre-
mentos de alturas y didmetros, no manifesta-
ron diferencias significativas entre el control,
y ninguno de los diferentes tratamientos
incluido el control inoculado. Estudios reali-
zados con ejemplares adultos muestran que la
infeccién de P. cinnamomi produce parada de
crecimiento y pérdidas de biomasa aérea
(MAUREL et al., 2001). Sin embargo, la falta
de efecto en este caso puede deberse a que en
los brinzales de Quercus, especialmente en la
encina, se puede explicar porque éstas se pro-
ducen en fases avanzadas de la enfermedad, y
en este ensayo la duracién total fue sélo de
siete meses. El escaso crecimiento del didme-
tro y de la altura, dificultarfan apreciar dife-
rencias asociadas a la podredumbre radical en
las fases iniciales de la enfermedad.
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El atributo morfolégico mds afectado por
la inoculacién con P. cinnamomi fue el peso
seco de la raiz secundaria. El andlisis de la
biomasa radical secundaria mostré diferen-
cias significativas entre los tratamientos, tanto
en encina como en alcornoque, aunque la
separacion entre grupos no fue muy clara. P
cinnamomi actia sobre el sistema radical en
general, pero especialmente sobre las raicillas
finas (MARKS y SMITH, 1992). Los resultados
obtenidos indican que el hongo si infect6 el
sistema radical, aunque no se mostraran sinto-
mas aéreos. En ambas especies, el tratamien-
to Brifos K preventivo alcanzé una mayor
biomasa de raiz secundaria frente al control,
lo que indica que P. cinnamomi no ha causa-
do dafios en el sistema radical de los brinzales
que han recibido este tratamiento. Estos resul-
tados coinciden con las experiencias de con-
trol de P. cinnamomi mediante fosfonato rea-
lizadas por otros autores (WILKINSON et al.,
2001; TYNAN et al., 2001). Los tratamientos
Brifos curativo, fosfonato preventivo y fosfo-
nato curativo presentan entre ellos unos valo-
res muy parecidos y ligeramente mas bajos
que el control, por lo que parece que el efecto
protector ha sido menor, en particular en el
caso del alcornoque. En conjunto para esta
especie, no se ha producido una diferencia tan
clara entre el desarrollo del control y el resto
de tratamientos en términos de biomasa de
raiz secundaria. La diferencia es mayor en el
caso de la encina, por lo que parece confir-
marse los resultados de RODRIGUEZ MOLINA ef
al. (2002), que sefalan a la encina como mds
sensible a P. cinnamomi, si bien, hay que tener
en cuenta que en ese trabajo se trataba de
ejemplares adultos, mientras que en este ensa-
yo se trabajé con brinzales.

La fluorescencia de la clorofila permite
estudiar las limitaciones a la fotosintesis de
origen no estomdtico (WERNER et al., 2001).
La fluorescencia relativa F,/F, es un indice
adecuado para la evolucién del nivel de
estrés de una planta (STRASSER et al., 2000).
El pardmetro mds frecuentemente utilizado
es la relacion Fv/Fm (STRASSER et al., 2000).
Los valores de la fluorescencia entre los dias
de medicién (29 de abril y 26 de julio) en

este trabajo presentaron un descenso de la
relacién Fv/Fm en todos los tratamientos.
Esto indica que el estrés aument6 con la lle-
gada del verano, y el incrementé de la
demanda hidrica de las plantas, encontrédn-
dose diferencias significativas entre trata-
mientos en la segunda medicién. En la enci-
na, los valores de fluorescencia (Fv/Fm) dis-
minuyeron a medida que progresé el ensayo
y la planta aumentd su nivel de estrés. El
control inoculado con Phytophthora, junto
con el tratamiento Brifos K curativo presen-
taron un nivel maximo de estrés, aunque las
diferencias fueron muy pequeifias respecto al
resto de los tratamientos. Por otra parte, el
resto de tratamientos mantuvieron unos nive-
les de estrés menor, presentando el control
en julio un nivel de estrés moderado. En el
alcornoque los valores de fluorescencia
(Fv/Fm) variaron de forma parecida a la
encina. El control inoculado con Phytopht-
hora alcanzé el valor maximo de estrés,
seguido del tratamiento Brifos K curativo,
presentando el resto de tratamientos un valor
de estrés moderado. Los resultados de tluo-
rescencia obtenidos parecen corroborar los
resultados obtenidos para raiz secundaria,
pudiéndose establecer una relacién entre
afectacion al sistema de raices finas de la
planta y nivel de estrés hidrico expresado a
través de la fluorescencia relativa.

La efectividad de los fosfonatos parece que
aumenta cuando se aplica con cardcter pre-
ventivo, aunque MARKS y SMITH (1992)
encontraron un efecto positivo en la reduccién
de dafios de P. cinnamomi en Leucadendron
cuando se hacen los tratamientos de forma
simultdnea a la infecci6n, e incluso se ha
documentado el efecto protector de los fosfo-
natos cuando se aplican 24 horas después de
Ja infeccion (ROHRBACH y SCHENCK, 1985).
En este trabajo los fosfonatos como trata-
miento preventivo parecen haber contribuido
a controlar la accién de P. cinnamomi, en par-
ticular cuando se ha utilizado Brifos-K con
cardcter preventivo. La escasa diferencia de
tiempo entre el tratamiento curativo y la infec-
cién parece demostrar que el uso de fosfona-
to protege a la raiz de la invasién del patége-
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no de forma casi inmediata, debido posible-
mente a la rdpida actividad del fosfonato
(GUEST y GRANT, 1991). Aunque en este tra-
bajo no se han medido las concentraciones de
fosfonato en ningtin tejido vegetal, parece que
la proteccién del fosfonato podria estar rela-
cionada con una rdpida traslocacién desde las
hojas a la rafz. Sin embargo, Davis (1989)
encontré que el efecto del fosfonato decrece
cuando el intervalo de tiempo entre el trata-
miento y la inoculacién aumenta por lo que
los tratamientos curativos pueden ser poco
eficaces. La proteccién frente a Phytophthora
parasitica fue minima cuando el tratamiento
de fosfonato se aplico 3—4 semanas después
de la inoculaciodn, incluso cuando se hicieron
aplicaciones miltiples (Davis, 1989).

Los resultados de este trabajo parecen
confirmar el efecto positivo de los fosfonatos
en el control de Phytophthora en especies del
genero Quercus. En cuanto al tiempo que
dura la accién protectora del fosfonato, diver-
sos autores la sitdan alrededor de los 6 meses,
aunque varia con muchos factores (WILKIN-
SON et al., 2001). En este caso, entre el trata-
miento preventivo y la inoculacién pasaron
pocos dias, pero el efecto se mantuvo duran-
te los 7 meses que dur6 el ensayo. El caricter

ABSTRACT

preventivo observado en este ensayo parece
recomendar el uso de la fertilizacién con fos-
fonatos en especies del genero Quercus dada
el efecto preventivo contra dafos de P. cinna-
momi, de acuerdo a lo que se viene realizan-
do con otras especies forestales. Su efecto en
individuos adultos, y posteriormente en
masas naturales y repoblaciones, deben ser
estudiados, ajustando las dosis adecuadas
para evitar problemas de fototoxicidad (WIL-
KINSON et al., 2001), y desarrollando los pro-
cesos operativos mas adecuados para su apli-
cacién en campo de forma sencilla y econ6-
mica (HARDY et al., 2001).
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NAVARRO CERRILLO R. M* | A. [. TERAN BOCERO, M. E. SANCHEZ. 2006. Preventive
and curative effect of the application of phosphonate in the control of Phytophthora cin-
namomi Rands in holm and cork oak seedlings. Bol. San. Veg. Plagas, 32: 685-694.

Phosphonate is a fertilizer with a systemic fungicidal function, which has been suc-
cessfully used in the control of P. cinnamomi in several forest species. The main objective
of this work was to study the preventive and curative effect of the application of phospho-
nate in seedlings of Quercus ilex and Quercus suber in the control of Phytophthora cinna-
momi. The experiment was designed so as to verify if the phosphonate was capable of pre-
venting and/or controlling P. cinnamomi infection, for which a multifactorial assay was
opted for with two factors, the type of phosphonate and the moment of application. Throug-
hout the trial, measurements were made of the aerial part. the diameter of the root neck and
the dry weight of the secondary root, as well as the chlorophyll fluorescence.

At the end of the experiment no significant differences were observed in height or dia-
meter between treatments, either for the ilex or the cork oak, the secondary root weight being
the most sensitive. The inoculated control had the lowest relative fluorescence values com-
pared to the rest of the treatments, indicating greater stress. The treatments with phosphona-
tes and the control showed higher values. The results of this work seem 1o confirm the posi-
tive effect of phosphonates in the control of Phytophihora in species of the genus Quercus.

Key words: Quercus ilex, Q. suber, forest decline, treatment.
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Estudio de patogenicidad a melon de hongos del suelo causantes
de colapso

R. BELTRAN, J. ARMENGOL, J. GARCIA-JIMENEZ

El sindrome del “colapso™ en los cultivos de mel6n y sandfa puede venir asociado a
la presencia en las raices de las plantas afectadas de distintos hongos del suelo. como
Monosporascus cannonballus, Acremonium cucurbitacearum, Rhizopycnis vagum y
Plectosporium tabacinum. En este trabajo se ha estudiado el comportamiento del meldn
frente a inoculaciones con estos hongos en sus distintas combinaciones, efectuando
dichas inoculaciones en suelo esterilizado y no esterilizado. Los resultados obtenidos en
el peso fresco de Ja parte aérea indican que éste no es un pardmetro adecuado para eva-
luar la patogenicidad de estos hongos. El indice de dafios en raices se presenta como un
pardmetro més fiable y, dentro de €1, las combinaciones con M. cannonballus ylo A.
cucurbitacearum presentaron daiios més severos que las inoculaciones de R. vagum y/o
P. tabacinum.

R. BELTRAN, J. ARMENGOL, J. GARCIA-JIMENEZ. Instituto Agroforestal Mediterraneo.

Universidad Politécnica de Valencia. Camino de Vera s/n, 46022-Valencia.

Palabras clave: Acremonium cucurbitacearum, Cucumis melo, Monosporascus can-
nonballus, Rhizopycnis vagum, Plectosporium tabacinum.

INTRODUCCION

El sindrome del “colapso” es uno de los
principales problemas fitosanitarios que
afectan a los cultivos de mel6n (Cucumis
melo L.) y sandia (Citrullus lanatus (Thunb.)
Matsum & Nakai) a nivel mundial (MARTYN
y MILLER, 1996; COHEN et al., 2000). Esta
afeccién estd causada por muiltiples agentes
patégenos entre los que se incluyen hongos,
bacterias y virus (BRUTON, 1998).

Uno de los més importantes es el hongo
ascomiceto del suelo Monosporascus can-
nonballus Pollack et Uecker, que fue citado
por primera vez en Espafa afectando a
melén en el aflo 1989 (LoBo-RuaNo, 1990),
siendo actualmente uno de los principales
factores limitantes del cultivo de cucurbita-
ceas en algunas de las zonas productoras de
nuestro pais (BELTRAN et al., 2005). Otros

hongos del suelo asociados a este sindrome
son Acremonium cucurbitacearum Alfaro-
Garcia, W. Gams et J. Garcia-Jiménez, Rhi-
zopycnis vagum D. F. Farr y Plectosporium
tabacinum (van Beyma) M. E. Palm, W.
Gams et Nirenberg (ALFARO-GARCIA et al.,
1996; GARCIA-JIMENEZ et al., 2000; ARMEN-
GoL et al., 2003).

Uno de los sintomas del ataque de M. can-
nonballus es la presencia de necrosis y
podredumbres en la raiz principal y raices
secundarias (MARTYN y MILLER, 1996). E]
ataque de A. cucurbitacearum se caracteriza
por la destruccién de raicillas absorbentes y
la presencia de acorchamientos en la raiz
principal y secundarias (ALFARO-GARCIA et
al., 1996). Estos danos reducen la capacidad
de absorcién de agua por parte de la planta,
produciéndose un desequilibrio hidrico que
provoca en pocos dias la marchitez completa
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de la parte aérea (MERTELY et al., 1991). R.
vagum y P. tabacinum han sido descritos
como hongos secundarios que, con su ataque
a las raices afectadas por los hongos anterio-
res, contribuyen al deterioro del sistema
radical de la planta (PEREZ-PIQUERES, 2002;
ARMENGOL ef al., 2003).

Hasta la fecha, se han efectuado ensayos
de patogenicidad con estas cuatro especies
fungicas en diversos hospedantes. En los pri-
meros afios de la aparicién de los problemas
de “colapso”, MERTELY et al. (1993) com-
probaron la patogenicidad de M. cannonba-
llus a diversas especies de cucurbiticeas.
ALFARO et al. (1996) estudiaron la patogeni-
cidad de A. cucurbitacearum a melén, y pos-
teriormente, ARMENGOL et al. (1998) y Bru-
TON et al. (2000b) realizaron ensayos de
patogenicidad con este hongo en varias espe-
cies de cucurbitdceas, otros cultivos y malas
hierbas, completando asi la informacién
sobre su rango de hospedantes. Mas adelan-
te se realizaron ensayos de patogenicidad a
meldn que sirvieron para comprobar la
implicacion en el sindrome del “colapso” de
R. vagum (ARMENGOL et al., 2000; 2003) y
de P tabacinum (PEREZ-PIQUERES, 2002).
Recientemente, ANDRADE et al. (2005) efec-
tuaron ensayos de patogenicidad a melén de
M. cannonballus evaluando diversos pard-
metros y estudiando la correlacién entre
ellos.

Por otro lado, BRUTON et al. (2000a) estu-
diaron la patogenicidad a melén de M. can-
nonballus y A. cucurbitacearum, comparan-
do ambos hongos, pero siendo inoculados
también por separado. BIERNACKI y BRUTON
(2001) efectuaron un ensayo similar al ante-
rior, afladiendo a R. vagum entre los hongos
ensayados. En otros estudios, se comparé la
patogenicidad de A. cucurbitacearum, M.
cannonballus y R. vagum, junto a otros hon-
gos que también provocan podredumbres en
las raices de cucurbitaceas, tales como
Macrophomina phaseolina, Fusarium solani
y Pythium spp. (AEGERTER e! al., 2000).

Todos estos estudios tienen en comun que
fueron realizados inoculando cada una de
estas especies individualmente. Hasta la

fecha no se ha realizado ningtin estudio que
analice el efecto de inoculacion conjunta de
estas especies, lo que se aproximaria mds a
la situacién que se da en ambientes natura-
les, donde lo comiin es que se presenten a la
vez varios de estos hongos.

El objetivo de este trabajo es estudiar el
comportamiento del melén frente a inocula-
ciones con los hongos del suelo implicados
en el sindrome del “colapso” en sus distintas
combinaciones.

MATERIAL Y METODOS

Aislados fungicos utilizados

Los ensayos se realizaron utilizando los
aislados fiingicos mostrados en el Cuadro 1,
en el que se indica su procedencia y el culti-
vo del cual fueron obtenidos.

La conservacién de estos aislados se efec-
tud en tubos con turba autoclavada almace-
nada a temperatura ambiente y para la reali-
zacién de los ensayos se hicieron crecer en
placas Petri con medio Patata Dextrosa Agar
(PDA) durante 15 dfas a una temperatura de
26°C en ciclos alternantes de oscuridad y 12
horas de luz dia + ultravioleta cercano (Syl-
vania F-40 BLB).

Preparacion del indculo

Para la preparacién del inéculo, se mez-
claron 1000 ml de arena lavada (0,5 mm de
didmetro) y 91,5 g de salvado de avena,
poniendo 500 ml de esta mezcla en frascos
de cristal de 1 litro. Se afiadieron 75 ml de
agua destilada a cada recipiente, se agitaron
y se esterilizaron al autoclave tres veces a
120°C durante | hora, con una separacion
entre cada autoclavado de 24 horas como
minimo.

Cada uno de los frascos de cristal fue ino-
culado con dos fragmentos de PDA en los
que habia crecido el hongo a inocular, incu-
bandose a 25°C hasta que la mezcla coloni-
zada tenfa unos 5 cm de didmetro. En este
momento, se agitd el recipiente con el fin de
distribuir uniformemente el hongo por toda
la mezcla, y se abri6 en cdmara de flujo para
favorecer la aireacién y el crecimiento del
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Cuadro 1. Origen de los aislados.

Especie Aislado Localidad Provincia Hospedante
M. cannonballus Ml Castellon Calabaza
A. cucurbitacearum A419 Llanos del Caudillo Ciudad Real Mel6n
R. vagum R25 Argamasilla de Alba Ciudad Real Meldn
P. tabacinum P467 Ciudad Real Ciudad Real Melén

hongo. Posteriormente, la incubacién de los
frascos se prolongé a 25°C durante otros 21
a 28 dias.

El conteo de los propdgulos presentes en
la mezcla de arena y salvado de avena se rea-
liz6 mediante el método de las diluciones
sucesivas, utilizando una solucion al 1% de
hidroxietil celulosa (HEC) como diluyente y
placas Petri con medio PDA + 500 ppm de
estreptomicina (PDAS). Los resultados se
expresaron como unidades formadoras de
colonias (UFC) por gramo de inéculo (DHIN-
GRA y SINCLAIR, 1995).

Sustrato

Se escogi6 como sustrato de crecimiento
de las plantas un suelo natural procedente de
Calasparra (Murcia), de una parcela en la
que nunca se habia cultivado melén, ni se ha
detectado la presencia de “colapso” en la
comarca. Este suelo se emple6 sin autoclavar
y esterilizado al autoclave, tres veces a
120°C durante una hora en dias sucesivos.

Preparacién e inoculacién de macetas

Para la inoculacién se utilizaron macetas
de 16 cm de didmetro y 1,5 litros de capaci-
dad. A cada una de ellas se les afiadi6 el sus-
trato y el in6culo adecuado para conseguir los
siguientes niveles indicados en otros estudios
de patogenicidad: 20 UFC/g de suelo para M.
cannonballus (BRUTON, 1995), 50.000 UFC/g
de suelo para A. cucurbitacearum (ARMEN-
GOL et al., 1998), 1.000 UFC/g de suelo para
R. vagum (MILLER er al., 1996; ARMENGOL et
al.,2000) y 150.000 UFC/g de suelo para P.
tabacinum (PEREZ-PIQUERES, 2002).

Se realizaron cinco repeticiones (mace-
tas) para cada una de las tesis consideradas
(16 combinaciones de hongos, incluyendo el

control no inoculado), y todas éstas para los
dos tipos de suelo empleados, resultando un
total de 160 macetas. Las combinaciones
fueron las siguientes:

- Control sin inocular: C.

- Combinaciones primarias: Ac, Mc, Ry, Pt.

- Combinaciones secundarias: Ac+Mc,

Ac+Rv, Ac+Pt, Mc+Rv, Mc+Pt, Rv+Pt.

- Combinaciones terciarias: Ac+Mc+Ry,

Ac+Mc+Pt, Ac+Rv+Pt, Mc+Rv+Pt.

- Combinacién cuaternaria: Ac+Mc+Rv+Pt.

(Siendo: C = control sin inocular; Ac = A.
cucurbitacearum;, Mc = M. cannonballus;
Rv = R. vagum y Pt = P. tabacinum)

Este estudio se efectud en dos anos con-
secutivos (2002 y 2003). El tipo de suelo y
las combinaciones consideradas fueron las
mismas durante los dos afios; la tnica excep-
cién fue la combinacién Rv+Pt, que sola-
mente se realizé en el afio 2003, para los dos
suelos. La variedad de melén empleada en
este ensayo fue Temprano Rochet. Las semi-
llas fueron esterilizadas superficialmente
con una solucién de hipoclorito sédico
(1,5% de cloro activo durante | minuto) vy,
posteriormente, se sembraron cinco de ellas
por maceta. Las macetas se llevaron a un
invernadero controlado con unas condicio-
nes ambientales de 25-30°C. Tras la germi-
nacion, se dejé una planta por maceta.

Parametros evaluados

A los 45 dias se extrajeron las plantas cui-
dadosamente, lavando las raices, y evaluan-
do los siguientes pardmetros: peso fresco de
la parte aérea, indice de dafios en raices
(IDR) y la frecuencia de aislamiento de hon-
gos en raices.

Para la medicién del peso fresco de la
parte aérea y con el fin de estandarizar el
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método, se realiz6 un corte en la planta al
nivel de los cotiledones. En la evaluacién de
dafios en raices se utiliz6 la escala de valores
siguiente (Bruton, comunicacién personal):

0: El hipocotilo, la raiz primaria y las rai-
ces secundarias no muestran ningtn tipo de
sintomas de la afeccion

1: El hipocotilo, ]a raiz primaria y las rai-
ces secundarias comienzan a mostrar un
ligero pardeamiento

2: El hipocotilo presenta un pardeamiento
moderado y comienza a notarse una reduc-
cién del cértex alrededor del cilindro vascu-
lar. En la raiz primaria empieza a observarse
un pardeamiento moderado, y se ven algunas
pequedas lesiones. Las raices secundarias
también presentan un pardeamiento modera-
do y empieza a notarse una reduccién de bar-
bada.

3: El hipocotilo presenta un pardeamiento
severo y empiezan a estar expuestos los
haces vasculares. En la raiz primaria se
observa un pardeamiento severo y lesiones
abundantes. Las raices secundarias también
presentan un pardeamiento severo y la
reduccién de barbada es del 25-50%.

4: El hipocotilo se encuentra muy danado,
en algunos casos con consistencia blanda; el
cértex suele estar completamente ausente y
los haces vasculares completamente expues-
tos. La raiz primaria estd muy dafiada y se
ven 4reas necréticas. Las rafces secundarias
estan muy afectadas, con necrosis abundan-
tes, la reduccién de barbada es muy acentua-
da. Ocasionalmente la planta se marchita y
muere.

El valor de IDR para cada una de las tesis
es la media de los valores de las cinco plan-
tas estudiadas.

Una vez efectuada la evaluacién de daiios,
se tomaron pequefios trozos de rafz, hipoco-
tilo y raices secundarias, preferentemente de
las zonas en que se veian lesiones o zonas
sospechosas de estar afectadas por los hon-
gos inoculados; estos fragmentos se sembra-
ron en medio de cultivo PDAS. Se sembra-
ron un total de 14 puntos de aislamiento por
cada una de las plantas, distribuidos entre el
hipocotilo, raiz principal y raices secunda-

rias. Las placas sembradas se incubaron en
estufa a 25-27° C durante 3-4 dfas, al cabo de
los cuales se pasaron a medio PDA las dis-
tintas colonias flingicas obtenidas. Para pro-
ceder a su identificacién, estas placas se
incubaron durante 15 dfas a 26° C en ciclos
alternantes de 12 horas de oscuridad y 12
horas de luz dia + ultravioleta cercano (Syl-
vania F-40 BLB), para inducir la esporula-
cién.

Analisis estadistico

Los datos de peso fresco de la parte aérea
y de daitos en raices fueron sometidos a un
andlisis de varianza (ANOVA), usando el
test LSD (P=0,05) para realizar la compara-
cién entre medias, realizandose un analisis
multifactorial y de interacciones consideran-
do como factores a cada uno de los hongos
inoculados en el trabajo. Asimismo, se reali-
z6 una regresion lineal entre los pardmetros
“peso fresco de la parte aérea” e “fndice de
dafios en raices”, para estudiar su relacion.
Todos estos andlisis se efectuaron mediante
el software Statgraphics Plus 5.1 (Statistical
Graphics Corp., Englewood Cliffs, NIJ,
USA).

RESULTADOS

Peso fresco de la parte aérea

Tras la comparacion estadistica de los
datos de peso fresco y dafios en raices, se
determiné que existian diferencias significa-
tivas entre los dos afios de estudio, por lo que
se procedi6 a su andlisis tomando los datos
de cada afio por separado.

En el Cuadro 2 aparecen las medias de los
valores de peso fresco de la parte aérea para
los dos tipos de suelo durante los dos afios de
duracién del estudio, asi como el anilisis
estadistico de estos datos. Asimismo, en
estos cuadros se representa la comparacion
estadistica de los datos totales en ambos
tipos de suelo para cada uno de los afos de
estudio.

En el ensayo de 2002, el menor valor de
peso fresco de la parte aérea en el suelo auto-
clavado lo presenté la combinacién cuater-
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Cuadro 2. Media de peso fresco de la parte aérea para cada tipo de suelo y afio de estudio (Afios 2002 y 2003).

Afio 2002 Aiio 2003

Combinaciénx Suelo Suelo Suelo Suelo

autoclavado no autoclavado autoclavado no autoclavado
Control 11,81y b* 6,57 cde 30,29 a 26.06 a
Ac 16,46 a 9,21 abcde 18,77 c 17.52 bede
Mc 3,33 def 9,27 abcde 4,52 d 22,33 ab
Rv 4,64 cdefl 9,60 abcde 20,34 be 16,53 bede
Pt 11,25 ab 10,02 abed 17,7 C 14,27 defg
Ac+Mc 2,23 ef 8,80 bcde 19,82 c 12,21 defg
Ac+Ry 8,62 be 5,40 de 29,14 ab 18,94 abed
Ac+Pt 11,81 b 11,64 ab 15,49 c 21,45 abc
Mc+Ryv 9,67 cde 9,71 abcde 21,66 [ 15,62 cdef
Mc+Pt 1,11 f 13,82 a 22.69 abc 11,34 efg
Rv+Pt - - - - 20,27 c 9.19 fg
Ac+Mc+Rv 3,94 def 8,53 bede - - 22,65 bede
Ac+Mc+Pt 2,60 def 11,62 abc 16,53 c 8,76 fg
Ac+Rv+Pt 6,19 cd 11,04 abc 18,25 c 13.76 defg
Mc+Rv+Pt 3,34 def 7,22 bede 18,57 c 7.00 g
Ac+Mc+Rv+Pt 0,87 f 4,67 e 14,83 c 12.39 defg
Media 6,09 B 9,03 A 17,95 A 15,50 B

*Ac = A. cucurbitacearum; Mc = M. cannonballus; Rv = R. vagum; Pt = P. tabacinum

YPeso fresco de la parte aérea en gramos (media de cinco plantas)

zNimeros en la columna seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes segiin el test LSD (P=0,05). Las
letras miniisculas corresponden a la comparacion entre tratamientos. Las letras mayisculas corresponden a la compara-

ci6n entre tipos de suelo.

naria (Ac+Mc+Rv+Pt), con 0,87 g. Las
siguientes tesis con menor peso fresco fue-
ron Mc+Pt, Ac+Mc y Ac+Mc+Pt, con [,11
g,2,23 gy 2,60 g, respectivamente. En cam-
bio, el mayor valor de peso fresco en la parte
aérea correspondio a la tesis Ac, con 16,46 g.
Se encontraron diferencias significativas
entre los cuatro valores superiores y los
menores valores de peso fresco en la parte
aérea. Asimismo, también se encontraron
diferencias significativas entre la tesis Mc y
el control sin inocular.

En el suelo no autoclavado, el menor
valor de peso fresco en la parte aérea tam-
bién correspondid a la combinacion cuater-
naria (Ac+Mc+Rv+Pt), con 4,67 g. Por otro
lado, los mayores valores de peso fresco se
obtuvieron con las tesis Ac+Pt y Ac+Mc+Pt,
con 11,64 gy 11,62 g, respectivamente. De
igual forma, se observaron diferencias signi-

ficativas entre la combinacién cuaternaria y
las dos combinaciones de mayor valor de
peso fresco.

En el afio 2003, las plantas de la combi-
nacion Ac+Mc+Rv en el suelo autoclavado
se secaron antes de la finalizacién del perio-
do de estudio, no pudiéndose determinar las
causas de su muerte, de ahi que su peso fres-
co no fue considerado. En el suelo autocla-
vado, la combinacion sélo con Mc fue la de
menor peso fresco, con 4,52 g. En cambio, la
combinacién que obtuvo mayor peso fresco
en la parte aérea fue el control sin inocular,
con 30,29 g. Se hallaron diferencias signifi-
cativas entre las tesis con mayor peso fresco
(control sin inocular, Ac+Rv), y las de menor
peso fresco en la parte aérea (Mc,
Ac+Mc+Rv, Ac+Pt y Ac+Mc+Pt).

Para el suelo no autoclavado, la combina-
cidén con mayor peso fresco fue el control sin
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Cuadro 3. Anélisis de la varianza para el electo de los diferentes hongos inoculados en el peso fresco de la parte
aérea de las plantas, en los ensayos realizados durante los afios 2002 y 2003, en suelo autoclavado
y no autoclavado.

Ao 2002 Afio 2003
Factores Suelo Suelo Suelo Suelo
autoclavado no autoclavado autoclavado no autoclavado

A: A. cucurbitacearum 0,7320x 0,0643 0,2743 0,0831
M: M. cannonballus 0,0000 0,2403 0,0002 0,0139
R: R. vagum 0,0607 0,4950 0,0008 0,0000
P: P tabacinum 0,3648 0,0058 0,0001 0,0033
Interacciones

AxM 0.2970 0.8375 0.4437 0,2298
AxR 0,1429 0,0708 0,0022 0.1984
AxP 0.0864 0,5434 0,0002 0,0033
MxR 0,0002 0,0256 0.0009 0,8557
MxP 0.2892 0.0355 0,0063 0,1030
RxP 0,5801 0,3302 0,4143 0,4012
AxMxR 0,8699 0.,0477 0.0777 01885
AxMxP 0,0207 0,7916 0,0001 0,3210
AxRxP 0,2079 0.7200 0,0075 0.0000
MxRxP 0,0545 0,0041 0,9603 0,6003
AxMxRxP - - 0.0000 0,8325

*Valor de P (<0,05) 6 probabilidad ANOVA.

inocular con 26,06 g; en cambio, la tesis con
menor peso fresco fue Mc+Rv+Pt con 7,00
g. Asimismo, se hallaron diferencias signifi-
cativas entre el control sin inocular y las
combinaciones de menor peso fresco.

Respecto a los datos medios de peso fresco
en la parte aérea del total de plantas en cada
suelo, en el afio 2002, las plantas cultivadas en
el suelo autoclavado obtuvieron un valor
medio de 6,09 g, que diferia significativamen-
te de las cultivadas en el suelo no autoclavado,
que llegaron a alcanzar una media de 9,03 g.
Por el contrario, en el afio 2003, la media de
peso fresco en la parte aérea para el suelo auto-
clavado fue de 17,95 g, significativamente
superior a la media de peso fresco en el suelo
no autoclavado, que se quedé en 15,50 g.

En el Cuadro 3 se muestran los resultados
del analisis multifactorial para el pardmetro
del peso fresco, calculando el efecto de los
hongos inoculados para cada tipo de suelo,
durante los dos afos de duracion del estudio.

En el afio 2002, para el suelo autoclavado

solamente fue significativo M. cannonballus,
asi como algunas de las interacciones en las
que estaba presente este hongo, que fueron
las que menor peso fresco obtuvieron. En ese
mismo afo, para el suelo no autoclavado, el
tnico hongo que resulté significativo fue P.
tabacinum, junto con algunas de las interac-
ciones en las que estaba presente, pero en
este caso por ser las que mayor peso fresco
presentaron. En el afio 2003, para el suelo
autoclavado fueron considerados significati-
vos M. cannonballus, R. vagum y P. tabaci-
num, al igual que algunas de las interaccio-
nes con estas especies, teniendo muchas de
las combinaciones donde se encontraban
estos hongos un peso fresco significativa-
mente menor que el control. En ese mismo
afio, para el suelo no autoclavado, también
fueron considerados significativos M. can-
nonballus, R. vagum y P, tabacinum, tenien-
do también la mayor parte de las combina-
ciones entre estos hongos un peso fresco sig-
nificativamente menor que el control.
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Evaluacién de dafios en raices

Los resultados de la evaluacién de dafios
en las raices de las plantas inoculadas
(IDR) se muestran en el Cuadro 4, para
todas las combinaciones y suelos conside-
rados, durante los dos afios de estudio. En
estos mismos cuadros se observan también
los valores medios de IDR para el total de
plantas cultivadas en cada suelo y afio de
estudio.

Respecto a los resultados del afio 2002, en
el suelo autoclavado, la combinacién que
obtuvo un IDR significativamente menor al
de todas las demds fue el control sin inocu-
lar, con un valor de 0,92. En cambio, las
combinaciones que dieron un mayor IDR
fueron Ac+Mc+Rv+Pt, Ac+Mc+Rv, Ac+Mc
y Mc+Pt, todas ellas con el médximo valor en
la escala de dafios (4). Se encontraron dife-
rencias significativas entre estas combina-

ciones y las que obtuvieron menor IDR,
comentadas anteriormente.

En el suelo no autoclavado, la combina-
cién que obtuvo menor indice de dafios en
raices también fue el control no inoculado,
con un valor de IDR de 0,42. Por otra parte,
la combinacién con mayor IDR fue
Mc+Rv+Pt, con un valor de 3,83. De la
misma forma, se encontraron diferencias
significativas entre todas estas combinacio-
nes.

En el afo 2003 y suelo autoclavado, la
tesis que tuvo un menor valor de IDR fue el
control sin inocular, con ausencia de danos
en todas las raices evaluadas. Por otro lado,
la combinacién con mayor IDR fue la de Ac,
con un valor de IDR de 3,6. Se hallaron dife-
rencias significativas entre las combinacio-
nes que presentaron menor IDR y las que
presentaron un mayor IDR.

Cuadro 4. Media de indice de daiios en raices (IDR) para cada tipo de suelo y aio de estudio (Afios 2002 y 2003).

Afio 2002 Afio 2003

Combinacién* Suelo Suelo Suelo

autoclavado no autoclavado autoclavado no autoclavado
Control 0,92y at 0,42 a 0 a 0 a
Ac 3,33 d 1,92 b 3.60 k 2.50 de
Mc 3,92 e 2,83 e 3.50 jk 2,50 de
Rv 2,17 b 2.33 ¢ 2 ¢ 1.50 b
Pt 2,33 b 25 cd 1.80 be 1,90 ¢
Ac+Mec 4 e 3.17 fg 3,50 jk 3 fe
Ac+Rv 3,25 c 3 ef 2,90 ef 2,90 ¢
Ac+Pt 2,75 c 2.5 de 3.30 hij 2.50 de
Mc+Rv 3.83 e 2,5 d 2.80 de 230 d
Mc+Pt 4 e 3,17 fg 2.60 d 2.90 g
Rv+Pt - - - - 1,60 b 1.90 c
Ac+Mc+Rv 4 e 3,42 g - = 2,60 el
Ac+Mc+Pt 3,83 e 2,75 de 3,20 ghi 2.90 g
Ac+Rv+Pt 35 d 342 g 3,40 ijk 2.90 2
Mc+Rv+Pt 3,25 d 3,83 h 3,10 fgh 2,70 efg
Ac+Mc+Rv+Pt 4 e 3,33 g 3 efg 2,80 fg
Media 3,274 A 2,76 B 2,77 A 2,36 B

XAc = A. cucurbitacearum: Mc = M. cannonballus. Rv = R. vagum;, Pt = P. tabacinum

vindice de dafios en raices en una escala de 0 a 4 (media de cinco plantas)

“Nimeros en la columna seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes segun el test LSD (P=0,05). Las
letras mintsculas corresponden a la comparacién entre tratamientos. Las letras maytsculas corresponden a la compara-

ci6én entre tipos de suelo.
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Cuadro 5. Analisis de la varianza para el efecto de los diferentes hongos inoculados en el indice de daiios en rai-
ces, en los ensayos realizados durante los afios 2002 y 2003, en suelo autoclavado y no autoclavado.

Ao 2002 Afio 2003
Factores Suelo Suelo Suelo Suelo
autoclavado no autoclavado autoclavado no autoclavado

A: A. cucurbitacearum 0,0000* 0,0109 0,0000 0,0000
M: M. cannonballus 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
R: R. vagum 0,0000 0,0000 0,0003 0,0000
P: P tabacinum 0,0009 0,0000 0,3811 0,0000
Interacciones

AxM 0,0000 0,1495 0,0000 0,0000
AxR 0.1177 0,0021 0,0000 0,0947
AxP 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
MxR 0,0000 0,0000 0.0020 0,0000
MxP 0,0000 0,0000 0.0000 0,0012
RxP 0,5280 0,0457 0.0105 0,0002
AxMxR 0.0000 0,0000 0.0000 0,0270
AxMxP 0,0000 0,0847 0,1503 0,0000
AxRxP 0,0023 0,0229 0,0021 0,0000
MxRxP 0,0137 0,0109 0,0000 0,0000
AxMxRxP - 0,0000 0,0002

*Valor de P (<0,05) 6 probabilidad ANOV,

Por otro lado, en el suelo no autoclavado,
la inoculacién con mayor IDR fue la de
Ac+Mc con un valor de 3. La tesis que mos-
tré6 un menor valor de IDR fue, al igual que
en el suelo autoclavado, el control sin inocu-
lar, también con un IDR de O (ausencia de
sintomas en raices). Se encontraron diferen-
cias significativas entre estas dltimas tesis de
menor IDR, y las tesis con mayor valor de
indice de dafios.

Por ultimo, segtin los valores del indice de
dafos medio para el total de plantas de cada
suelo, en el afio 2002, el IDR medio de las
plantas cultivadas en el suelo autoclavado
fue de 3,27, mientras que las cultivadas en el
suelo no autoclavado obtuvieron un IDR de
2,76. De igual forma, en el afio 2003, el IDR
medio calculado para las plantas del suelo
autoclavado fue de 2,77, mientras que en el
suelo no autoclavado, solo lleg6 a 2,36. En
ambos afios el valor de IDR fue superior en
el caso del suelo autoclavado, encontrdndose
diferencias significativas para el valor de
IDR entre ambos suelos considerados.

En el Cuadro 5 se muestran los resultados
del andlisis multifactorial para el indice de
danos en raices, calculando el efecto de los
hongos inoculados para cada tipo de suelo
durante los dos afios de estudio.

Durante el afio 2002 todos los hongos ino-
culados tuvieron un efecto significativo, al
igual que la mayoria de sus interacciones,
tanto para el suelo autoclavado como para el
suelo no autoclavado. Sin embargo, hay que
distinguir entre M. cannonballus y A. cucur-
bitacearum, cuyas inoculaciones individua-
les y conjuntas fueron las que presentaron
mayores valores de IDR, y entre R. vagum y
P. tabacinum, cuyas inoculaciones indivi-
duales y el conjunto de ambas obtuvieron
menores valores de IDR, aunque superiores
siempre respecto al control sin inocular. Este
mismo resultado se dio en el afio 2003,
excepto con la inoculacién de P. tabacinum
en suelo autoclavado, que no resultd signifi-
cativa.

En el estudio de regresién lineal efectua-
do entre los pardmetros de peso fresco en la
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parte aérea y el indice de dafios en raices
(datos no mostrados), se obtuvieron indices
de correlacién inferiores al 35%, significati-
vos en todos los casos durante los dos afios
de duracién del estudio y para los dos suelos
considerados.

Reaislamiento de hongos

Tanto en el afio 2002 como en el 2003,
todos los hongos inoculados en todas las
combinaciones fueron posteriormente reais-
lados. De esta manera se verificaron los pos-
tulados de Koch, demostrandose que las ino-
culaciones fueron correctas.

DISCUSION

Esta es la primera vez que se realiza un
ensayo de patogenicidad con los principales
hongos causantes de “‘colapso” descritos en
Espaiia, realizando inoculaciones conjuntas
de todos ellos, en todas las combinaciones
posibles.

Respecto al peso fresco de la parte aérea,
en general se obtuvieron resultados contra-
dictorios. En este sentido, el resultado obte-
nido para el control sin inocular en el suelo
no autoclavado en el afio 2002 fue precisa-
mente uno de los valores mds bajos (6,57 g).
Asimismo, en el suelo autoclavado también
del afio 2002, el peso fresco de la parte aérea
del control fue inferior al conseguido en
algunas de las inoculaciones, como por
ejemplo Ac.

Es destacable también que los valores de
peso fresco en la parte aérea obtenidos para
la tesis cuaternaria (Ac+Mc+Rv+Pt), fueron
en algunos casos superiores a los de otras
combinaciones de menor grado. Asimismo,
tanto en el afio 2002 como en el aiio 2003 y
para los dos tipos de suelo, algunas combi-
naciones binarias e incluso terciarias no pre-
sentaron diferencias significativas con res-
pecto al control sin inocular, mientras que
algunas combinaciones de hongos en solita-
rio sf las presentaron.

También destacan los diferentes resulta-
dos obtenidos entre los dos tipos de suelo en
los dos afios de duracién del estudio. Asi, en

el afio 2002, al comparar los valores medios
totales de peso fresco en la parte aérea, se
observé que en el suelo no autoclavado el
peso fresco medio en la parte aérea (9,03 g)
era significativamente mayor que en el no
autoclavado (6,09 g). En 2003 se dio el caso
contrario, observdndose diferencias signifi-
cativas entre ambos suelos, con una media
total de peso fresco en la parte aérea para el
suelo autoclavado de 17,95g, superior a la
del suelo no autoclavado que fue de 15,50g.

Los resultados obtenidos en el andlisis
multifactorial también denotan cierta contra-
diccién entre los dos ensayos, puesto que en
el ailo 2002 tinicamente fueron significativas
las inoculaciones con M. cannonballus en el
suelo autoclavado (como el hongo que dio
menor peso fresco) y P tabacinum en el
suelo no autoclavado (como el hongo que
dio mayor peso fresco). Por otro lado, en el
afio 2003 fueron significativas las inocula-
ciones con M. cannonballus, R. vagum 'y P.
tabacinum, asi como la mayoria de las inte-
racciones entre ellos, para los dos tipos de
suelo, por tener valores bajos de peso fresco.

Por el contrario, en cuanto al indice de
danos en raices (IDR), se obtuvieron resulta-
dos similares para cada tipo de suelo en los
dos afios de duracion del estudio. Asi, en
2002, el IDR medio total para todas las com-
binaciones del suelo autoclavado fue signifi-
cativamente mayor que para el suelo no
autoclavado, con valores de 3,27 y 2,76, res-
pectivamente. En el afio 2003, también se
presentaron diferencias significativas a favor
del suelo autoclavado, comparado con el
suelo no autoclavado, con valores medios
totales de IDR de 2,77 y 2,36, respectiva-
mente.

Resulta destacable la importancia que
tuvieron las inoculaciones con M. cannonba-
lus, por si solo o en sus combinaciones con
otros hongos. Asi, en el afio 2002 en el suelo
autoclavado, las combinaciones que incluye-
ron a M. cannonballus presentaron valores
elevados de IDR, oscilando entre 3 y 4, a
diferencia de otras combinaciones que no
presentaban este hongo, cuyo IDR fue infe-
rior. En ese mismo afio, para el suelo sin
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autoclavar se obtuvieron valores similares de
IDR, aunque ligeramente inferiores. En el
ano 2003, los valores de IDR fueron inferio-
res para los dos tipos de suelo, aunque tam-
bién se observé que las combinaciones con
M. cannonballus poseyeron mayor IDR. Del
mismo modo, se obtuvieron valores elevados
de IDR en las combinaciones con A. cucur-
bitacearum, excepto en algunos casos, como
el suelo sin autoclavar del afio 2002, en el
que la inoculacién tnicamente con A. cucur-
bitaceraum fue la que obtuvo el menor valor
de IDR después del control sin inocular
(1,92).

En cambio, respecto a R. vagum y P. taba-
cinum, se observa como en los dos tipos de
suelos, y para los dos afios de estudio, sus ino-
culaciones individuales y binaria fueron las
que menor valor de IDR presentaron, con la
salvedad del control. Se puede afirmar por
tanto que, en general, las plantas que a priori
mostraron menos daiios en rafces fueron las
que se inocularon Unicamente con estos hon-
g0s, sin la presencia de A. cucurbitacearum y
M. cannonballus. Ademés, el anélisis multi-
factorial de los datos de IDR, revel6 que todas
las inoculaciones de todos los hongos, asi
como de la mayoria de sus interacciones fue-
ron significativas, exceptuando a P. tabaci-
num en el suelo autoclavado, en el afio 2003.

A la vista de estos resultados, se podria
decir que el factor limitante en esta afeccién
es la presencia en el suelo de M. cannonba-
llus y A. cucurbitacearum, siendo menos
importante la presencia de R. vagum y P
tabacinum. Estos resultados son coherentes
con los obtenidos en otros trabajos, en los
que se cita a M. cannonballus y A. cucurbi-
tacearum como los principales agentes fun-
gicos causante de “colapso” en cucurbitice-
as (MERTELY et al., 1991; GARCIA-JIMENEZ et
al, 1994a y b; MARTYN y MILLER, 1996).

Los resultados obtenidos en la regresion
entre los dos pardmetros considerados, peso
fresco de la parte aérea e IDR, mostraron una
correlaciéon muy baja entre ellos. Como ya se
ha comentado respecto al andlisis multifac-
torial efectuado para ambos pardmetros, des-
taca que en el caso del indice de danos en

raices, todas las especies fungicas inocula-
das fueron importantes en los dos afios y los
dos tipos de suelo, salvo P. tabacinum en el
suelo autoclavado durante 2003. En cambio,
para el peso fresco en la parte aérea, esto no
fue asi, puesto que en el afio 2002 sélo resul-
taron significativos M. cannonballus y P.
tabacinum, en el suelo autoclavado y sin
autoclavar, con mayor y menor peso fresco,
respectivamente, mientras que en 2003, A.
cucurbitacearum no fue significativo en nin-
gun tipo de suelo, a diferencia de los otros
hongos inoculados. Asi pues, no parece que
exista una relacién clara entre el peso fresco
en la parte aérea y los dafios causados por los
hongos en las raices. ANDRADE et al. (2005)
tampoco encontraron una correlacién signi-
ficativa entre el peso fresco de la parte aérea
y la severidad de sintomas de “colapso” en
un ensayo de patogenicidad de M. cannon-
ballus a melén llevado a cabo en Brasil.

Para poder explicar estos resultados, hay
que hacer referencia a otros trabajos que
relacionan este sindrome con la fructifica-
cién de la planta (Pivonia et al., 2002). El
término “colapso” alude a la marchitez que
tiene lugar en la planta en la época cercana a
la maduracién del fruto. En este momento,
los frutos son un importante sumidero de
agua para la planta; este hecho, unido al
notable deterioro de la raiz tras la infeccién
causada por los hongos del suelo, hace que
en la planta se produzca un estrés hidrico que
provoque Ja marchitez y muerte de la parte
aérea de la planta en unos pocos dias (BRU-
TON, [998).

Se debe tener en cuenta que en este ensa-
yo de inoculacién de hongos del suelo en
condiciones de invernadero, al cultivarse las
plantas en macetas pequefias, no es posible
obtener la fructificacion, con lo cual no se
debe considerar al peso fresco en la parte
aérea como un buen indicador de la enfer-
medad en melén cultivado en maceta. En
cambio, el valor de peso fresco de la parte
aérea tendria mayor importancia en plantas
de mayor edad y cultivadas en mejores con-
diciones, ya que entonces seria posible obte-
ner fructificacién. En este sentido, se ha
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demostrado que al disminuir la carga de fru-
tos de las plantas de mel6n infectadas por M.
cannonballus mediante aclareo, se consigue
evitar la marchitez de la parte aérea, puesto
que de esta manera se reduce la demanda de
agua por parte de la planta (PiIvONIA et al.,
2002). Por todo ello, el IDR se presenta
como el pardmetro mds fiable, a la hora de
explicar los efectos de cada uno de los hon-
gos inoculados y de los tipos de suelo. Se
estima, por tanto, que el peso fresco de la
parte aérea no es un buen pardmetro para
medir la incidencia y severidad de los sinto-
mas de “colapso” en ensayos de patogenici-
dad llevados a cabo en invernadero, en plan-
tas de menos de 60 dias.

Como ya se ha comentado, para el IDR no
se observaron los resultados contradictorios
entre Jos dos tipos de suelo que si se presen-
taron para el peso fresco en la parte aérea.
Para la explicacion de estos resultados, hay
que tener en cuenta la presencia en el suelo
de otros hongos que podrian actuar de modo
antagénico frente a los hongos asociados al
“colapso”. En este sentido, se conocen bien
las aptitudes de algunos géneros de hongos
para el control bioldgico de otros agentes
flngicos, como es el caso de Trichoderma o
de Chaetomium (DoMscH y Gams, 1972),
que se aislaron en el suelo no autoclavado
(datos no mostrados).

También se aislaron en el suelo no auto-
clavado otros hongos de cardcter saprofito
como Fusarium 'y Pythium. Algunas espe-
cies de este género han sido citadas por algu-
nos autores como propiamente asociadas al
sindrome, y no sélo como saprofitas (Pivo-
NIA et al., 1997; TELLO et al., 1990). En cual-

ABSTRACT

quier caso, el aislamiento de diversas espe-
cies de Fusarium y Pythium es un resultado
que también ha aparecido en otros estudios
de patogenicidad con A. cucurbitacearum y
M. cannonballus (GARCIA-IIMENEZ et al.,
1992; GARCIA-JIMENEZ et al., 1994b; BRru-
TON et al., 2000a; SALES et al., 2001), ya que
cuando las raices se hallan muy deterioradas,
estos hongos pueden presentarse como
saprofitos.

Por iltimo, no parece que la presencia de
todos los hongos asociados al colapso con-
juntamente suponga un mayor deterioro de
la raiz y una mayor incidencia de “colapso”;
visto de otra manera, con la presencia en
suelos de cultivo de melén y sandia de M.
cannonballus o A. cucurbitacearum, aun por
si solos, es mas que suficiente para que se
produzcan ataques a las raices de las plantas
con el posterior desarrollo de los sintomas
tipicos de “colapso”, y con la gravedad que
ha conseguido elevar a estos hongos dentro
de los principales problemas de sanidad del
cultivo de éstas cucurbiticeas (MERTELY et
al., 1991; GARCIA-JIMENEZ et al., 1994a y b,
GARCIA-IIMENEZ et al., 2000). AEGERTER ef
al. (2000) destacan la idea que la presencia
de los hongos causantes de ‘“colapso” A.
cucurbitacearum, M. cannonballus y R.
vagum no es suficiente para el desarrollo del
sindrome, pues hay que tener también en
cuenta otros factores de tipo bidtico, climéti-
co, etc. Sin embargo, los resultados obteni-
dos en este estudio confirman la importancia
de M. cannonballus y A. cucurbitacearum,
que pueden causar dafios mds severos que
otros hongos implicados en el sindrome del
“colapso”.

BELTRAN R., J. ARMENGOL, J. GARCIA-JIMENEZ. 2006. Pathogenicity to muskmelon of
soilborne fungi associated with cucurbit vine decline. Bol. San. Veg. Plagas. 32: 695-707.

Vine decline or collapse of muskmelon and watermelon can be associated to the pre-
sence on the root system of several soil-borne fungi, like Monosporascus cannonballus,
Acremonium cucurbitacearum, Rhizopycnis vagum and Plectosporium tabacinum. In this
study the behaviour of muskmelon inoculated with these fungi in all possible combina-
tions among them has been studied. The inoculations were set up in sterilized and natu-
rally infested soil. Fresh weight results showed that this is not an adequate parameter to
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evaluate the pathogenicity of these fungi. Root damage index it shows like a more relia-
ble parameter, concretely inoculations with M. cannonballus and/or A. cucurbitacearum
showed more damage that inoculations with R. vagum and P. tabacinum.

Keywords: Acremonium cucurbitacearum, Cucumis melo, Monosporascus cannon-

ballus, Rhizopycnis vagum, Plectosporium tabacinum.
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El Escudete de la aceituna I: Biologia y daiios en olivares de la
provincia de Sevilla

N. GONZALEZ, E. VARGAS-OSUNA, A. TRAPERO

El Escudete de la aceituna, causado por el hongo Camarosporium dalmaticuni, es
una enfermedad ampliamente distribuida en la Cuenca Mediterrdnea pero de escasa
importancia general, aunque en ocasiones se han observado graves ataques que suponen
una merma considerable en la calidad de la aceituna de verdeo. La incidencia del pat6-
geno se ha asociado a los dafos previos causados por la mosca del olivo (Bactrocera
oleae) y a la presencia de un posible agente vector, el diptero cecidémido Prolasioptera
berlesiana, cuyas larvas pueden alimentarse de huevos de la mosca. En nuestras obser-
vaciones de campo y en los anélisis de laboratorio no se observé C. dalmaticum ni P.
berlesiana en las aceitunas sin danos de mosca. Los datos obtenidos de incidencia de
Escudete y del cecidémido no permiten confirmar ni rechazar la hipétesis de que P. ber-
lesiana sea vector de C. dalmaricum, ya que en un porcentaje elevado (77.5%) de acei-
tunas con Escudete no se encontrd P. berlesiana y en el escaso niimero de larvas de ceci-
démido analizadas no se detecté C. dalmaticum. La mayor incidencia de P. berlesiana
en picada de mosca no viva frente a picada viva, asi como en lesiones de Escudete, sugie-
re el papel del mosquito como depredador de huevos de mosca y/o micdfago, si bicn
habria que confirmar estas posibilidades con trabajos en condiciones controladas. El
estado sexual del hongo, desconocido hasta ahora, no se ha podido obtener en condicio-
nes controladas. aunque se produjeron cuerpos inmaduros que podrian corresponderse
con ascomas de dicho estado. Las aceitunas afectadas de Escudete produjeron un aceite
de calidad “Virgen Extra™, aunque con mayor acidez e indice de perdxidos y menor esta-
bilidad que el obtenido de aceitunas sanas.
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INTRODUCCION nombre a la enfermedad en espaiiol y en por-

tugués, y que las inutiliza para mesa o ver-

El Escudete de la aceituna, causado por el
hongo Camarosporium dalmaticum, es una
enfermedad ampliamente distribuida en la
Cuenca Mediterrdnea, pero de escasa impor-
tancia general (TRAPERO y BLANCO, 2004).
Las aceitunas afectadas presentan una lesion
necrética circular muy caracteristica, que da

deo (ANDRES, 1991). El efecto ocasionado en
la extraccion y calidad del aceite parece
escaso, pero no ha sido suficientemente estu-
diado. SALGUES (1937) indica una disminu-
cién en el contenido de aceite en torno al 3
% y VERONA (1952) recomienda un trato
separado para las aceitunas afectadas.
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La enfermedad presenta generalmente
una baja incidencia, aunque pueden darse
condiciones determinadas en espacio y/o
tiempo que le hagan cobrar un protagonismo
destacado. Ello ocurrié en Brindisi (Italia),
en el afio 2002, donde las condiciones de
temperatura y humedad mucho mds elevadas
que en anos anteriores estuvieron asociadas
con graves ataques de Escudete (LONGO et
al., 2004). En general, la enfermedad se
desarrolla durante el verano, con tiempo
muy seco y caluroso, lo que ha llevado
implicar a otros agentes bidticos como vec-
tores de C. dalmaticum (PETRI, 1915; HAR-
PAZ y GERSON, 1966; ANDRES, 1991).

Las infecciones causadas por C. dalmati-
cum estdn relacionadas con las heridas de
oviposicién causadas por la plaga principal
del olivo, la mosca Bactrocera oleae, espe-
cie que se caracteriza por estar asociada a un
reducido nimero de enemigos naturales que
regulen sus poblaciones (CIvanTos, 1999).
El diptero cecidémido Prolasioptera berle-
siana es un tercer agente relacionado con los
dos anteriores (LONGO et al., 2004), forma
parte del complejo de enemigos naturales de
la mosca pues es citado como depredador de
huevos de ésta y ademds se ha sugerido que
pueda actuar como vector de C. dalmaticum
(ARAMBOURG, 1986; FravaL, 1997), sobre
todo en condiciones de humedad especial-
mente baja y elevada temperatura. Este ceci-
démido, al pasar el invierno en forma de
pupa en el suelo, podria adquirir las esporas
del hongo procedentes de frutos, hojas y
ramitas de olivo caidas y llevar consigo el
patégeno hasta las aceitunas, constituyendo
asi la fuente de in6culo primario (SAREJANNI
y PAPATOANNAU, 1952). LA GRECA y VRENNA
(1995) consideran a este cecidémido como
el principal responsable de la dispersién del
hongo al existir una relacién saprofitica con
éste y ectoparasitaria con B. oleae (Figura
1. Segiin esta hipdtesis los ciclos secunda-
rios de la enfermedad vendrian condiciona-
dos a nuevas generaciones del insecto, aun-
que las interacciones entre los tres agentes
no se han probado suficientemente
(ANDRES, 1991).

Ante la escasez de estudios sobre esta
enfermedad en Espafia, se plante6 este traba-
jo inicial, cuyos objetivos han sido: 1) iden-
tificar y relacionar los agentes asociados a
los dafios en aceituna durante su crecimiento
y maduracién; 2) inducir el estado sexual de
C. dalmaticum puesto que no se conoce y
podria jugar un papel importante en la super-
vivencia, variabilidad y dispersién del pat6-
geno; y 3) determinar los efectos que infec-
ciones de C. dalmaticum podrian tener en la
calidad del aceite.

MATERIAL Y METODOS

Muestreos en campo

Para la toma de muestras se seleccionaron
dos parcelas situadas en la Sierra Sur de
Sevilla, una zona endémica de mosca que en
afios anteriores habian presentado una eleva-
da incidencia de Escudete. La Parcela 1,
situada en el término municipal de Algdmi-
tas, estaba plantada con la variedad ‘Hoji-
blanca’, pero tenia también algunos arboles
de ‘Manzanilla de Sevilla’ y la produccidn se
destinaba al verdeo. La Parcela 2, situada en
Villanueva de San Juan, presentaba un
mayor nimero de variedades entre las que
destacaban ‘Lechin de Sevilla’ como princi-
pal y un cultivar local de Marchena, ‘Tetu-
da’, destinando la produccién para aceite.
Semanalmente, de julio a septiembre de
2004, se recogieron de 50 a 200 aceitunas
entre ambas parcelas, muestreando una
superficie de 3-4 has en cada una. El mues-
treo fue dirigido a frutos que presentaran
algin tipo de dano (biético o abiético) y en
los que posteriormente se intentaba detectar
la presencia de P. berlesiana y el desarrollo
de C. dalmaticum. L.os muestreos iban enca-
minados también a la obtencion de adultos
del cecidémido para su determinacién taxo-
némica y a la observacion de los estados
preimaginales (huevo, larva y pupa) del
mismo. También se colocaron trampas cro-
motrépicas amarillas engomadas para hacer
un seguimiento poblacional de los adultos
del cecidémido aunque no se tenfa constan-
cia de su efectividad.
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Figura 1. Ciclo biol6gico del hongo Camarosporium dalmaticum y su relacién con la mosca (Bactrocera oleace)
y el mosquito (Prolasioptera berlesiana) de la aceituna.

Observaciones en laboratorio

Las aceitunas se lavaron bajo chorro de
agua durante 30 minutos y se secaron en
cdmara de flujo laminar, lugar donde se
hicieron todas las observaciones. A conti-
nuacion se inspeccionaron en el microscopio
estereoscopico cada una de las lesiones que
presentaban las aceitunas. Con un escalpelo
se retiraban finas ldminas de la zona lesiona-
da y se extraia un pequefio trozo de la zona
interior dafiada que se colocaba en una placa
Petri de 6 cm de didmetro con un disco de
papel estéril humedecido con agua destilada

desionizada (ADD) estéril para evitar la
desecacidn. El tipo de lesion se clasificé en
dos categorias principales: herida producida
por B. oleae al realizar la puesta (picada de
mosca) y herida producida por cualquier otro
tipo de agente (bi6tico o abidtico). Estas dos
categorias se dividian a su vez en otras dos,
seglin hubiese o no presencia del cecidémi-
do. Por dltimo, en las aceitunas con picada
de mosca se indicaba si era picada viva o no,
llamando picada viva a la que llevaba aso-
ciada la presencia de la mosca en alguno de
sus estados preimaginales. Las heridas de
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salida de la mosca también se incluyeron
como picada viva aunque no existiese nin-
gun estado del insecto, ya que era evidente el
desarrollo previo de la mosca en la aceituna.
Tras las observaciones en el microscopio
estereoscopico, las aceitunas se colocaban
en una bandeja con perlita estéril humedeci-
da con ADD. La bandeja, previamente lava-
da y desinfestada, se colocaba en una cdma-
ra de incubaciéon a 25°C y se observaba
durante las tres semanas siguientes el desa-
rrollo de C. dalmaticum. Si durante las ins-
pecciones de aceitunas se detectaba alguin
huevo, larva o pupa de P. berlesiana, esta
aceituna se individualizaba en una cajita
cerrada dejando evolucionar al insecto para
obtener adultos.

Aislamiento de Camarosporium dalma-
ticum

A partir de los trocitos de pulpa tomados
en la observacion de las lesiones en aceitu-
nas y de larvas del cecidémido, se llevaron a
cabo aislamientos de C. dalmaticum para los
que se empled como medio Patata-Dextrosa-
Agar (PDA). Los cultivos puros obtenidos se
mantuvieron en el medio PDA vy, a partir de
ellos, se prepararon aislados monoconidicos
siguiendo la metodologia habitual (DHINGRA
y SINCLAIR, 1995).

De las larvas de P. berlesiana se intentd
aislar el hongo mediante dos métodos: desin-
festdndolas superficialmente con lejia (15%
durante 30 segundos) y sin desinfestar. Tras
el tratamiento la larva se trituraba en un
vidrio de reloj con 250 w de ADD estéril y
se hacfa una siembra masal en PDA. Se sem-
braron 8 larvas desinfestadas y 12 larvas sin
desinfestar. Las placas se sellaron con para-
film y se incubaron a 22°C bajo luz-oscuri-
dad (12 h-12 h).

Identificacion de los agentes

En la identificacién de B. oleae se consi-
der¢ suficiente la observacién en los frutos
de las heridas de puesta o salida caracteristi-
cas de este diptero y de los estados preima-
ginales (huevo, larva y pupa). Los adultos
del cecidémido, obtenidos a partir de larvas

que se habian dejado evolucionar en condi-
ciones controladas de 22° Cy 12 h luz- 12 h
oscuridad, fueron identificados mediante
claves taxondémicas (ARAMBOURG, 1986).
Por dltimo, se realizaron montajes para la
observacion al microscopio de las estructu-
ras del hongo (picnidios y conidios) forma-
das en las lesiones de las aceitunas o desa-
rrolladas en el medio de cultivo PDA.

Para inducir el desarrollo del estado
sexual de C. dalmaticum se llevé a cabo un
ensayo inicial utilizando una suspensién de
micelio y conidios obtenida a partir de la
mezcla de 6 aislados monoconidicos proce-
dentes de las parcelas de muestreo. En ella se
introdujeron durante 45 min dos sustratos
esterilizados: ramitas de olivo de un ano de
edad y palillos de higiene dental. Las ramitas
fueron colocadas en cajas de plastico con un
ambiente saturado de humedad (L6pPEZ-DON-
CEL et al., 2000), mientras que los palillos se
dispusieron en placas de Petri con el medio
Czapek-Dox, colocidndose tres palillos for-
mando una “N”’ en cada placa (CORRELL et
al., 2000). En ambos casos las condiciones
de incubacién fueron 12 h luz- 12 h oscuri-
dad a 22°C y se realizaron observaciones
quincenales de los sustratos inoculados, asi
como montajes para observacion microsco-
pica de los cuerpos formados.

Anadlisis de aceitunas y aceite

En noviembre de 2004 se tomaron dos
muestras de frutos de la variedad ‘Manzani-
lla de Sevilla’ de la parcela “Tridngulo” del
C.ILF.A.-Alameda del Obispo (Cérdoba),
una de aceitunas afectadas de Escudete con
distinta severidad y otra de aceitunas sanas.
Se determiné el indice de madurez (ANDRES,
1991) y el indice de severidad de las infec-
ciones, considerando 4 clases en funcién de
la superficie de la aceituna afectada por la
enfermedad (1 = <25%, 2 = 25-50%, 3 = 50-
75%, 4 = >75%). Las muestras se llevaron a
la almazara experimental del Instituto de la
Grasa de Sevilla en cuyo laboratorio se ana-
lizaron los siguientes parametros: % Hume-
dad, contenido en aceite parcial (ABEN-
COR) y aceite total (SOXHLET), contenido
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en aceite sobre materia seca, acidez (%
acido oleico), indice de perdxidos (meqO,/
kg), absorbancia a la radiacion ultravioleta
(Ky70, Ky39, A K), estabilidad (RANCI-
MAT) y valoraciéon sensorial (ANONIMO,
1999).

Analisis de los datos

Los datos de desarrollo del hongo en la
placas de medio de cultivo se sometieron a
un analisis estadistico de la Chi-cuadrado
para comprobar si los valores de frecuencia
obtenidos eran o no significativamente dife-
rentes a los teéricos. El andlisis se aplicé a la
incidencia de P. berlesiana en relacién al
tipo de dafio en las aceitunas y a la inciden-
cia de C. dalmaticum segun tipo de dafio y
presencia de P. berlesiana.

RESULTADOS

Evaluacién de sintomas y dafios en acei-
tunas

Los dafios observados en las aceitunas se
clasificaron en cuatro categorias: “picada
viva” de mosca, “picada no viva” de mosca,
Escudete y otros. En la categoria “Escudete”
se incluyeron las aceitunas con claros sinto-
mas de esta enfermedad (Figura 2). Todas las
aceitunas afectadas de Escudete presentaron
“picada” de mosca aproximadamente en el
centro de la lesion necrética (Figura 3). Final-
mente, en la categoria “otros danos” se inclu-
yeron pequenos darios o heridas del fruto que
no se podian identificar como “picada” de B.
oleae. En estas aceitunas no se detectd la pre-
sencia de ninguno de los agentes estudiados.

Figura 2. Aceitunas de la variedad ‘Tetuda’ afectadas de Escudete (izqda: frutos momificados de suelo: drcha. inferior:
frutos momificados del 4rbol; y drcha. superior: frutos inmaduros). Nétense los picnidios de C. dalmaticum en el
interior de las lesiones.
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Los ataques de Escudete fueron més fre-
cuentes en las variedades de mesa (‘Manza-
nilla de Sevilla’, ‘Hojiblanca’ y ‘Tetuda’) y
en la orientacion norte de la copa de los oli-
vos. Se observaron dos sintomas: Ja mancha
necrética caracteristica, mas o menos circu-
lar, deprimida en el centro y con los bordes
mds elevados, y una podredumbre parcial
que deshidrataba y arrugaba al fruto de
forma parecida al momificado producido por
Colletotrichum spp. (Figura 2). La mancha
necrética se desarrollé durante el verano, en
aceitunas verdes; mientras que la podredum-
bre lo hizo durante el otofio, en aceitunas
maduras o en proceso de maduracién. Gene-
ralmente, la podredumbre progresaba desde
la mancha necrética, pudiéndose apreciar la
lesién original de Escudete en las aceitunas
podridas. No obstante, muchas aceitunas
afectadas de Escudete durante el verano lle-
garon a la madurez sin desarrollar la podre-
dumbre.

Aislamiento de Camarosporium dalma-
ticum

El hongo C. dalmaticum se aisl6 muy
consistentemente de las aceitunas con sinto-
mas de Escudete. En cambio, el aislamiento
del patégeno a partir de aceitunas sin sinto-
mas resulté muy escaso, indicando que el
periodo de incubacién de las infecciones es
muy corto, inferior a una semana, que fue el
tiempo transcurrido entre las observaciones
de campo. En las aceitunas asintomaticas el
hongo sélo se aislé de las que presentaron
dafios de mosca, tanto de las que tenfan hert-
das de oviposicién como de las que presen-
taban orificios de salida.

En la siembra a partir de larvas de P. ber-
lesiana no se desarrollé ninglin microorga-
nismo cuando se desinfestaron, mientras que
en la stembra directa de las larvas sin desin-
festar se obtuvieron bacterias en todas las
placas y, en ocasiones, hongos de los géne-
ros Aureobasidium y Cladosporium.

Identificacién de los agentes
Los adultos del cecidémido, obtenidos
todos ellos de las larvas recogidas en las

Figura 3. Lesion de Escudete con picnidios de
C. dalmaticum y herida de puesta de Bactrocera oleae.

aceitunas, pues no se hallaron adultos en las
trampas cromotropicas, se clasificaron taxo-
némicamente como Prolasioptera berlesia-
na, en base a sus caracteres morfolégicos
externos, tales como antenas, oviscapto y
sistema de venacion alar.

La presencia del cecidémido coincidi6é
con los ataques de C. dalmaticum en campo
durante los meses de agosto y septiembre.
En los meses de octubre y noviembre no se
tomaron muestras aunque si se detectd en
frutos aislados afectados por el hongo. Se
encontraron todos los estadios preimagina-
les: huevo similar al de B. oleae pero de
menor tamafo (Figura 4a), larva al principio
blanquecinas (Figura 4b) que se tornaban
anaranjadas con la edad (Figura 4c), con un
periodo de desarrollo larvario de 3 semanas
(a22° C con 12 hluz-12 h oscuridad) al final
del cual abandonaban la aceituna para pupar
(Figura 4d), pupa de color rosado (Figura 4e)
y finalmente adulto (Figura 4f).

Las observaciones morfolégicas de las
estructuras fingicas (picnidios y conidios)
formadas en las lesiones de las aceitunas y
en el medio de cultivo nos llevaron a identi-
ficar al hongo fitopatégeno como Camaros-
porium dalmaticum (ZACHOS Y TZAVELLA-
KLONARI, 1979). Los conidios presentaron
una gran variacién en forma, tamafio y colo-
racion, incluso dentro de un mismo aislado
monoconidico, confirmando la elevada
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Figura 4. Fases de desarrollo de P. berlesiana: a) Huevo de P. berlesiana (menor tamaiio) junto a un huevo de
B. oleae, b) Larva junto a un huevo de B. oleae, c¢) Larva desarrollada, d) Larva de P. berlesiana abandonando el fruto
por el orificio de puesta de B. oleae, ¢) Pupa, f) Hembra adulta (detalle del oviscapto).
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Figura 5. Picnidios y conidios de Camarosporium dalmaticum formados en las lesiones de Escudete: a) picnidios junto
a herida de puesta de mosca, b) detalle de picnidios con filamentos blanquecinos (cirros) de conidios,
¢) conidios hialinos, fusiformes y aseptados, d) conidios oscuros, ovoides y septados.

variabilidad morfolégica de este hongo
(Figura 5).

El ensayo de reproduccién sexual se man-
tuvo durante 3 meses al cabo de los cuales se
obtuvieron, tnicamente en las ramitas de
olivo, picnidios con conidios de C. dalmati-
cum y algunos cuerpos inmaduros que podri-
an corresponderse con ascomas (pseudote-
cas) o espermogonios del hongo (Figura 6).

Incidencia de los agentes
Se determind la incidencia de C. dalmati-
cum y de P. belesiana para cada categoria de

dafo: picada viva de mosca, picada no viva,
Escudete y otros daiios (Cuadro 1). En pri-
mer Jugar hay que destacar que no se obser-
vé ni P. berlesiana ni C. dalmaticum en acei-
tunas catalogadas con otros dafios, es decir,
sin “picada” de mosca. La evolucion tempo-
ral de los diferentes tipos de danos y agentes
asociados (Figura 7) ha puesto de manifiesto
que las heridas de puesta de la mosca comen-
zaron a observarse desde principios de julio,
mientras que los sintomas de Escudete no se
observaron hasta un mes después. No obs-
tante, durante las primeras 5 semanas fueron
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Cuadro 1. Incidencia de Prolasioptera berlesiana y Camarosporium dalmaticum en funcién de la categoria de
dafios observados en aceitunas

i %CADA INCIDENCIA INCIDENCIA DE

CATEGORIA N . DE DE C. dalmaticum (%)
. R CATEGORIA ,
DE DANO! (n® casos) DE DANO P. berlesiana CON SIN
(%) P. berlesiana P, berlesiana

Picada viva 845 49.8 5.1 Il 1.3

Picada no viva 225 13.3 10.7 5.3 35
Escudete 396 233 22.5 22.5 77.5

Otros darios 230 13.6 0 0 0
TOTAL 1696 100 9.2 6.5 19.2
TOTAL 1466 100 10.6 75 22

(sin contar otros dafos)

Picada viva = herida de puesta de la mosca (Bactrocera oleae) con algin estado imaginal (huevo, larva, pupa) o herida
de salida de la mosca, picada no viva = herida de puesta de la mosca sin estados preimaginales. Escudete = aceitunas
con lesiones tipicas de esta enfermedad, otros daios = pequenas heridas no asociadas con ninguno de los tres agentes

estudiados.

muy abundantes los dafios o heridas no aso-
ciados con ninguno de los agentes estudia-
dos. A partir de la sexta semana el muestreo
se dirigié principalmente a las aceitunas
“picadas” de mosca, ya que en todas las acei-
tunas con lesién de Escudete se hallaron las
heridas de oviposicién.

En las aceitunas danadas de mosca, la
incidencia total de P. berlesiana resultd baja
(10.6%), dandose el mayor valor en las que
estaban afectadas con Escudete (22.5%). En
frutos s6lo atacados por B. oleae se obtuvo
una mayor incidencia del cecidémido en

Figura 6. Cuerpos inmaduros (ascomas o
espermogonios) formados en las ramitas de olivo
inoculadas con una mezcla de aislados de
C. dalmaticum.

picada no viva (10.7%) que en picada viva
(5.1%), sin poder descartar la posibilidad de
que en un principio hubiese habido un huevo
de mosca que habria sido devorado por la
larva de P. berlesiana.

Por otro lado, la incidencia de C. dalmati-
cum se determind para las mismas categori-
as de dafo pero haciendo ademds la separa-
cién de con o sin presencia de P. berlesiana.
La incidencia global de C. dalmaticum fue
del 29.7%, 22.2% sin presencia de P. berle-
siana 'y 7.5% con el cecidémido, aunque no
podemos descartar que en algunas muestras
el cecidémido podria haber abandonado ya
la aceituna para pupar. Considerando separa-
damente por categoria de dano, C. dalmati-
cum se obtuvo en el 100% de las aceitunas
afectadas de Escudete y en el 3.7% de las
“picadas” de mosca (8.9% en picada no viva
y 2.4% en picada viva).

El analisis estadistico de la Chi-cuadrado
puso de manifiesto diferencias significativas
respecto a la incidencia de P. berlesiana 'y C.
dalmaticum para los diferentes tipos de
danos. Asi, la incidencia conjunta de ambos
agentes (7.5%) fue mayor que la esperada
por efecto del azar (3.2%, P = 0.05); mien-
tras que tanto P. berlesiana como C. dalma-
ticum tuvieron una mayor presencia relativa
en la picada no viva que en la picada viva de
mosca (Cuadro 1).
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==a-=Sin Escudete
——ir==Sin Escudete con P. berlesiana
—#— Infecciones latentes de C. dalmaticum
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Figura 7. Evolucién temporal de la incidencia de aceitunas “picadas” de mosca (B. oleae) en relacion con la incidencia de
Escudete (C. dalmaticum) y del cecidémido (P, berlesiana). La muestra semanal incluy6 de 50 a 200 aceitunas danadas.

Andlisis de aceitunas y aceite

Aunque no pudo realizarse ningtin tipo de
andlisis estadistico debido a que no se repi-
tieron los muestreos, ambos grupos de acei-
tunas (sanas y afectadas de Escudete) dieron
resultados muy similares en casi todos los
pardmetros, incluso el contenido en aceite
parcial segtiin ABENCOR, el cudl se aproxi-
ma al rendimiento industrial, result6é similar
en los dos casos. Tan s6lo se observaron dife-
rencias en acidez, indice de perdxidos y esta-
bilidad de forma llamativa (Cuadro 2). Pese a
ello, el aceite procedente de aceitunas con
Escudete se catalog6é como *“Virgen Extra”.

DISCUSION

La presencia de Escudete estuvo asociada
totalmente a la herida de oviposicién carac-

teristica de B. oleae, apoyando la correlacién
encontrada por HARPAZ y GERSON (1966), de
la cual se deduce que el hongo entra en el
fruto a través de los orificios de puesta o de
salida de la mosca. L.os mayores dafios se
dieron en las variedades de verdeo y en la
cara norte del olivo, observaciones ya indi-
cadas por De Laurentiis (1993), La GRECA y
VRENNA (1995) y LONGO et al. (2004). Aun-
que la relacién entre dafios de mosca y ata-
ques de Escudete estd generalmente acepta-
da (Petri, 1915; ANDRES, 1991), diversos
autores han observado ataques de Escudete
sin heridas de mosca u otros agentes (NAVA-
RRO, 1923; MATEO-SAGASTA, 1968). Es pro-
bable que en condiciones ambientales favo-
rables la enfermedad pueda desarrollarse sin
presencia de heridas, sobre todo durante la
maduracién de la aceituna en otofio, como
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Cuadro 2. Caracterizacion del aceite de aceitunas sanas y afectadas de Escudete

Pardmetro Aceituna Sana Aceituna con Escudete
{ndice de madurez 1.99 2.21
Severidad 0 2.01
Humedad % 64.34 62.65
Aceite parcial: ABENCOR % 12.96 12.96
Aceite total: SOXHLET % 12.37 17.85
Aceite sobre materia seca % 48.70 47.8
Acidez: % écido oleico 0.34 0.55
indice de peréxidos: meqO,/ kg 3.7 6.2
K179 0.16 0.15
AK 0 0
Kz 1.73 1.74
Estabilidad (horas a 98° C) 97.9 71.8

Valoracion sensorial

Propia de un virgen extra

Menor frescura y aroma a hierba

indican los resultados recientes de inocula-
ciones en condiciones controladas (GONZA-
LEZ y TRAPERO, 2006).

Las dos sindromes observados de la
enfermedad, mancha seca y momificado,
coinciden en tiempo y expresion a los des-
critos por otros autores y parecen estar rela-
cionados con el estado de madurez y €l con-
tenido de agua en la aceituna (ZACHOS vy
TzavELLA-KLONARI, 1983). El desarrollo de
la enfermedad en verano, en condiciones
extremas de baja humedad y elevada tempe-
ratura, sugiere la participaciéon de algin
agente vector. Aunque los ataques de Escu-
dete estdn relacionados con dafios de mosca,
este insecto no se ha considerado como vec-
tor de C. dalmaticum (ARAMBOURG, 1986;
ANDRES, 1991), como sugieren los resulta-
dos de nuestras observaciones. En cambio,
diversos autores sefialan como posible vector
de C. dalmaticum al cecidémido P. berlesia-
na (ARAMBOURG, 1986; LA GRECA y VREN-
NA, 1995; FravaL, 1997). En nuestras obser-
vaciones, este cecidémido se hallé en las
lesiones de Escudete, pero su presencia no se
detect6 hasta después de los primeros sinto-
mas de la enfermedad en campo. La inciden-
cia de C. dalmaticum con presencia del ceci-
démido fue del 22.5%, un nivel que podria
resultar bajo para considerarlo como un
agente vector, sin embargo, ello es posible si

consideramos la opcién de que en muchas
muestras el cecidémido hubiese abandonado
la aceituna para pupar. Nuestros resultados
indican algtin tipo de asociacion entre P. ber-
lesiana y C. dalmaticum, pero no pueden
atribuirle al cecidémido la funcién de vector
debido a los resultados negativos en el aisla-
miento del hongo a partir de las larvas y a la
asociacién completa entre dafios de mosca y
Escudete. Esta asociacion entre P. berlesiana
y C. dalmaticum podria explicarse por una
mejor deteccion de las aceitunas afectadas
de mosca, al presentar la lesién de Escudete,
o por un habito micéfago de P. berlesiana.
Serfa necesario utilizar un mayor nimero de
muestras durante varios afos y experimentos
en condiciones controladas para determinar
con precision la interaccion entre los tres
agentes estudiados en este trabajo.

La incidencia de P. berlesiana en aceitu-
nas con picada de B. oleae no super6 el 11%
y fue mayor en picada no viva. En este caso,
cabria suponer que la larva del cecidomido
se alimenta de huevos de B. oleae enmasca-
rando asi el verdadero porcentaje de aceitu-
nas con picada viva lo que explicaria la dife-
rencia entre picada viva y no viva con pre-
sencia del cecidémido.

En cuanto al ciclo biolégico del cecidé-
mido, la fecha de emergencia y de actividad
de los adultos no se puede concretar porque
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no fueron atraidos por las trampas cromo-
trépicas. Carecemos de datos como para
concretar un nimero de dias o semanas de
duracion del desarrollo larvario, aunque en
condiciones controladas (22°C) el desarro-
llo fue como minimo de 3 semanas, lo que
no se corresponde con lo sefalado por
ARAMBOURG (1986) quien cita periodos de
desarrollo de 9 dias en verano y 13 dias en
invierno. Se acepta generalmente que a par-
tir del mes de octubre la especie inverna en
fase de pupa hasta la préxima estacién cali-
da (ARAMBOURG, 1986; HEPDURGUN vy
ONDER, 1999), pero nosotros observamos
larvas hasta la 3" semana de noviembre.
Probablemente ésta fuese la generacidn que
pasa el invierno como pupa y las diferen-
cias en cuanto a fechas pueden deberse a las
distintas temperaturas entre la zona de estu-
dio de estos autores y la nuestra, mucho
mas calida.

El hongo C. dalmaticum se aisl6 de todas
las aceitunas afectadas de Escudete y en el
3.7% de los dafios por mosca; mientras que
no se obtuvo de las aceitunas con otros dafios
ni de muestras de aceitunas sanas. La baja
proporcién de infecciones latentes y su aso-
ciacién exclusivamente con dafios de mosca
destacan la importancia se la interaccion
entre estos dos agentes en el desarrollo de la
enfermedad, al menos durante el verano y
principios del otofio cuando se tomaron la
mayoria de las muestras. Asimismo, el esca-
so nimero de infecciones latentes durante
todos los muestreos semanales sugiere un
periodo de incubacién de las infecciones
relativamente corto, inferior a 1 semana.

Las caracteristicas morfolégicas de los
picnidios y conidios formados en las lesio-
nes de aceitunas y en el medio de cultivo se
corresponden con el hongo C. dalmaticum
descrito por ZACHOS y TzZAVELLA-KLONARI
(1979). Las recientes reclasificaciones de
este hongo como Fusicoccum dalmaticum
(AAy VAaNev, 2002) y Botryosphaeria dothi-
dea (anamorfo Fusicoccum aesculi) (PHI-
LLIPS et al., 2005), junto a la gran variacién
observada en la forma, tamafio y coloracién
de los conidios, nos han llevado a realizar un

estudio mds detallado sobre caracterizacién
de este patogeno (GONZALEZ y TRAPERO,
2006).

El estado sexual de C. dalmaticum no se
conoce y tampoco se ha podido inducir en
condiciones artificiales. No obstante, se pro-
dujeron cuerpos inmaduros que podrian
corresponderse con ascomas de dicho esta-
do. Habria que continuar con estos ensayos,
modificando las condiciones de incubacién
(temperatura, humedad relativa, etc.) para
simular la fase de supervivencia del patoge-
no durante el invierno y primavera.

Son evidentes las pérdidas que C. dalma-
ticum ocasiona en el verdeo al quedar los
frutos inutilizados para este fin y, por otro
lado, apenas tenemos constancia del efecto
que pudiera ocasionar en la calidad del acei-
te. Los resultados obtenidos, aunque necesi-
tan confirmarse con un mayor nimero de
muestras, indican que se produce un claro
aumento en la acidez e indice de peréxidos
de los aceites obtenidos y una disminucién
de su estabilidad, pero no por ello queda este
aceite obtenido de frutos con Escudete fuera
de la categoria de “Virgen Extra”. No obs-
tante, su menor estabilidad reduce el tiempo
durante el que dicho aceite mantiene sus
caracterfsticas organolépticas que lo catalo-
gan como “Virgen Extra”, respecto al obte-
nido de aceitunas sanas.
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ABSTRACT

GonzaLEz N.. E. VarGas-Osuna, A, Trapero. 2006. Dalmatian disease of olive
fruits I: Biology and damages in olive orchards of the Seville province. Bol. San. Veg.
Plagas. 32: 709-722.

Dalmatian disease (DD) of olive fruits, caused by the fungus Camarosporium dalma-
ticum, is widespread in the Mediterranean basin but of little general importance, although
sometimes serious attacks have been observed that suppose a considerable decrease in the
quality of the table olives. The incidence of the pathogen has been associated to the pre-
vious damages caused by the olive fly (Bacrrocera oleae) and to the presence of a possi-
ble vector agent, the cecydomiid Prolasioptera berlesiana, whose larvae can feed them-
selves on eggs of the olive fly. Field and laboratory observations indicated that C. dal-
maticum and P. berlesiana did not cause any damage without fly attacks. Incidence of
both agents did not let us to confirm or to reject the hypothesis of P. berlesiana as vector
of C. dalmaticum, because a high percentage (77.5%) of olive fruits affected by DD did
not bear P. berlesiana, and C. dalmaticum was not detected in isolations from cecydo-
miid larvae. Fruits damaged by olive fly had a higher incidence of P. berlesiana when
they were free from olive fly eggs or larvae, or when they were affected by Dalmatian
disease (DD), suggesting that P. berlesiana is a mycophagus and predator of olive fly.
This suggestion needs to be confirmed under controlled conditions. Attempts to induce
the sexual stage or teleomorph of C. dalmaticum under controlled conditions were unsuc-
cessful, although we observed some pseudosclerotia like bodies that could be immature
ascomata. Olive fruits affected by DD produced Extra Virgin oil, although it had higher
acidity, higher peroxide index and lower stability than oil produced from healthy olive

fruits.

Keys words: Bactrocera oleae, Botrvosphaeria dothidea, Camarosporium dalmati-

cum, Prolasioptera berlesiana, olive oil quality.
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El Escudete de la aceituna II: Caracterizacion morfologica,
fisiologica y patogénica del agente causal

N. GONZALEZ, A. TRAPERO

Las observaciones morfolGgicas del hongo causante del Escudete de la aceituna en

Andalucia lo identifican con la especie Camarosporium dalmaticum descrita en Grecia
y que ha sido reclasificada recientemente como Boiryosphaeria dothidea (anamorto:
Fusicoccum aesculi). La caracterizacion fisioldgica del patdgeno determiné que se trata
de un hongo con un amplio rango de temperaturas de crecimiento y germinacién de
conidios, con una temperatura 6ptima elevada (26°C para el crecimiento en medio de
cultivo y 30°C para la germinacién de conidios). mostrando asi una buena adaptacion
para su desarrollo en la aceituna durante el verano y el principio del otofio. Los requeri-
mientos de humedad son similares a los de la mayoria de los hongos, lo que indica que
este patdgeno no estd adaptado a condiciones excepcionales de baja humedad, sino que
obtiene los requerimientos de agua de la propia aceituna en la que se desarrolla. Las ino-
culaciones artificiales realizadas en aceitunas confirmaron la patogenicidad de C. dal-
maticum y se obtuvieron resultados positivos incluso sin practicar herida en los frutos.
En las aceitunas afectadas se produjo una podredumbre del fruto en lugar de la tipica
mancha circular, oscura y ligeramente deprimida observada en campo. La variedad
‘Manzanilla de Sevilla’ resulté mds susceptible que “Hojiblanca® en la inoculaci6n arti-
ficial.

N. GonzALez, A. Trapero. Grupo de Patologia Agroforestal. Dpto. Agronomia,
ETSIAM, Universidad de Co6rdoba. Campus de Rabanales, Edif. Celestino Mutis,
14071-Cérdoba, Espana. Direccién de correo electrénico: trapero@uco.es

Palabras clave: Camarosporium dalmaticum, Botryosphaeria dothidea, temperatu-
ra. potencial hidrico. patogenicidad. ‘Manzanilla de Sevilla’. *Hojiblanca’.

INTRODUCCION

El Escudete de la aceituna es una enfer-
medad ampliamente distribuida en la mayo-
ria de los paises donde se cultiva el olivo
(Olea europaea) y, especialmente, en la
Cuenca mediterrdnea (ANDRES, 1991). Las
aceitunas presentan manchas mas o menos
circulares de color marrén, deprimidas en el
centro y con el borde ligeramente més eleva-
do y oscuro (NAVARRO, 1923). Esta sintoma-
tologia tan caracteristica es la que da nombre
a la enfermedad y puede observarse en las
aceitunas verdes a lo largo del verano hasta
principios de otofo. Durante el otofio e

invierno las aceitunas maduran y su conteni-
do en agua disminuye teniendo entonces
lugar el segundo sindrome de la enfermedad,
un momificado parecido al producido por
Colletotrichum spp. (=Gloeosporium oliva-
rum) pero de menor gravedad (MATEO-
SAGASTA, 1968; ZACHOS y TzAVELLA-KLO-
NARI, 1983).

El patégeno fue descrito por primera vez
en 1883 en olivos de la region de Dalmacia
(Croacia) por Von Thiimen, quien lo nombré
como Phyllosticta dalmatica Thiim., hongo
imperfecto del grupo de los coelomicetos
formadores de conidios en picnidios. Desde
entonces la confusién sobre su correcta iden-
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tificacién ha sido la nota dominante, debido
a la diversa morfologia de los conidios y a la
ausencia de reproduccién sexual. Ello ha lle-
vado a la inclusién de esta especie en dife-
rentes géneros, como Phoma, Macrophoma
y Sphaeropsis (ANDRES, 1991). En 1979,
ZACHOS y TZaVELLA-KLONARI realizaron un
estudio detallado sobre este patégeno que los
llevé a reclasificarlo como Camarosporium
dalmaticum (Thiim.) Zach. et Tzav.-Klon.,
en base a la coloracién y septacion de los
conidios. Estos autores describieron dos
tipos principales de conidios, que se forma-
ban en los mismos o en diferentes picnidios.
Los conidios del primer tipo eran fusiformes,
hialinos, aseptados o con varias septas, y de
dimensiones 20-34 x 6.5-9 pym. Los del
segundo tipo, formados en picnidios mas
pequefios, eran hialinos, amarillentos o
marrones, ovoides, elipsoidales, limonifor-
mes, o piriformes, con 0-5 septas transversa-
les y 0-3 septas longitudinales, de dimensio-
nes 10.5-23.5 x 6.5-9.5 um. Las caracteristi-
cas peculiares de este segundo tipo de coni-
dios, sobre todo la coloracién oscura y la
septacién, sirvieron para reclasificar este
hongo como C. dalmaticum, que es el nom-
bre utilizado actualmente para referirse al
patégeno causante del escudete de la aceitu-
na (TRAPERO y BLANCO, 2004).

En una revision reciente del género Phy-
llosticta (AA y VANEV, 2002), la especie des-
crita originalmente como P. dalmatica fue
reclasificada como Fusicoccum dalmaticum
(Thiim.) Vanev. Por ello, PHILLIPS et al. (2005)
han realizado un estudio taxonémico compa-
rativo, utilizando varios aislados de este pato-
geno procedentes de Grecia y otras especies
del género Botryosphaeria, basdndose en cri-
terios morfolégicos y moleculares. Los andli-
sis filogenéticos, utilizando las secuencias de
las regiones ITS y EFl-a, han demostrado
que los aislados causantes del Escudete mues-
tran una homologia plena de estas regiones
con el ascomiceto Botryosphaeria dothidea
(Moug.:Fr.) Ces. & De Not., cuyo anamorfo
es Fusicoccum aesculi Corda. Los datos mor-
folégicos se correlacionan bien con F. aescu-
li, aunque los conidios oscuros y septados

observados en los aislados de aceitunas no
son habituales para esta especie, lo que no ha
sido un impedimento importante para su
reclasificacion como F aesculi, ya que el
oscurecimiento y septacién de los conidios
con la edad es una caracteristica incluida en
las enmiendas recientes del género Fusicoc-
cum (CROUS y PaLM, 1999; SLIpPERS ef al.,
2004). Por tanto, PHILLIPS et al. (2005) propo-
nen que el hongo causante del Escudete de la
acejtuna sea designado como B. dothidea y su
anamorfo como F. aesculi.

Los estudios sobre fisiologia y patogeni-
cidad de este hongo son todavia més escasos,
a pesar de que la enfermedad se desarrolla
inicialmente durante el verano, con tiempo
muy seco y caluroso, poco favorable para las
micosis vegetales. De nuevo hay que desta-
car los trabajos de ZACHOS y TZAVELLA-KLO-
NARI (1979; 1983), quienes estudiaron el
comportamiento in vitro de cultivos monoco-
nidicos de los dos tipos de conidios. El cre-
cimiento en el medio patata-dextrosa-agar a
diferentes temperaturas fue similar para
todos los cultivos, los cuales presentaron una
tasa de crecimiento lineal de 5 a 30° C
(maximo) y formaron los dos tipos de coni-
dios El tiempo requerido para la germina-
cién de los conidios a 26° C fue de tres horas
para los fusiformes y ocho para los ovoides-
piriformes. El crecimiento también se vio
afectado por la presién osmética del medio,
creada por adicién de glucosa a una solucién
de Richards (YosHIDA et al., 2000). Este cre-
cimiento resulté 6ptimo a 51 bares y satis-
factorio entre 10-71 bares, pero no hubo
diferencias entre aislados del hongo.

La infeccién de la aceituna por C. dalma-
ticum se ve favorecida enormemente por la
presencia de heridas en los frutos y ha sido
correlacionada positivamente con los ata-
ques de la mosca (Bactrocera oleae) y con la
incidencia de un pardsito de ésta (Prolasiop-
tera berlesiana), el cual se cree que actia
como vector del patégeno (ARAMBOURG,
1986; ANDRES, 1991; LA GRECA y VRENNA,
1995). No obstante, con frecuencia se han
observado ataques de Escudete en ausencia
de heridas o de otro agente parasitario distin-
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to de C. dalmaticum (MATEO-SAGASTA, 1971).
En 1934, GIGANTE llevé a cabo inoculaciones
artificiales en aceitunas, peras y manzanas
empleando una suspensién de conidios, con-
cluyendo que los resultados eran positivos en
todos los casos sélo si se practicaba una
pequefla lesién. Ante estos resultados,
ZACHOS y TzAVELLA-KLONARI (1983) realiza-
ron inoculaciones en aceitunas y manzanas
empleando micelio en lugar de conidios y rea-
lizando una pequefa incisién, con resultados
positivos en todos los casos. Aunque no se
han desarrollado experimentos respecto a la
resistencia varijetal, son claras las diferencias
encontradas por diversos autores (LONGO et
al., 2004), resultando mds susceptibles las
variedades de verdeo que las de aceite.

En Espafia, la enfermedad es conocida
desde antiguo, pero ha sido poco estudiada.
Fue citada por primera vez por Paiil y Aro-
zarena en Huévar, Sevilla (GONZALEZ FRa-
G0so, 1914). Poco después GONZALEZ FRA-
GOS0 (1914) menciona a M. dalmatica como
agente del “escudete de la gordal” y lo inclu-
ye como un componente mds de los cuatro
hongos patégenos que los agricultores anda-
luces confundian bajo la denominacién de
“repilo”. Posteriormente, hay referencias de
graves pérdidas en aceituna de verdeo en
Sevilla (NavaRrrO, 1923; GoNZALEZ FRAGO-
S0, 1927; BENLLOCH, 1942). Hasta el trabajo
de MATEO-SAGASTA (1968), donde se pone
de manifiesto que el patégeno origina tam-
bién una podredumbre y momificado de la
aceituna, parecido al causado por Gloeospo-
rium olivarum, pero de menor gravedad. En
las tltimas décadas no se ha llevado a cabo
ningin estudio sobre esta enfermedad en
nuestro pais (TRAPERO y BLANCO, 2004). Por
ello, se planted este trabajo sobre caracteri-
zacion del patégeno por su morfologia, cre-
cimiento en diferentes medios de cultivo y
temperaturas, y patogenicidad en aceitunas.

MATERIAL Y METODOS
Caracterizacion morfolégica

Las observaciones sobre caracteristicas
morfolégicas del patégeno se realizaron

sobre muestras de aceitunas con sintomas de
Escudete (Figura 1) procedentes del campo y
sobre cultivos puros en el medio Patata-Dex-
trosa-Agar (PDA). Las muestras de aceitu-
nas, procedentes de las variedades ‘Manza-
nilla de Sevilla’, ‘Hojiblanca’ y ‘Tetuda’,
fueron tomadas periddicamente en dos cam-
pos de la Sierra Sur de Sevilla, una zona
endémica de mosca que en afios anteriores
habfa presentado una elevada incidencia de
Escudete. Ademds, se incluyeron muestras
de tres campos de la provincia de Cérdoba:
dos de la variedad ‘Hojiblanca’ situados en
los términos de Montilla y de Cérdoba, y
uno de la variedad ‘Gordal sevillana’ situado
en la finca Alameda del Obispo, Cérdoba.

Las observaciones sobre cultivos puros se
realizaron con 6 aislados monoconidicos
obtenidos a partir de siembra de trozos de
aceitunas afectadas de Escudete en el medio
PDA. Los aislados procedian de las varieda-
des ‘Manzanilla de Sevilla’ y ‘Hojiblanca’ de
los dos campos de la provincia de Sevilla.

De cada muestra de campo o de cada ais-
lado se observaron los picnidios formados en
las aceitunas (Figura 1), o en el medio PDA,
y se determiné la morfologia y el tamano de
30 conidios seleccionados. Para cada conidio
se indicé ademds su coloracién (hialino u
oscuro) y el nimero de septas. El tamafio de
los conidios se determiné midiendo su longi-
tud y anchura a 400 aumentos y se calculé la
relacién longitud/anchura.

Efecto de la temperatura sobre el creci-
miento micelial

Se seleccionaron 6 aislados monoconidi-
cos del patégeno cultivados en el medio
PDA. Utilizando un sacabocados de 5 mm
de didmetro se cortaron discos de la zona
periférica en crecimiento activo del hongo
para realizar Ia siembra en el medio PDA.
Una vez sembradas, las placas se sellaron
con parafilm y se metieron en doble bolsa de
plastico. A continuacién se sometieron a dis-
tintas temperaturas, de 5 a 40°C a intervalos
de 5°C, en oscuridad. Al cabo de 3 dias se
midié el didmetro medio de la colonia con el
que se obtuvo la tasa de crecimiento diaria
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(mm/dia). El disefio experimental fue facto-
rial con dos factores (temperatura y aislado)
y tres repeticiones (placas) completamente al
azar. El experimento completo se repiti6 tres
veces. Con los valores obtenidos se determi-
n6 la curva de crecimiento a distintas tempe-
raturas de cada aislado y su temperatura
6ptima de desarrollo. Para la comparacién
entre aislados se realiz6 un andlisis de la
varianza de la Tasa maxima ajustada y del
Area bajo la curva de crecimiento, utilizando

las repeticiones del ensayo como bloques. La
comparacién de medias se hizo segtin el test
LSD protegido de Fisher (P=0.05) (STEEL y
ToORRIE, 1985).

Efecto de la temperatura sobre la ger-
minacién de conidios

Para la realizacién de este ensayo se utilizé
un cultivo en PDA de una mezcla de 5 aisla-
dos monoconidicos. Las conidias se obtuvie-
ron por raspado de la colonia con un asa de

Figura 1. Sintomas de Escudete: a) lesiones en aceitunas verdes, b) lesiones en aceitunas maduras, c¢) lesién con
picnidios caracteristicos del patégeno y el dafio de la mosca det olivo.
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siembra y agua desionizada y destilada
(ADD) estéril. La suspensién conidial se ajus-
té a 105 conidios ml-!. Se realizaron camaras
himedas que consistian en placas de Petri con
una capa de agar-agua (2%) en la base y otra
en la tapa. En el interior de la cdmara himeda
se situaron 3 cubreobjetos de vidrio, en el
centro de los cuales se deposité una gota de
10 wl de la suspensién de conidios. Las cAma-
ras himedas se incubaron en oscuridad a 5,
10, 185, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 °C. Como
tiempos de incubacion se utilizaron: 6, 12, 24
y 48 h para cada temperatura. Para cada par
temperatura-tiempo se preparé una cémara
hiimeda con tres repeticiones (gotas).
Transcurrido el tiempo de incubacion, los
cubreobjetos de vidrio se situaron sobre por-
taobjetos con una gota de fucsina 4cida en lac-
tofenol para detener la germinacion. El por-
centaje de conidios germinados se determiné
con el microscopio a 400 aumentos, contabi-
lizando al azar de 100 a 200 conidios entre los
tres cubreobjetos de cada combinacién de
temperatura-tiempo de incubacién y sin tener
en cuenta la morfologia de los conidios. Otro
pardmetro utilizado para evaluar la germina-
cién fue el tiempo medio de germinacién
(TMG) durante las 48 h que se calculé como:

™G = ii[(r,- ~t., (G, + Gl

izl

donde t;= Tiempo de evaluacién de la ger-
minacién de la conidios, G= Germinacion
(%) a tiempo i, G,= Germinacién a las 48h.

El experimento se repitid tres veces y se
determinaron las curvas de regresién que
mejor ajustaban los valores del porcentaje de
germinacién y del TMG en funcién de la
temperatura. Utilizando la ecuacién resul-
tante para el porcentaje de germinacién, se
calculd la temperatura Sptima de germina-
cién para la mezcla de aislados.

Efecto del potencial hidrico sobre el
crecimiento micelial

Se llevé a cabo un ensayo preliminar para
fijar un rango de potenciales basado en la

adicién de un soluto al medio PDA (HARRIS,
1981) y que éste no tuviera un efecto perju-
dicial en el crecimiento. Se consideré un
tinico aislado y dos solutos (glicerol y cloru-
ro sédico) bajo condiciones de oscuridad a
25°C. Se hallaron diferencias en la tasa de
crecimiento segun el soluto empleado y por
ello en los sucesivos ensayos se empled gli-
cerol por afectar menos al desarrollo del cul-
tivo. En el experimento final se evaluaron 4
aislados monoconidicos y el siguiente rango
de potenciales: O (testigo), -5, -10, -25, -50, -
100, -150, -200, -250, y -300 bares. El expe-
rimento se repitié tres veces y se realizé un
andlisis de regresién lineal de la tasa diaria
de crecimiento en funcién del potencial
hidrico.

Patogenicidad en aceitunas

Se utilizaron frutos sanos y verdes reco-
lectados en Septiembre de dos variedades de
verdeo (‘Manzanilla de Sevilla’ y ‘Hojiblan-
ca’) en la parcela “Tridngulo” del C.[LF.A.
“Alameda del Obispo” de Cérdoba. Las acei-
tunas se lavaron y desinfestaron (15 min bajo
chorro de agua corriente, bano de ultrasoni-
dos con Tween-20 durante 4 min, inmersién
en una solucién al 10% de hipoclorito sédi-
co por | min, y aclarado con agua destilada
y desionizada estéril), se secaron, y se colo-
caron en camaras himedas para evitar su
desecacion.

Se utilizaron dos tipos de in6culo: micelio
y conidios. En la inoculacién con micelio se
emplearon discos de 10 mm de didmetro
obtenidos de la periferia de la colonia de un
cultivo en PDA. Para la inoculacién con
conidios se obtuvo una suspension ajustada a
1.2 x 100 conidios/ml. La inoculacién se rea-
liz6 depositando un disco de micelio o una
gota de 10 ul de la suspensién sobre cada
aceituna. En el caso de los testigos el disco
eran de Agar-Agua (2 %) y la gota de ADD
estéril. La mitad de las aceitunas no sufrié
ningdn tipo de dafio, mientras que en |a otra
mitad se practic6 una herida empleando un
alfiler estéril, bien antes de afiadir la gota de
in6culo o bien sujetando el disco de micelio
con el mismo alfiler.
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Tras la inoculacion las aceitunas se incuba-
ron a 22° C y 12 h de fotoperiodo en cajas de
pldstico con un ambiente saturado de humedad
(LOPEZ-DONCEL et al., 2000). El diseiio experi-
mental fue factorial con tres factores (variedad,
inéculo y herida) y tres repeticiones (cajas),
con un testigo de cada una de las ocho combi-
naciones experimentales, repetido también tres
veces. La unidad experimental fue la caja con
20 aceitunas. Por tanto, en cada combinacién
experimental se dispusieron 60 aceitunas.

En la sexta y octava semana después de la
inoculacién se determind un indice de enfer-
medad (IE) para cada unidad experimental
segun la siguiente expresion:

i=8
Zn, xS, s

IE(%) = ':*720* 100=3"n+*S$,
. . iv

donde, S;= severidad de la infeccién, segiin
una escala 0-5 en funcién de la superficie del
fruto afectada (0= no sintomas, 5= >75 %
superficie afectada, Figura 2); n;= nlimero de
frutos afectados de cada valor §;.

Analisis de los datos
Los datos se analizaron utilizando el pro-
grama estadistico “Statistix 8 (ANALYTICAL

0
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SOFTWARE, 2003). Para los datos de factores
cualitativos se aplicé el andlisis de la varian-
za y las comparaciones de medias segin el
test LSD (Minima Diferencia Significativa)
protegido de Fisher (P=0.05) (StTeeL y
TORRIE, 1985).

Para los datos de factores cuantitativos se
empleé el andlisis de regresion. La eleccién
del modelo de regresion se realizé segin los
criterios: 1) coeficiente de determinacién
(R?), ii) significacién de los coeficientes de
las variables independientes vy, iii) distribu-
cidén de los residuos estandarizados (CAMP-
BELL y MADDEN, 1990).

RESULTADOS

Caracterizacion morfolégica

En las muestras de aceitunas los picnidios
se desarrollaron en el interior de la lesion de
Escudete (Figura 3) y fueron muy variables
en tamafio (100-380 um). Los conidios tam-
bién variaron marcadamente en su morfolo-
gia, habiéndose observado dos tipos morfo-
l6gicos principales: alargados (cilindricos-
fusiformes) y redondeados (ovoides-pirifor-
mes-claviformes) (Figura 3). Los dos tipos
se formaron en distintos picnidios, o bien en

Figura 2. Escala visual de severidad de sintomas (0- 5) en aceitunas afectadas por Camarosporium dalmaticum.
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Figura 3. Picnidios y conidios de C. dalmaticum: a) picnidios formados en la lesién de Escudete en la aceituna, b)
picnidios formados en el medio de cultivo PDA, c) conidios del tipo alargado: fusiformes. hialinos y mayoritariamente
aseptados, d) conidios del tipo redondeado: ovoides-piriformes, frecuentemente oscuros y septados (n6tense algunos
conidios fusiformes, y otros hialinos o aseptados).

el mismo picnidio. Los conidios alargados
fueron maés frecuentes (72%), la gran mayo-
ria hialinos y aseptados, aunque también se
observaron algunos septados (hasta 3 septas
transversales) y otros de color oscuro, con o
sin septas. Las dimensiones de estos coni-
dios fueron: 13.7-27.5 x 3.7-7.5 pm, media
+ S.D. de 90 conidios = 21.2 + 3.4 x 5.2
0.7 pm, relacién longitud/anchura (L/A) =
4.2 +0.8. Los conidios del segundo tipo fue-
ron predominantemente de color marr6n
claro y aseptados, aunque también se obser-
varon con cierta frecuencia septados (hasta 5
septas) y con menor frecuencia hialinos. Las
dimensiones de este segundo tipo de coni-

dios fueron: 8.7-20.0 x 3.7-7.5 um, media y
S.D. de 90 conidios = 13.7 £2.5x 6.0 + [.]
pm, L/A =23 +04.

En el medio PDA, el tamaiio de los picni-
dios oscil6 entre 110 y 520 pm. La morfolo-
gia, coloracién y tamafio de los conidios
también resultaron muy variables, habiéndo-
se observado los dos tipos morfol6gicos
encontrados en campo. Los dos tipos morfo-
16gicos (alargados y redondeados) tuvieron
una frecuencia similar y tueron predominan-
temente hialinos y aseptados, aunque tam-
bién result6 frecuente observar conidios de
color marrén claro y septados (hasta 3 sep-
tas) en los dos tipos. Las dimensiones de los
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conidios alargados fueron: 15.0-25.0 x 3.7-
7.5 um, media y S.D. de 90 conidios = 19.2
+2.8x52+0.6um, /A =37 +0.7, mien-
tras que las del segundo tipo de conidios fue-
ron: 12.5-20.0 x 3.7-8.7 um, media y S.D. de
90 conidios = 14.6 + 1.9 x 5.2 + 0.9 um, L/A
=28=0.5.

Los andlisis de varianza realizados pusie-
ron de manifiesto diferencias significativas
para la longitud y para la relacién L/A entre
los dos tipos de conidios, tanto en las mues-
tras de campo como en los cultivos en PDA.
Estas diferencias fueron independientes de la
muestra o aislado, ya que la interaccion aisla-
do*tipo morfoldgico no resulté significativa.
Asimismo, existieron diferencias significati-
vas, aunque de menor cuantia, entre las dife-
rentes muestras de campo o aislados en PDA,
debidas al menor tamaiio de los dos tipos de
conidios en una muestra de campo y en dos
aislados en PDA. No se observaron diferen-
cias significativas en la anchura de los coni-
dios para las diferentes muestras o aislados.

Efecto de la temperatura sobre el creci-
miento micelial

Las colonias de los 6 aislados en PDA
mostraron el mismo aspecto morfoldgico, un

micelio blanquecino superficial que tornaba
a verde oliva en el centro cuando la colonia
tenia cierto desarrollo. El rango de tempera-
turas de crecimiento fue amplio, de 5 a 40°C
(Figura 4), para todos los aislados y las
mayores diferencias entre éstos se concen-
traron en las temperaturas mas favorables
(20, 25, 30 °C).

El modelo de regresion lineal que mejor
se ajustd a todos los aislados fue un polino-
mio de tercer grado del tipo:

Y =aT3 + bT?2

donde Y es el porcentaje de germinacién, T la
ternperatura y a, b los coeficientes de la regre-
sién. En base a esta ecuacién se determind la
temperatura Optima y la tasa médxima de cre-
cimiento para cada aislado. El andlisis de la
varianza realizado para estos dos pardmetros
no mostré diferencias significativas entre ais-
lados, oscilando la temperatura ()Ptima entre
25.7 y 26.2°C. Los valores del Area bajo la
curva de crecimiento también fueron someti-
dos al analisis de la varianza mostrando en
este caso pequeias diferencias significativas
entre algunos aislados. Por ello, se ajust6 una
curva global de crecimiento para el conjunto

Figura 4. Colonias de Camarosporium dalmaticum en PDA a distintas temperaturas.



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 32, 2006 731

yE-0.00570 T2 ¢ 0.22148 T?
R?°0.808

e
4

Figura 5. Tasa de crecimiento global (mm/dia) de
C. dalmaticum en funcién de la temperatura. Se indica
la temperatura 6ptima.

de los 6 aislados, la cual revel6 una tempera-
tura 6ptima de 26°C y una tasa méxima de
crecimiento de 16.5 mm/dia (Figura 5).

Efecto de la temperatura sobre la ger-
minacién de conidios

Los diferentes tipos de conidios germina-
ron formando uno o dos tubos germinativos,
aunque se aprecié un menor nimero de
tubos y una velocidad de germinacién maés
lenta en los del tipo redondeado (clavifor-
mes-piriformes-ovoides); no obstante, estas
diferencias no se cuantificaron. El rango de
temperaturas de germinacion fue amplio, de
5 a2 40°C en todos los tiempos de incubacién,
e incluso germinaron a 45°C tras 48 h. El
porcentaje de germinacién aumentd con el
tiempo y tuvo una respuesta curvilinea
homogénea en funcién de la temperatura.

O8horas @12horas W24 hores 848 horas

Germinacién (%)

5 10 15 20 23 3B 3 0 4 2
Temperatura (°C)

Figura 6. Curvas de germinacidn de conidios de
Camarosporium dalmaticum en funcién de la
temperatura para distintos tiempos de incubacion.

El modelo de regresién que mejor se ajus-
t6 a la germinacién de conidios en funcién
de la temperatura para todos los tiempos de
incubacién fue un polinomio de tercer grado
con la ecuacién:

Y =aT3 + bT2

donde, Y es el porcentaje de germinacién, T
la temperatura y a, b los coeficientes de la
regresion (Figura 6). Del ajuste global se
obtuvo la temperatura Optima de germina-
cién que fue 30°C. El tiempo medio de ger-
minacién (TMG) se ajusté a una pardbola
que indicé la temperatura de 23.2° C para el
menor TMG (5.15 h), aunque el ajuste de
regresion fue mejor para el porcentaje de
germinacion (Figura 7).

Efecto del potencial hidrico sobre el
crecimiento micelial

El tipo de colonia formada fue muy simi-
lar a la que se desarrolla en el medio habitual
PDA (Figura 8). El potencial hidrico o la
actividad de agua (Aw), determinada por la
concentracién de glicerol en el medio, tuvo
un efecto muy marcado en el crecimiento del
hongo. La tasa de crecimiento aumenté line-
almente con el incremento de Aw desde Aw
=(.8964 (-150 bares) hasta Aw = 1 (0 bares)
(Figura 9). Para Aw = 0.8644 (-200 bares) no
hubo ningiin crecimiento fingico. La com-
paracién de las rectas de regresién permitié

y =0.051x* - 23637x + 32545 .
R = 0802

L]

0 5 10 15 20 25 3 35 40 45 5
Tarperatura {*C)
Figura 7. Curva del Tiempo Medio de Germinacién

(TMG) de conidios de C. dalmaticum en funcién de la
temperatura.
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Figura 8. Colonias de Camarosporium dalmaticum creciendo en el medio PDA con distintas actividades de agua (Aw).

diferenciar un aislado de los tres restantes
por su menor crecimiento general.

Patogenicidad en aceitunas

Lo primero a destacar fue la rdpida madu-
racion de las aceitunas colocadas en las cajas
himedas en comparacién con los frutos en el
arbol, siendo mas acusada en la variedad
‘Manzanilla de Sevilla’. El primer sintoma
que se aprecié fue una isla verde, que se
manifesté como una zona verde méds o menor
circular alrededor del punto de inoculacién.
Este sintoma fue més evidente cuando se
practicé una herida y en la inoculacién con
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Figura 9. Linea de regresion global de la Tasa de
crecimiento (mm/dia) de C. dalmaticum en funcién de
la Actividad de agua.

conidios, siendo la variedad ‘Manzanilla de
Sevilla’ la primera en expresarlo (2 semanas
desde la inoculacién). También ‘Hojiblanca’
mostré la isla verde, pero una semana mas
tarde que la anterior, siendo al principio mas
difuminada y duradera en el tiempo. Los pri-
meros sintomas necréticos aparecieron a las
4 semanas de la inoculacién en la variedad
‘Manzanilla de Sevilla’, en las aceitunas ino-
culadas con conidios y herida. Consistian en
pequefias depresiones con una coloracién de
la piel marrén cobrizo que daba un aspecto
blando a la aceituna y en muchos casos aflo-
raban picnidios por toda la superficie (Figu-
ra 10a). En ‘Hojiblanca’ la depresién apare-
cia de forma més o menos marcada y los pic-
nidios afloraban sélo en la lesién y no por
toda la superficie. En ambos casos, la sinto-
matologia era muy diferente a la que presen-
taban en campo las aceitunas afectadas de
Escudete (Figura [0b), debido probablemen-
te al diferente ritmo de maduracién. En los
casos en que no se practicd herida se produ-
jo un retraso en la expresién de sintomas,
aunque tanto los conidios como el micelio
resultaron patogénicos.

De los anélisis de la varianza realizados a
las 6 y 8 semanas sobre el indice de enferme-
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a) -

b)

L

Figura 10. Sintomas presentes en aceitunas inoculadas con C. dalmaticum, segin la variedad:
a) ‘Manzanilla de Sevilla’. b) ‘Hojiblanca’.

dad (IE), lo primero a destacar es que a las 6
semanas resultaron significativos los tres fac-
tores analizados, segun el siguiente orden de
importancia: variedad (‘Manzanilla de Sevi-
lla’>Hojiblanca’), tipo de inéculo (conidios
> micelio) y herida (s1 > no). En cambio, a las
8 semanas sélo el factor herida resulté signi-
ficativo. En los dos tiempos de incubacién las

diferentes interacciones entre factores no
resultaron significativas (Figura 11).

DISCUSION
La variacién observada en la morfologia,

coloracion y septacién de los conidios del
hongo causante del Escudete de la aceituna
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en Andalucia se corresponde bien con la des-
cripciéon de C. dalmaticum realizada por
ZACHOS 'y TzavELLA-KLONARI (1979) en
Grecia. No obstante, estos autores destaca-
ron una mayor septacién de los conidios,
incluso la existencia de septas longitudina-
les, que no hemos encontrado en nuestras
observaciones, tanto en aceitunas de campo
como en los cultivos en PDA. Estas tltimas
caracteristicas fueron precisamente las que
tuvieron un mayor peso para la inclusién de
este hongo en el género Camarosporium
(ZAacHos y TzAvELLA-KLONARI, 1979). Asi
pues, esta reclasificacién del patégeno desde
el género Macrophoma o Sphaeropsis a
Camarosporium genera ciertas dudas, ya
que, al menos desde nuestras observaciones,
se basa en las caracteristicas de los conidios

indice de enfermedad: 6 semanas

indice de Enformedad (%)

Indlcede&iemeda:l(‘/.)
B S 8 8

I

BoRF 6 E 5 |58
Conida Mceelo Moelo
Marzanila de Sevila Hojtiarca
Figura 11. Indice de enfermedad a las 6 y 8 semanas
después de la inoculacién con micelio y conidias en

aceitunas de las variedades ‘Hojiblanca’ y ‘Manzanilla
de Sevilla’.

menos frecuentes. En cambio, los conidios
mas frecuentes, fusiformes e hialinos, sugie-
ren su pertenencia al género Fusicoccum,
como ha sido propuesto por VANEV (AA y
VANEV, 2002).

La reciente reclasificacién del patégeno
como Botryosphaeria dothidea (PHILLIPS et
al., 2005) despeja algunas dudas, pero no
cierra completamente el debate sobre su
identidad. Desde el punto de vista molecular,
la homologia de secuencia de las regiones
ITS y EF1-a no admite dudas sobre su coin-
cidencia con otros aislados de B. dothidea.
Sin embargo, desde el punto de vista morfo-
l6gico, este hongo presenta unas caracteristi-
cas tan peculiares, sobre todo la variabilidad
de sus conidios e incluso de sus picnidios,
que lo distinguen claramente de Fusicoccum
aesculi, el anamorfo de B. dothidea (SLip-
PERS et al., 2004; PHILLIPS et al., 2005). Su
inclusién en la especie compleja B. dothidea
ha obligado a redefinir esta especie, para
incluir aislados con esporas oscuras y septa-
das, caracteristicas no consideradas anterior-
mente en esta especie morfolégica, al igual
que ha ocurrido con otras especies del géne-
ro Fusicoccum (CrRoUS Y PaLM, 1999). Por
todo ello, creemos que aunque la denomina-
cién B. dothidea parece la mds adecuada con
los datos disponibles hasta ahora, deberian
realizarse andlisis moleculares mas comple-
jos, incluyendo otros genes o regiones del
ADN vy otras especies del género Botryosp-
haeria (anamorfos Fusicoccum, Diplodia y
Dothiorella), para confirmar su identifica-
cién. El teleomorfo del hongo podria ayudar
a su correcta identificacién, pero hasta ahora
no se ha observado el estado sexual del paté-
geno causante del Escudete de la aceituna
(GONZALEZ et al., 2006).

La temperatura tuvo un claro efecto sobre
el crecimiento del hongo, pero lo més llama-
tivo fue su amplio rango, de 5 a 40°C, aun-
que en los extremos el crecimiento fue muy
reducido. Otro aspecto destacable fue la
rapidez en el desarrollo de la colonia (16.5
mm/dia). Aunque se obtuvieron diferencias
significativas entre aislados, éstas no parecen
ser importantes en cuanto a requerimiento
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elevado de temperatura, ni en lo referente a
temperatura éptima (en torno a 26°C para
todos los aislados) presentando a su vez el
mismo patrén de crecimiento (polinémico).
Este efecto se aprecia atin mds en la germi-
nacién de conidios, donde el rango de tem-
peraturas (5-45°C) y la temperatura Gptima
(30°C) son incluso mayores. Nuestros resul-
tados discrepan de los obtenidos por ZACHOS
y TzaveLLA-KLONARI (1979), quienes descri-
ben un crecimiento en placa casi lineal, y no
polinémico, a partir de 10°C y hasta 30°C,
temperatura donde se obtiene el maximo y
partir de Ja cual el crecimiento desciende
rapidamente hasta ser casi inapreciable a
35°C. Estos autores tampoco encontraron
diferencias significativas en las colonias,
aunque ellos tuvieron en cuenta el tipo de
conidios del que procedia el cultivo y no
diferentes aislados. En cualquier caso, el cre-
cimiento resulté mds lento que el observado
en nuestro trabajo puesto que las esporas
fusiformes requirieron 4 dias para llenar una
placa Petri y 5 dias las esporas ovoides. Las
diferencias pueden deberse a las distintas
condiciones climdticas entre las zonas de
donde se obtuvieron los aislados, o incluso al
fotoperiodo, ya que no hay constancia de
éste en el ensayo de ZACHOS y TZAVELLA-
KLONARI (1979) y en el nuestro se incubaron
en oscuridad. Lo mismo podria decirse en el
caso de la germinacién ya que los mismos
autores llevaron a cabo un ensayo sin tener
en cuenta la temperatura, considerando sélo
la morfologia de las conidias y el tiempo de
incubacion necesario para su germinacion.
Las esporas del tipo fusiforme requirieron 2-
3 horas, mientras que las esporas ovoides
necesitaron 8 horas. Nosotros también
hemos observado una germinacién algo més
lenta de los conidios redondeados y oscuros.
En cualquier caso todos los estudios realiza-
dos coinciden en un tiempo breve de germi-
nacién de las esporas (ZACHOS y TZAVELLA-
KLoNARI, 1979; GIGANTE, 1934).

La actividad de agua (Aw) en el medio de
cultivo es la mejor expresion de la disponibi-
lidad de agua para el crecimiento y la activi-
dad enziméatica (HARRIS, 1981; ROSELLO et

al., 2004). En los ensayos realizados, los
valores de Aw estuvieron determinados por
la concentracién de glicerol en el medio. El
rango de crecimiento fue desde Aw = (.8964
hasta Aw = 1, con una tasa de crecimiento
que aument6 linealmente con el incremento
de Aw. Aunque existieron diferencias signifi-
cativas entre aislados, éstas so0lo se manifes-
taron en un menor crecimiento de uno de los
aislados, sin afectar al rango de Aw. Estos
resultados permiten concluir que no se trata
de un hongo que crezca en condiciones
excepcionales de baja humedad, sino que
simplemente obtiene los requerimientos de
agua de la propia aceituna en la que se desa-
rrolla. ZACHOS y TzAVELLA-KLONARI (1983)
ensayaron la influencia de la presién osmoéti-
ca del medio de cultivo sobre el crecimiento
del hongo y obtuvieron un rango de presio-
nes adecuado entre 10-7]1 bares (Aw =
0.9964-0.9503), destacando ligeramente la
presiéon de S1 bares (Aw = 0.9642) como
algo mds favorable.

En la inoculacién artificial la mezcla de
aislados result6 patogénica en las dos varie-
dades de aceituna y para todos los métodos
llevados a cabo. El indice de enfermedad
varié significativamente segtin se tuviese en
cuenta la variedad, el indculo y la prictica de
herida, de manera que resulté mayor para la
variedad ‘Manzanilla de Sevilla’, la suspen-
sion de conidios y la herida. Los conidios
resultaron mejor in6culo que el micelio, lo
que era esperable, ya que posiblemente el
inéculo natural esté constituido por conidios.
Las inoculaciones artificiales llevadas a cabo
con conidios por GIGANTE (1934) y con
micelio por ZACHOS y TZAVELLA-KLONARI
(1979) confirmaron la necesidad de herida
en los frutos para las infecciones de este
patégeno. De acuerdo con nuestros resulta-
dos, la practica de herida favorece la infec-
cién pero no es necesaria, al menos en acei-
tunas recogidas en septiembre. Estos resulta-
dos estdn de acuerdo con las observaciones
de MATEO-SAGASTA (1968), quién indico ata-
ques de Escudete en ausencia de heridas u
otro agente parasitario. Por otro lado, los sin-
tomas obtenidos no se corresponden con los
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observados en campo y difieren ligeramente
segun se trate de una variedad u otra. Cuan-
do se recolectaron las aceitunas en septiem-
bre, la variedad ‘Manzanilla de Sevilla’
comenzaba a enverar y ‘Hojiblanca’ perma-
necia atin con un color verde intenso. Esta
diferencia en el ritmo de maduracién, unida
a que las aceitunas separadas del drbol
maduran més rapidamente, podria explicar el
desfase en la aparicién de sintomas entre las
variedades y las ligeras diferencias entre
ellos. Por otro lado, la diferente intensidad
en que se manifestaron los sintomas segin la
variedad parece indicar una mayor suscepti-
bilidad en ‘Manzanilla de Sevilla’, algo que
en principio se corresponde con lo observa-
do en campo (BARRANCO et al., 1999), y que
apoya la teoria de que el grado de madura-
cién juega un papel critico. La evolucién de
sintomas, especialmente necréticos, que se
observé entre las 6 y 8 semanas de la inocu-

ABSTRACT

lacidén, tiempo durante el cudl los frutos
siguen madurando, confirmé la marcada
influencia del estado de madurez sobre la
susceptibilidad de las aceitunas. A las 6
semanas la mayoria de las aceitunas presen-
taban un indice de enfermedad por debajo
del 50%, mientras que al cabo de 8 semanas
todas las aceitunas presentaban un indice de
enfermedad entre el 90-100%.
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GonzALEZ N, A. TRAPERO. 2006. Dalmatian disease of olive fruits [1: Morphological,
physiological, and pathogenic characterization of the causal agent. Bol. San. Veg. Plagas,

32: 723-737.

Morphological observations on the causal agent of the Dalmatian disease of olive

fruits in Andalucia, southern Spain, confirm its identification as Camarosporium dalma-
ticum. This species was identified in Greece and it has been recently reclassified as Boir-
yosphaeria dothidea (anamorph Fusicoccum aesculi). Physiological characterization of
the pathogen demonstrated that the fungus has a wide range of temperatures for growth
and germination of conidia. The optimum temperature was 26°C for growth on PDA
medium and 30°C for germination of conidia. These results showed a good ability of the
fungus to grow in olive fruits with high temperature during the summer and early autumn.
The range of water activity in the medium for growth of C. dalmaticum was 0.93 to 1,
similar to most fungi, suggesting that this pathogen is not particularly adapted to low
humidity, instead it gets its water requirements growing inside of olive fruits. The fungus
C. dalmaticum was pathogenic in olive fruits inoculated with conidia or mycelium, even
in unwounded fruits. The main symptom was a fruit rot instead of the characteristic roun-
ded lesion observed in the field. Olive cultivar ‘Manzanilla de Sevilla’ was more suscep-
tible than ‘Hojiblanca’ in these inoculations.

Key words: Camarosporium dalmaticum, Botryosphaeria dothidea, temperature,
water potential, pathogenicity, ‘Manzanilla de Sevilla’, ‘Hojiblanca’.
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TERAPEUTICA

Efecto sobre la entomofauna del olivar del tratamiento-cebo con
Imidacloprid 20 LS para el control de Bactrocera oleae (Gmel.)
(Diptera: Tephritidae), Mosca del Olivo

M. A. FARFAN, J. C. GUERRERO, J. OLIVERO, J. IZQUIERDO, J. M. VARGAS

INTRODUCCION

En el presente estudio se comprueba el grado en que un tratamiento-cebo a base de
Imidacloprid, para el control de Bactrocera oleae, representa un impacto para las pobla-
ciones de artrépodos comparable con el de |a ausencia de tratamiento y con el de la apli-
cacién del estdndar en Produccién Integrada Dimetoato. Para ello se ha realizado un
ensayo en la provincia de Mélaga centrado en la diversidad y la abundancia de los artrg-
podos del olivar y, particularmente, en las de aquellas familias que resultan potencial-
mente \tiles para la lucha biolgica contra las plagas del cultivo. En el ensayo se han
seleccionado dos fincas constituidas por dreas homogéneas de olivar. Cada una de ellas
ha contado con parcelas Testigo y tratadas. Para la captura de los ejemplares se han
empleado trampas de caida y trampas cromotrdpicas. En total se ha trabajado con 35.401
individuos pertenecientes a 97 grupos taxonémicos diferentes. No se han detectado dife-
rencias estadisticamente significativas en la abundancia y diversidad total de artrépodos,
ni en relacién con los grupos ttiles para la lucha biolégica, debida a la naturaleza activa
de las diferentes estrategias fitosanitarias puestas en préctica. S6lo la abundancia de
nueve grupos taxonémicos se ve afectada de forma diferente segidn el tratamiento apli-
cado, aunque no siempre hay una tendencia clara que permita constatar que la abundan-
cia de individuos sea mayor en las parcelas no tratadas (Testigo) que en las parcelas tra-
tadas, ya sea con Dimetoato o con Imidacloprid.

M. A. FARFAN, J. C. GUERRERO, J. OLIVERO, J. M. VARGAS. Departamento de Biologia
Animal, Universidad de Milaga, E-29071 Mélaga, Espafia. e-mail: mafarfanaguilar @
hotmail.com

J. 1zQuierpo. Bayer CropScience. Departamento de Desarrollo. Pau Claris 196. 08037
Barcelona, Espaiia.

Palabras clave: artrépodo, confidor, dimetoato, ensayo. impacto, olivo.

denominada “Revolucién Verde”, dio lugar a
un incremento espectacular de la productivi-
dad sin necesidad de habilitar nuevos terre-

La agricultura es una actividad que ha
experimentado numerosos cambios en las
Ultimas décadas (FERNANDEZ-ALES et al.,
1992; VARGAS, 2002). El modelo extensivo
vigente hasta finales de los afios 60 se susti-
tuy6 paulatinamente por una agricultura mas
intensificada con Ia que se aument6 el uso de
maquinaria agricola y de productos fitosani-
tarios y fertilizantes. Esta transformacion,

nos de cultivo. Sin embargo, este modelo
intensivo tiene consecuencias negativas. A
nivel local, ha supuesto un aumento de la
erosion, pérdida de fertilidad de los suelos, y
disminucién de la diversidad biol6gica. A
nivel regional, los problemas principales son
la contaminacién del agua, del suelo y de la
atmésfera.
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Para terminar con los problemas generados
por la Revolucién Verde se han desarrollado
diversos modelos agricolas para asegurar el
cumplimiento de cuatro objetivos: calidad,
seguridad alimentaria, respeto por el medio
ambiente y rentabilidad de las explotaciones.
Entre ellos estdn la Agricultura Ecoldgica y la
Produccién Integrada. De éstas, sélo la segun-
da contempla la compatibilidad entre el res-
peto por el medio ambiente y el uso de recur-
s0s tecnolégicos como los productos fitosani-
tarios de sintesis. La Produccién Integrada ha
sido definida por la Organizacién Internacio-
nal de Lucha Bioldgica (OILB) como un sis-
tema agricola de produccién de alimentos y
otros productos de alta calidad, que utiliza los
recursos y los mecanismos de regulacion
naturales a fin de evitar efectos perjudiciales
al medio ambiente, asegurando una agricultu-
ra sostenible a largo plazo.

En el contexto de la Produccién Integrada
es fundamental el uso exclusivo de sustan-
cias que, controlando las plagas agricolas,
presenten efectos minimos sobre €] medio
ambiente y un reducido periodo de seguri-
dad. En plagas como la constituida por Bac-
trocera oleae (la mosca del olivo), principal
plaga del olivar (ALVARADO et al. 1997), esta
prioridad tiene un interés especial por dos
razones: a) la gran susceptibilidad de la acei-
tuna al diptero en épocas cercanas a la cose-
chay, b) es un cultivo frecuentemente explo-
tado en dreas de montafa y, por tanto, pre-
sente en espacios de interés para la conser-
vacion de la naturaleza. Actualmente, los
Reglamentos autonémicos de Produccidn
Integrada de Olivar (ver, por ejemplo, la
Orden de 10 de julio de 2002, BOJA n° 88 de
27 de julio de 2002) recomiendan para com-
batir la mosca del olivo aplicaciones de par-
cheo, tras el periodo estival, del organofosfo-
rado Dimetoato en mezcla con proteina
hidrolizada, siguiendo un criterio de decisio-
nes basado en umbrales de tratamiento. Ello
da lugar a que sea el insecticida recomenda-
do y mds empleado en este cultivo (ALVARA-
Do et al., 1997; CIVANTOS, 1999).

El uso continuado de una misma materia
activa sobre las plagas conlleva, con gran

probabilidad, la aparicién de resistencias.
Las alternativas a los insecticidas utilizados
en Produccién Integrada requieren, no obs-
tante, del cumplimiento de los requisitos
ambientales supuestamente cubiertos por las
sustancias ya admitidas. El presente estudio
es la comprobacién del grado en que un tra-
tamiento-cebo a base de Imidacloprid, para
el control de Bactrocera oleae, representa un
impacto para las poblaciones de artrépodos
comparable con el de la ausencia de trata-
miento y con el de la aplicacién del estandar
en Produccién Integrada Dimetoato, cuyo
impacto sobre la comunidad de insectos ha
sido evaluado por diversos autores (RUIZ y
MuRNoz-CoBo, 1997; TORRELL et al., 1997,
VARELA y GONZALEZ, 2000; Ruiz y MONTIEL,
2002). Para ello se ha realizado un ensayo en
la provincia de Mdlaga centrado en la diver-
sidad y la abundancia de los artrépodos del
agrosistema y, particularmente, en las de
aquellas familias que resultan potencialmen-
te dtiles para la lucha bioldgica contra las
plagas del olivar.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién del presente estudio se
han seleccionado dos fincas ubicadas en el
término municipal de Villanueva del Trabuco,
localizado en la comarca Norte de la provin-
cia de Milaga. Ambas fincas, “Pozo Romdn”
y “El Molino”, son dreas homogéneas de oli-
var en explotacion cercanas entre si.

La finca denominada “Pozo Romdn” se
encuentra a una altitud de 800-820 m y estd
constituida por un olivar adulto de arboles
Hojiblancos con un marco de plantacién al
tresbolillo de 15 x 16 metros. La plantacion
estd sobre un suelo labrado en régimen hidri-
co de secano.

La finca “El Molino” estd situada a 720-
740 m de altitud y es un olivar joven de &rbo-
les de la variedad Picual, con un marco de
plantacién cuadrado de 7 x 7 metros, sobre un
suelo labrado en régimen hidrico de secano.

Los trabajos de campo se han llevado a
cabo entre el otoiio de 2004 (septiembre-
noviembre) y la primavera de 2005 (mayo).
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Cuadro 1. Calendario de actividades de campo.

Fecha Cédigo Actividad

27/09/04 T-0 Marcado de parcelas ¢ instalacion de trampas
30/09/04 T-0’/Aplicacion | Recogida de muestras y Aplicacién |
01/10/04 T+la Instalacién de trampas

04/10/04 T+l1a’ Recogida de trampas

11/10/04 Aplicacion 2 Aplicaci6n 2

12/10/04 T+1b Instalaci6n de trampas

15/10/04 T+1b Recogida de trampas

22/10/04 T+11 Instalacién de trampas

25/10/04 T+’ Recogida de trampas

02/11/04 T+22 Instalacién de trampas

05/11/04 T+22° Recogida de trampas

09/05/05 T+invierno_primavera Instalacion de trampas

12/05/05 T+invierno_primavera’ Recogida de trampas

El calendario de las actividades de campo
aparece recogido en el cuadro 1.

Para el estudio de la comunidad de artrépo-
dos se han delimitado dos zonas en cada finca,

Finca “Pozo Romén”

| | oeoeee |oepee |D D

PPOPY SPePe
POPOD SO
PP Soeee

Deeees | (eeeese |T T

PeOPYP S9OPY
POSOS SOPBPOe
PLPPP oy

Teeees |speses | I
*eoee |oseee
POPOP |00 ®
*oeoP |soeee

Zona A Zona B

cada una de las cuales ha constituido una repe-
ticiébn completa del ensayo. A su vez, cada
zona ha sido dividida en tres parcelas, siguien-
do los criterios sefialados a continuacién:

Fineca “El Molino”
PP SoPeee ||
PRPOPSPP PPOPH e
PRPOoRpPy  SPPOSP
PROPPe  SSPOPOPP
PRSP  SOPoeSe
PRPOPePH SpPeoee D
PPOoOPH e PPOP RS
(X X X-N N ] N X NN N ]
PPOSPP P PPDPRP
PPoPePP SO
PR  SSPeEee T
PROSPPe | DS
PP HOP | SPHPHPOSS
PROSOP S | S9DeSW
PPoeeP PPPPPP

Zona C Zona D

Figura 1. Distribucién de las zonas y de los tratamientos en las dos fincas utilizadas en el presente estudio. Con
numero se indican los drboles en los que se han colocado los tres tipos de trampas utilizadas en la captura de
invertebrados. T: parcela tratada con proteina hidrolizada. I: parcela tratada con Imidacloprid 20 LS y proteina
hidrolizada. D: parcela tratada con Dimetoato 40 Bayer EC y proteina hidrolizada.
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Figura 2. Dispositivos de captura empleados en el presente estudio. Cada uno de ellos estd constituido por dos placas
cromotrépicas, una amarilla y otra azul, y por una trampa de caida (“pit-fall”).

[) Parcela Testigo, ubicada dentro de una
banda de olivos tratados unicamente con
proteina hidrolizada, Buminal (proteina
hidrolizada 30 %) 500cc/ha.

2) Parcela Imidacloprid, ubicada dentro
de una banda de olivos tratados con una
solucién de Confidor 20 LS, cuya materia
activa es Imidacloprid, y proteina hidroliza-
da. La proporcién empleada ha sido Imida-
cloprid 20 LS 50 cc/ha + Buminal (proteina
hidrolizada 30 %) 500cc/ha.

3) Parcela Dimetoato, ubicada dentro de
una banda de olivos tratados con Dimetoato
40 Bayer EC y proteina hidrolizada. La pro-
porcion empleada ha sido 500 cc/ha + Bumi-
nal (proteina hidrolizada 30 %) 500cc/ha.

En la figura 1 se muestra cémo se han dis-
tribuido los diferentes tratamientos realiza-
dos en las dos zonas seleccionadas en cada
una de las fincas.

En la finca “Pozo Rom4n” la zona mues-
treada tiene una superficie de 28.800 m?2,
mientras que la finca “El Molino” incluye
8.820 mZ. Ello implica que el tamaifio de
cada parcela es de 4.800 m2 en el caso de la
primera finca y 1.470 m? en la segunda.

En la regién central de cada parcela se
han seleccionado tres drboles (figura 1), y en
cada uno de ellos han sido instaladas las
siguientes trampas siguiendo el método des-
crito por Ruiz y MoNTIEL (2000):

1. Una placa cromotrépica amarilla engo-
mada (figura 2) situada dentro de la copa
del 4rbol, en su parte orientada al sureste.
El dnico elemento atrayente de esta tram-
pa es el color, ya que ningin tipo de cebo
alimenticio ni sexual ha sido afiadido a la
placa.

2. Una placa cromotrépica azul (figura 2)
situada también en la zona suroriental de



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 32, 2006 743

Cuadro 2. Informacién sobre las condiciones ambientales y el estado de los cultivos existentes en cada finca
durante la realizacién de las aplicaciones fitosanitarias, asi como el tiempo invertido en las mismas.

Pardmetros Finca “Pozo Romdn” Finca “El Molino”
1“aplicacién 2% aplicacion 1" aplicacion 2%aplicacion
Fecha 30/09/2004 11/10/2004 30/09/2004 11/10/2004
Duracién 9:45-12:15 9:00-11:30 13:15-15:00 12:00-13:15
Temperatura del aire (°C) 29 15 30 18
Humedad relativa (%) 38 67 25 52
Nubosidad (%) 0 40 5 30
Viento Calma Calma Brisa Brisa
Temperatura del suelo (°C) 14 9 18 10
Suelo Seco Ligeramente himedo Seco Seco
FEstado del cultivo Fruto verde, Fruto verde, Fruto verde, Fruto verde,
tamano final tamapo final tamafo final tamaiio final

la copa de drbol, una vez mds con el dnico

poder atrayente que le confiere el color.
3. Una trampa de caida (“‘pit-fall”) (figura 2),

colocada a ras de suelo bajo la copa del
arbol y orientada hacia el sureste, consis-
tente en un recipiente plastico de 7 cm de
didmetro. En el interior de la trampa se ha
vertido un atrayente alimenticio compues-
to por una disolucién de 25 ml de 4cido
lactico, 25 ml de 4cido acético y 15 ml de
formaldehido al 40 % en 1000 ml de cer-
veza. Para evitar riesgos debidos a posi-
bles lluvias, a unos diez centimetros sobre
cada trampa se ha tendido una lamina de
plastico orientada perpendicularmente a la
direccion de mayor pendiente, y dispuesta
de modo que no interfiera con el acceso de
las presas al recipiente cebado.

Cada bateria de trampas ha sido instalada
en 6 ocasiones seglin el calendario mostrado
en el cuadro 1. Con estas seis fechas de
muestreo se ha pretendido conocer la situa-
ci6n de las poblaciones de insectos en las
tres parcelas en las circunstancias siguientes:
a) previa a los tratamientos (T-0), b) inme-
diatamente posterior a los tratamientos
(T+lay T+1b), y c) una vez transcurrido un
tiempo suficiente como para asumir que
dichas poblaciones han podido recuperarse
de los tratamientos fitosanitarios (T+11,
T+22 y T+"“invierno-primavera’). Antes de
comenzar el primer trampeo se han sefialado,

mediante cintas de pldstico, las dreas a some-
ter a cada una de las circunstancias que des-
criben las parcelas de Imidacloprid, Dimeto-
ato y Testigo, respectivamente.

En cada fecha de muestreo, las trampas
han sido retiradas del campo tres dias des-
pués de su instalacién para la identificaci6n
de las capturas. Los artrépodos procedentes
de trampas de caida se han conservado en
alcohol al 70%, mientras que las placas cro-
motrépicas se han mantenido congeladas
hasta el momento de la identificacion de sus
capturas.

En ambas fincas, la aplicacion de las dife-
rentes tesis fitosanitarias se llevé a cabo los
mismos dias. En el cuadro 2 aparece recogi-
do el tiempo invertido en cada aplicaci6n, el
estado de los cultivos y las condiciones
ambientales existentes en las dos fincas
durante la realizacién de las aplicaciones.

El equipo empleado para llevar a cabo las
aplicaciones ha estado constituido por un
pulverizador tipo mochila con un motor
Maruyama MS073D. La técnica de aplica-
cién ha sido tipo parcheo sobre la cara sur de
los olivos con un consumo de 50 litros de
caldo por hectérea.

La identificacién de los ejemplares captu-
rados se ha realizado, en la inmensa mayoria
de los casos, hasta la familia taxonémica. En
ocasiones, no obstante, tan sélo se ha deter-
minado hasta el nivel de orden o el de super-



744 M. A. FARFAN, J. C. GUERRERO, J. OLIVERO, J. IZQUIERDO, J. M. VARGAS

familia. Se ha seleccionado la familia como
categoria taxondmica de interés por el hecho
de que es f4cil de relacionar con una catego-
ria tréfica comtiin a la mayoria de las especies
que la componen. Esta caracteristica es esen-
cial para un trabajo sobre la comunidad de
artropodos del olivar, dado que son los habi-
tos alimenticios de cada especie los que con-
dicionan que la fauna de artrépodos del agro-
sistema sea o no potencialmente util para el
control biolégico de sus plagas. Las categori-
as tréficas en que han sido clasificados tales
hdbitos alimenticios son: fitétagos (consumi-
dores de materia vegetal viva), xil6fagos
(consumidores de madera), detritivoros (con-
sumidores de materia orgdnica en descompo-
sicién, tanto animal como vegetal), predado-
res (consumidores de otros animales que han
de capturar con vida), nectarivoros (consumi-
dores de néctares u otros liquidos superficia-
les), fungivoros (consumidores de hongos),
polifagos (omnivoros) y pardsitos (de otros
animales, lo cual incluye, para los fines de
este trabajo, a los parasitoides).

Con la relacién de los grupos taxonémi-
cos recolectados por cada trampa, y del
nimero de insectos en ellas pertenecientes a
cada grupo taxondémico, se ha procedido a
evaluar la influencia que la existencia de un
manejo determinado en el cultivo presenta
sobre dos caracteristicas de la comunidad de
invertebrados artropodos: la diversidad y la
abundancia. Esto se ha traducido en el cil-
culo, para cada arbol en que se ha instalado
una bateria de trampas, de los siguientes
pardmetros:

1. Diversidad de la fauna de artrépodos: esti-
mada como el niumero de grupos taxono-
micos de artrépodos, principalmente
familias, que aparece en las muestras.

2. Abundancia de individuos en la fauna de
artropodos.

Ambos pardmetros han sido calculados
teniendo en cuenta la totalidad de los grupos
taxonémicos recolectados, y también consi-
derando tan sélo aquellos grupos taxonémi-
cos que, por su comportamiento tréfico para-
sito o predador, pueden ser considerados tti-
les para la lucha biolégica.

Una vez calculados para cada trampa los
valores correspondientes a las dos variables
enumeradas, los valores resultantes han sido
analizados independientemente para cada una
de las fechas de trampeo. Se ha utilizado para
ello el andlisis de la varianza y las pruebas de
comparacién de medias LSD y Schetfé (SNE-
DECOR y COCHRAN, 1974). El analisis de la
varianza ha incluido como factores fijos la
tesis fitosanitaria y la finca, y como factor ale-
atorio la repeticion dentro de cada finca.

En caso de detectarse diferencias signifi-
cativas entre parcelas de tratamiento en el
primer trampeo, se han considerado dichas
diferencias a la hora de analizar los datos
procedentes de los muestreos posteriores al
tratamiento. De no hacerlo, se corre el riesgo
de interpretar como efectos de diferentes
estrategias fitosanitarias lo que, en realidad,
son diferencias faunisticas probablemente
asociadas a las condiciones microambienta-
les propias de cada parcela. Para ello se ha
incorporado la diversidad, o en su caso la
abundancia, de las faunas iniciales como
covariables en el andlisis de los datos poste-
riores al tratamiento.

Todo el proceso analitico de los datos
recogidos se ha desarrollado interpretando
como un solo dispositivo la combinacién de
las placas cromotrépicas azul y amarilla
junto con la trampa de caida.

Finalmente, de la relacién de grupos taxo-
némicos recolectados se han seleccionado
aquéllos cuya representacion, en la totalidad
del estudio, ha venido determinada por al
menos 30 individuos. La abundancia de
dichos grupos taxondémicos ha sido analiza-
da utilizando la misma metodologia descrita
anteriormente en relacién con la abundancia
de individuos totales. La dnica diferencia
metodoldgica ha consistido en la transforma-
cién de los valores de abundancia mediante
la siguiente expresion:

X=Vx+l

donde X es la variable utilizada como depen-
diente en el andlisis de la varianza y x es el
valor de abundancia sin transformar. Esta
modificacién es recomendable en casos en
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los que el evento analizado es poco abun-
dante y presenta en numerosas ocasiones el
valor O (SNEDECOR y COCHRAN, 1974).

RESULTADOS

Diversidad y abundancia de la entomo-
fauna recopilada

A lo largo del estudio se han capturado
35.401 individuos con representantes de 17
6rdenes distintos. Todos los individuos reco-
lectados han sido encuadrados en 97 grupos
taxonémicos diferentes (6rdenes, superfami-
lias y familias) (cuadro 3).

El mimero de ejemplares capturados que
pertenecen a grupos taxonémicos potencial-
mente ttiles para la lucha biolégica, considera-
dos asi por pertenecer a las categorias tréficas
“predadores” o “pardsitos”, asciende a 11.608.

En el cuadro 4 se muestra el niimero total
de 6rdenes en los que se integran los indivi-
duos capturados, asi como el nimero de
taxones y de ejemplares recogidos en los dis-
tintos trampeos.

Efecto de los tratamientos fitosanita-
rios sobre la diversidad y la abundancia
de la entomofauna

En Ia figura 3 se representa graficamente
los valores medios de la diversidad y la abun-
dancia (total y de artr6podos dtiles) en las
diferentes parcelas de tratamiento. En ellas se
observa el comportamiento mostrado por los
pardmetros analizados en las parcelas some-
tidas a distintas tesis fitosanitarias. Asi
mismo, en el cuadro 5 se muestran los resul-
tados obtenidos en los andlisis de la varianza.

Los resultados obtenidos en el trampeo
previo a la aplicacion de los tratamientos
ponen de manifiesto la homogeneidad inicial
de la fauna de artrépodos dentro de cada una
de las fincas utilizadas en el estudio, ya que
no es posible detectar diferencias significati-
vas entre parcelas de tratamiento.

Tampoco después de los tratamientos se
detectan diferencias significativas explica-
bles por las tesis fitosanitarias utilizadas.
Esto es asi para la abundancia y la diversidad
de artrépodos titiles y totales.

Tendencias detectadas en la abundan-
cia de las familias de artrépodos mas
representativas

En s6lo 46 de los 97 grupos taxonémicos
cuantificados se han observado al menos 30
individuos a lo largo del periodo de estudio.

Cuadro 3. Grupos taxonémicos de artrépodos hallados en las muestras, categoria tréfica y nimero de indivi-
duos capturados en cada uno de ellos.

ORDEN FAMILIA CATEGORIA TROFICA N° DE INDIVIDUOS
Araneae - predadores 504
Coleoptera Anobiidae xil6fagos 25
Anthicidae detritivoros 238
Aphodiidae detritivoros 14
Bruchidae fitéfagos 9
Buprestidae xil6fagos 13
Carabidae predadores 42
Chrysomelidae fitéfagos 8
Cleridae predadores 36
Coccinellidae predadores 152
Colydiidae predadores 1
Cucujidae detritivoros 7
Curculionidae fitéfagos 7
Dermestidae detritivoros 3
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Cuadro 3. Continuacién

ORDEN FAMILIA CATEGORIA TROFICA N°DE INDIVIDUOS
Malachiidae predadores 1
Mycetophagidae fungivoros 4
Nitidulidae detritivoros 166
Oedemeridae xiléfagos 1
Scarabeidae detritivoros 2
Serropalpidae xiléfagos 4
Staphylinidae predadores 350
Tenebrionidae fit6fagos 8
Collembola - detritivoros 133
Dermaptera - detritivoros 1
Dictioptera Blattidae polifagos 3
Diptera Agromyzidae fit6fagos 1.445
Anthomyiidae polifagos 2
Asilidae predadores 3
Bibionidae detritivoros 2
Calliphoridae detritivoros 1.205
Cecidomydae fitéfagos 4]
Ceratopoginidae hematofagos !
Chironomidae detritivoros 37
Chloropidae fitéfagos 136
Conopidae pardsitos 4
Culicidae hematéfagos I
Dolichopodidae predadores 90
Drosophilidae nectarivoros 1.814
Empididae predadores 287
Ephydridae detritivoros 100
Heleomyzidae detritivoros 902
Lauxaniidae detritivoros 33
Lonchaeidae pardsitos 5
Milichidae detritivoros 9
Muscidae polifagos 2.743
Mycetophilidae fungivoros 1.097
Otitidae detritvoros 2
Phoridae detritivoros 490
Sarcophagidae detritivoros 56
Scatophagidae predadores 45
Scatopsidae detritivoros 498
Sciaridae fungivoros 1
Sciomyzidae parésitos 267
Sepsidae detritivoros 5
Syrphidae predadores 112
Tachinidae parésitos 14
Tephritidae fitéfagos 53
Therevidae fité6fagos 15
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Cuadro 3. Continuacién i .
ORDEN FAMILIA CATEGORIA TROFICA N°DE INDIVIDUOS
Heteroptera Aradidae fungivoros 2
Cimicidae hemat6fagos 10
Cydnidae fitéfagos 1
Lygaeidae fitéfagos 64
Miridae fitéfagos 57
Pyrrhocoridae polifagos 1
Himenoptera Superf. Apoidea nectarivoros 645
Bethylidae pardsitos 7
Braconidae parésitos 792
Cephidae fitofagos 1
Superf. Chalcidoidea parasitos 6.237
Chrysididae pardsitos 8
Cimbicidae nectarivoros 9
Cynipidae fitétagos 3
Formicidae polifagos 382
Ichneumonidae pardsitos 411
Pompilidae predadores |
Superf. Proctotrupoidea pardsitos 3
Sphecidae predadores 26
Tenthredinidae fitéfagos 4
Vespidae polifagos 6l
Homoptera Aleyrodidae fitéfagos 466
Superf. Aphidoidea fitéfagos 2.495
Cercopidae fitéfagos 8
Cicadellidae fitofagos 594
Cicadidae fit6fagos 3
Cixiidae fit6fagos 3
. Supert. Coccoidea fitéfagos 75
Psyllidae fitéfagos 352
Isopoda - detritivoros 1
Isoptera - xil6fagos 5
Lepidoptera - fitéfagos 795
Neuroptera Chrysopidae predadores 346
Coniopterygidae predadores 1.843
Hemerobiidae predadores 20
Orthoptera Gryllidae fitofagos 9
Pseudoescorpiones - predadores 1
Psocoptera - polinivoros 124
Thysanoptera - fitéfagos 6.289

De éstos, sdlo nueve muestran diferencias sig-
nificativas entre parcelas de tratamiento: tres
predadores (las familias Carabidae, Coniop-

terygidae y Syrphidae), uno fitéfago (la
superfamilia Coccoidea) y cinco detritivoros
(las familias Anthicidae, Chironomidae, Hele-
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Figura 3. Valores medios de los cuatro pardmetros analizados en las diferentes parcelas de tratamiento. T1: testigo
finca Pozo Romén; 11: imidacloprid finca Pozo Romén; D1: dimetoato finca Pozo Romdn; T2: testigo finca El
Molino; 12: imidacloprid finca El Molino; D2: dimetoato finca El Molino.
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Figura 3. Valores medios de los cuatro pardmetros analizados en las diferentes parcelas de tratamiento. T1: testigo
finca Pozo Romdn: I1: imidacloprid finca Pozo Roman; D1: dimetoato finca Pozo Roman; T2: testigo finca El
Molino; 12: imidacloprid finca El Molino; D2: dimetoato finca EI Molino. (Cont.)
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Figura 3. Valores medios de los cuatro pardmetros analizados en las diferentes parcelas de tratamiento. T1: testigo
finca Pozo Romadn; 11: imidacloprid finca Pozo Romdn; D1: dimetoato finca Pozo Romén; T2: testigo finca El
Molino; 12: imidacloprid finca El Molino; D2: dimetoato finca El Molino. (Cont.)
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Cuadro 4. Datos referentes a las capturas realizadas en cada finca de estudio en las cinco fechas de trampeo, con-
siderando conjuntamente los ejemplares procedentes de las placas cromotrépicas amarillas, azules y los de las
trampas de caida.

FINCA “Pozo Romén” T+0 T+la T+1b T+11 T+22 T+iny_primav
N° de 6rdenes 12 11 11 13 13 13
N°de superfamilias y familias 50 45 43 55 52 59
N°de ejemplares 1.659 2416 1.372 2.301 2.230 3.581
N°superf. y fam. utiles 14 15 14 19 18 20

N° ejemplares titiles 636 1.190 440 1.282 819 881
FINCA “El Molino” T+0 T+la T+1b T+11 T+22 T+inv_primay
N° de érdenes 11 11 10 12 11 12
N°de superfamilias y familias 57 56 47 56 53 63

N’ de ejemplares 3332 1.889 2.467 5.298 2.801 6.091

N superf. y fam. titiles 19 18 17 17 18 21

N ejemplares iitiles 913 621 813 2.061 926 1.140

omyzidae, Nitidulidae y Sarcophagidae) (ver
el cuadro 6). La familia Anthicidae muestra
diferencias significativas previas a los trata-
mientos (T+0). En este caso, la abundancia
observada en el primer dia de muestreo ha
sido utilizada como covariable en los andlisis
de los datos de muestreos posteriores.

En las familias Carabidae y Coniopterygi-
dae se observan diferencias estadisticamente
significativas debidas a los tratamientos
inmediatamente después de la segunda apli-
cacién (T+1b) y en la ultima fecha de mues-
treo (T+inv_primav). Sin embargo, la com-
paracion dos a dos de las tesis fitosanitarias
no detecta estas diferencias. Esto indica una
cierta gradualidad en el modo en que se esta-
blecen las diferencias entre tratamientos; es
decir, si bien las tres estrategias difieren en
su efecto, no es posible ubicar saltos bruscos
entre ellas. En cualquier caso, hay que desta-
car que, para la familia Carabidae, el nime-
ro medio de individuos capturados es mayor
en las parcelas de Dimetoato y menor en las
de Imidacloprid. Para la familia Conioptery-
gidae, las parcelas con la media de indivi-
duos mds alta son las Testigo, seguidas, en
este orden, por las de Imidacloprid y las de
Dimetoato (ver el cuadro 7).

Para la familia Syrphidae, se aprecia que
21 dias después de la segunda aplicacion hay

significativamente mds individuos en las par-
celas tratadas con Imidacloprid que en las
parcelas Testigo (ver el cuadro 7).

Entre los fitéfagos, la superfamilia Coc-
coidea muestra diferencias significativas en
la segunda salida de campo (T+1a), inmedia-
tamente después de la primera aplicacién.
Tampoco aqui se obtienen diferencias signi-
ficativas al realizar las pruebas de compara-
cién dos a dos, sino que tales diferencias pre-
sentan un comportamiento de variacién gra-
dual, con capturas mayores en las parcelas
de Imidacloprid y menores en las de Dime-
toato (ver el cuadro 7).

Los detritivoros son la categoria tréfica con
un mayor nimero de grupos taxondémicos
presumiblemente afectados de forma diferen-
te por los distintos productos fitosanitarios.
En los Anthicidae, las diferencias ocurren en
T+22 y T+inv_primav, mientras que en la
familia Chironomidae tiene lugar en T+11.
Por dltimo, las diferencias relativas a las fami-
lias Heleomyzidae, Nitidulidae y Sarcophagi-
dae se observan en T+la, inmediatamente
después de la primera aplicacién. No obstan-
te, en ninguno de ellos se obtienen diferencias
significativas al comparar los tratamientos
dos a dos. En el cuadro 7 se muestran los
valores medios obtenidos para las familias
detritivoras en cada parcela de tratamiento.
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Cuadro 5. Resultados de los anilisis de la varianza de los cuatro pardmetros analizados en cada una de las
fechas de trampeo. F, = F de Fisher y Snedecor. P = significacién; n.s.: P20.05 (no significativa); *: P<0.05; **:
P<0.01. -: factor no interpretado por la obtencién de una F, negativa.

N°de grupos N° ejemplares N°de grupos N° ejemplares
taxonémicos taxonomicos ttiles ttiles
T+0
Finca F, 49,000 861,474 1,331 400,000
P n.s. * n.s. *
Zona F, 1,174 007 1,800 011
P n.s. n.s. n.s. n.s.
Tratamiento F; 736 179 177 ,027
P n.s. n.s. ns. n.s.
T+1a
Finca F 3,610 5,390 008 5,601
P n.s. n.s. n.s. n.s.
Zona F 313 381 420 588
P n.s. n.s. n.s. n.s.
Tratamiento F, ,187 009 326 059
P n.s. n.s. n.s. n.s.
T+1b
Finca F, 16,810 12,722 5,062 3,659
P n.s. n.s. n.s. n.s.
Zona F 750 ,549 - 179
P n.s. n.s. - n.s.
Tratamiento F, 14,333 1,246 4,742 1,894
P n.s. n.s. n.s. n.s.
T+11
Finca K 184,960 21,245 361,000 24,619
P * n.s. * n.s.
Zona F, - - - -
P - _ _ -
Tratamiento F, 027 ,105 3,000 817
P n.s. n.s. n.s. n.s.
T+22
Finca F 4,176 3,391 405 612
P n.s. n.s. n.s. n.s.
Zona K 1,949 1,936 2,077 1,594
P n.s. n.s. n.s. n.s.
Tratamiento F 961 2,005 3,912 1,341
P n.s. n.s. n.s. n.s.
T+inv_primav
Finca F, 9,000 32,248 gL 28,654
P n.s. n.s. n.s. n.s.
Zona F, 292 ,695 ,889 -
P n.s. n.s. n.s. -
Tratamiento F, ,897 1,902 ,259 ,200
P n.s. n.s. n.s. n.s.
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Cuadro 7. Valores medios de abundancia de los nueve grupos taxonémicos para cada una de las fecha de
muestreo en la que el andlisis de la varianza (ANOVA) ha detectado diferencias estadisticamente significativas.
T: parcela Testigo; D: parcela Dimetoato; I: parcela Imidacloprid.

T+la T+1b T+11 T+22 T+inv_primay
T D I T D T D I T D I T D I
Carabidae 1,07 1,19 1,04
Coniopterygidae 1,35 1,10 1,13
Syrphidae 1,12 1,40 1,62
Coccoidea 1,23 1,10 1,26
Anthicidae 1,07 1,00 1,07 1,22 1,66 1,23
Chironomidae 17 1,13 1,04
Heleomyzidae 1,46 1,62 1,33
Nitidulidae 1,21 1,40 1,51
Sarcophagidae 1,07 1.13 1,07
DISCUSION lugar a la existencia de zonas del olivar que

Para determinar la existencia de diferen-
cias estadisticamente significativas en la
diversidad y la abundancia, tanto de insectos
Utiles como totales, se han analizado de
forma independiente las capturas realizadas
en cada fecha de muestreo. Es decir, en nin-
gin momento se han mezclado datos de
fechas distintas en las que la fenologia de los
insectos podria encontrarse en estados dife-
rentes. Por estos motivos, se puede descartar
que la inexistencia de diferencias significati-
vas en los pardmetros analizados, entre par-
celas tratadas y parcelas Testigo, esté influi-
da por diferencias en el estado fenoldgico de
los grupos de insectos procedentes de las
distintas muestras.

En trabajos similares al descrito en el pre-
sente articulo (Ruiz y Muroz-Coso, 1997;
VARELA y GONZALEZ, 2000; Ruiz y MONTIEL,
2002; ADAN et al., 2005) se detecta una
influencia significativa de las aplicaciones
con Dimetoato sobre la entomofauna, si se
compara con lo observado en las parcelas
Testigo. Por esta razén, llama la atencién la
falta de diferencias observadas aqui entre el
conjunto de parcelas tratadas (cualquiera que
sea la materia activa utilizada) y las parcelas
Testigo. En los trabajos consultados, no obs-
tante, el tratamiento aplicado sobre los oli-
vos es total, y no de parcheo como los reali-
zados en el presente ensayo. El parcheo da

no quedan expuestas a los tratamientos, las
cuales pueden estar ejerciendo el papel de
reservorios de insectos que actuarfan como
fuente de los mismos, compensando y, por lo
tanto, enmascarando el efecto que los trata-
mientos pudiesen tener sobre su abundancia
y diversidad. Este fenémeno esta descrito en
VARELA y GONZALEZ (2000). Otra fuente
habitual de artrépodos ttiles que podria faci-
litar la recuperacién de sus poblaciones tras
un tratamiento fitosanitario es la vegetacién
adventicia, ya sea en cubiertas vegetales, lin-
deros o malas hierbas dentro del olivar. Sin
embargo, las parcelas en las que se ha lleva-
do a cabo el ensayo carecen de dichas estruc-
turas de vegetacion.

También destaca la inexistencia de dife-
rencias significativas entre las parcelas trata-
das con Dimetoato y las tratadas con Imida-
cloprid. Los resultados obtenidos por ADAN
et al. (2005) al analizar el efecto sobre la
entomofauna auxiliar de diferentes com-
puestos utilizados en el control de moscas de
la fruta, pusieron de manifiesto que las apli-
caciones cebo con Dimetoato resultan
mucho mads téxicas que las realizadas con
Imidacloprid. Esto se explica, segin dichos
autores, por el hecho de que Dimetoato es un
insecticida de amplio espectro con un poten-
te efecto por contacto, ademds de actuar por
ingestion (DE LINAN, 2004). Sin embargo, en
el presente ensayo no se ha detectado un
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efecto diferencial entre estos dos tratamien-
tos, sino més bien el comportamiento de
ambos productos fitosanitarios parece equi-
parable.

Por otro lado, el nimero de grupos taxo-
némicos cuya abundancia se muestra afecta-
da de forma diferente por ambas sustancias
es considerablemente bajo: s6lo nueve de los
46 grupos taxondémicos representados en el
estudio por mds de 30 ejemplares, es decir,
menos de la quinta parte. Los individuos
incluidos en dichos grupos representan apro-
ximadamente la décima parte del total captu-
rado a lo largo del estudio. Por otra parte, en
estos nueve grupos taxonémicos no es posi-
ble identificar una tendencia clara que per-
mita constatar que la abundancia de indivi-
duos sea mayor en las parcelas no tratadas
(Testigo) que en las parcelas tratadas, cual-
quiera que sea el producto fitosanitario
empleado. Concretamente, en el 27,3 % de
los casos la abundancia es mayor en las par-
celas Testigo, mientras que en el 72,7 % de
los casos restantes las mayores abundancias
se reparten por igual entre las parcelas trata-
das con Dimetoato y con Imidacloprid.

Como consideracién final, debido al tama-
o de las parcelas de tratamiento utilizado, no
se descarta la posibilidad de que haya existi-
do un cierto grado de deriva de artrépodos
procedentes de las parcelas Testigo.

CONCLUSIONES
I. El tamafio y la diversidad de la muestra

con la que se ha trabajado en el presente

ABSTRACT

ensayo, compuesta por 35.401 individuos
y 97 grupos taxondmicos distintos, han
posibilitado que los andlisis efectuados
estén sustentados en una matriz de datos
considerablemente sélida, lo que propor-
ciona robustez a los resultados obtenidos.

. En un periodo de ocho meses inmediata-

mente después de un tratamiento fitosani-
tario con Dimetoato e Imidacloprid para
el control de Bactrocera oleae (Mosca del
olivo), no se han detectado diferencias
estadisticamente significativas en la abun-
dancia y diversidad total de artrépodos, ni
en relacién con los grupos ttiles para la
lucha bioldgica, de las que pueda respon-
sabilizarse a la naturaleza activa de las
diferentes estrategias fitosanitarias pues-
tas en préctica en ¢l ensayo.

. A lo largo de ocho meses transcurridos a

partir de un tratamiento fitosanitario con
Dimetoato e Imidacloprid para el control
de Bactrocera oleae, tan s6lo la abundan-
cia de nueve grupos taxonémicos de los
46 considerados (el 19,6 %) se ve signifi-
cativamente afectada por los tratamientos.
Los individuos incluidos en dichos grupos
representan solamente el 9,8 % del total
capturado a lo largo del ensayo.

. En los nueve grupos taxonémicos en los

que la abundancia es afectada por los tra-
tamientos aplicados no siempre hay una
tendencia clara que permita constatar que
la abundancia de individuos sea mayor en
las parcelas no tratadas (Testigo) que en
las parcelas tratadas, ya sea con Dimetoa-
to o con Imidacloprid.

FARFAN M. A., J. C. GUERRERO, J. OLIVERO, J. IZQUIERDO, J. M. VARGAS. 2006. Effect

on olive grove arthropod communities of a bait-application with Imidacloprid 20 LS for
the control of Bactrocera oleae (Gmel.) (Diptera: Tephritidae), Olive Fruit Fly. Bol. San.
Veg. Plagas, 32: 739-756.

In this study we verify the effect of a bait-application on olive grove arthropods with
Imidacloprid for the control of Bactrocera oleae. We compare the results with those
obtained with the application of Dimethoate and with absence of any treatment. We
analysed in two different regions the diversity and abundance of the olive grove arthro-
pod communities within Malaga province (South Spain), particularly those taxonomic
groups useful for the biological control of olive grove plagues. To capture the arthropods
we used pit-fall traps and sticky yellow and blue traps. We captured 35.401 arthropods
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classified in 97 different taxonomic groups. We did not detect significant differences in
the diversity and abundance of the total arthropods neither in the taxonomic groups use-
ful for the biological control caused by the applications. Individually, we found signifi-
cant differences in the abundance of nine taxonomic groups only, aithough the abundan-
ce of individuals is not always higher in the plots with absence of treatment.

Key words: arthropod, confidor, dimethoate, experiment, impact, olive tree.
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Herbivoria diferencial frente al lepidoptero especialista
Phocides polybius phanias (Hesperiidae)

G. MAREGGIANI, A. GARAU

Phocides polybius phanias es un lepidoptero altamente especialista, cuyos hospe-

dantes se circunscriben a la familia Mirtaceae, particularmente Eucalyptus spp. Se ana-
1iz6 la herbivoria ocasionada por larvas de tercer estadio en un ensayo de eleccién sim-
ple. ofreciendo como alimento hojas de seis especies de Eucalyptus de cultivo frecuen-
te en la Ciudad de Buenos Aires, Argentina. Se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) entre los tratamientos. £. camaldulensis result la especie mis daiada mientras
que E. globulus fue la menos preferida. Estos datos se compararon con los de otro ensa-
yo efectuado con larvas de tercer estadio cuyo alimento consistié en material inerte
impregnado con un fagooestimulante y con uno de los metabolitos secundarios mayori-
tarios de Eucalyptus spp., el 1.8 cineol. El material tratado con fagoestimulante+1.8
cineol fue significativamente menos comido que el control (p<0.05). La preferencia dife-
rencial que P. polybius phanias mostré en el ensayo de eleccion simple con follaje,
podria entonces atribuirse a la concentracién diferencial de este compuesto en las espe-
cies de Eucalyptus ensayadas.

G. MarecGianil. Cét. Zoologia Agricola Fac. Agronomia UBA, Avda. San Martin 4453,
Bs.As., Argentina, email: mareggia@agro.uba.ar
A. Garau. Cét. Dasonomia, Fac. Agronomia UBA, Avda. San Martin 4453, Bs.As.,

Argentina

Palabras clave: Eucalyptus spp. 1.8 cineol. preferencias alimentarias.

INTRODUCCION

Phocides polybius phanias Burmeister
(Hesperiidae) es un lepidoptero olig6fago o
especialista cuyos hospedantes se circunscri-
ben a la familia Myrtaceae, particularmente
Eucalyptus spp. (LARRIERA URES, 1990)

Las larvas, de tipo eruciforme, presentan
franjas transversales amarillas sobre fondo
rojo, durante la mayor parte de su desarrollo
(Figura 1), recubriéndose de una capa cerosa
blanquecina en los tltimos estadios. Se las
encuentra sobre el follaje, o bien protegidas
en un refugio formado por las hojas o por
trozos semicirculares de ellas, que adhieren
mediante hilos sedosos producidos por la
propia larva (Figura 2). El perjuicio que pro-

ducen en el follaje es muy caracteristico
pues cortan la hoja desde el borde ocasio-
nando ausencia de secciones semicirculares
de tejido (Figura 3).

El patr6n de forrajeo de los insectos defo-
liadores es variable en funcion de numerosas
caracteristicas propias de las hojas, como por
ejemplo la edad (MEYER y MONTGOMERY,
1987), su valor nutritivo (Howard, 1987), su
dureza (FOLGARAIT y DAVIDSON, 1994) o la
presencia de ceras superficiales (FLOYD et
al., 1994). Del mismo modo, distintos com-
puestos secundarios tienen un efecto directo
en la defensa del follaje contra la herbivoria
(STONE y BACON, 1994).

Los eucaliptos tienen glindulas en sus
hojas que producen aceites esenciales cuyo
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Figura 1, Larva de P. polybius phanias
de 3¢r estadio.

rendimiento y composicién quimica varia
ampliamente entre especies, individuos o
€poca del afio (BARTON et al., 1989; STONE y
BacoNn, 1994; DoraN y BELL, 1994; WILDY
et al., 2000). La complejidad quimica del
patron de forrajeo de Eucalyptus spp. estd
regulada por distintos metabolitos secunda-
rios, que pertenecen principalmente a dos
grupos, los terpenos, entre los que se ubica el
1,8 cineol y un grupo definido de compues-
tos fenolicos, los diformylphloroglucinoles
(MOORE et al., 2004). El 1.8 cineol se
encuentra distribuido en hojas jovenes y
adultas de eucalipto (CLOSE et al., 2005) y su
actividad téxica y subletal ha sido evaluada
sobre lepidépteros como Spodoptera litura

(UL
l
5 & 10

1I1 12 13

Figura 3. Dano en semicirculos, causado por
P. polybius phanias en E. camaldulensis.

Figura 2. Refugio larval de P. polybius phanias
en E. camaldulensis.

Fabricius (IsMAN, 2000) y Ephestia kuehnie-
lla Zeller (ERLER, 2005).

Sobre la base de observaciones de campo
que mostraron diferente grado de herbivoria
por P. polybius phanias en distintas especies
de eucaliptos (MAREGGIANI et al., 2005b), asi
como por antecedentes bibliogrificos que
mencionan variaciones en la defoliacion
debida a otros insectos, de acuerdo con la
especie y subespecie considerada, en este
trabajo se analizé la herbivoria ocasionada
por larvas de tercer estadio cuya oferta de
alimento consistié en hojas de seis especies
de Eucalyptus de cultivo frecuente en los
alrededores de la Ciudad Auténoma de Bue-
nos Aires, Republica Argentina. Ademds, los
resultados de ingesta se compararon con los
registrados sobre material inerte impregnado
con fagoestimulante y con el monoterpenoi-
de 1,8 cineol, uno de los metabolitos secun-
darios mayoritarios de Eucalyptus spp.

MATERIALES Y METODOS

Se efectuaron dos grupos de bioensayos
de eleccién simple:

a. Herbivoria sobre material vegetal

El bioensayo, con un disefio completa-
mente aleatorizado, comprendié seis trata-
mientos, representados por las especies de
Eucalyptus en estudio (E. camaldulensis, E.
tereticornis, E. dunnii, E. sideroxylon, E.
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Figura 4. Vista parcial del bioensayo de herbivorfa
sobre material de Eucalyptus spp.

grandis y E. globulus). Cada repeticién estu-
vo constituida por una caja de petri con el
fondo cubierto por papel de filtro humedeci-
do, conteniendo hojas de peso y edad seme-
jante y una larva de tercer estadio de P. poly-
bius phanias (Figura 4). Se midié la superfi-
cie ingerida a las 24 y 48 h. Los resultados
fueron analizados a través de un ANOVA vy
se utiliz6 la prueba de Tukey (p<0.05) para
establecer diferencias significativas entre
tratamientos.

b. Herbivoria sobre material inerte
impregnado con 1,8 cineol

Se efectué un bioensayo con un disefio
completamente aleatorizado en cajas de petri
acondicionadas de igual manera que en el
punto anterior. Se realizaron cinco trata-
mientos, representados por trozos de papel
de filtro recortados del tamafio y forma de
una hoja e impregnados con sacarosa (fago-
estimulante) y una solucién aceténica de 1,8

Figura 5. Vista parcial del bioensayo de herbivorla
sobre material inerte impregnado con fagoestimulante
y con 1,8 cineol 0,1% (izquierda: control con
sacarosa, derecha: sacarosa + cineol).

cineol (standard comercial) en cuatro con-
centraciones: 0% (control), 0.1%, 1%, 10%
y 100%. Se dejé evaporar la acetona durante
una hora, con posterioridad a lo cual se
incorpor6 una larva de tercer estadio por
repeticién. Se midié la superficie ingerida a
las 24 h en el control y en el tratamiento con
0.1% cineol, ya que en los restantes trata-
mientos hubo mortalidad larval (Figura 5).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de los resultados mostré que la
ingestién de E. camaldulensis fue significa-
tivamente mayor (p<0.05) tanto a las 24h
como a las 48 h de iniciado el ensayo (Figu-
ras 6 y 7). Por su parte y también en ambos
momentos de observacion, E. globulus resul-
t6 la especie menos comida. Estos datos
coinciden con las observaciones realizadas
en campo, ya que desde 2004, fecha en que
comenzd a detectarse este lepidéptero en
parques de la ciudad de Buenos Aires, la
mayor parte de los dafios se han registrado
sobre E. camaldulensis (MAREGGIANI et al.,
2005a).

Las demds especies mostraron resultados
intermedios. A las 24 h y 48 h (Figura 6 y
Figura 7) no se registraron diferencias en la
ingesta de E. sideroxylon, E. tereticornis, E.
dunni 'y E. grandis y todas resultaron con
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Figura 6. Superficie foliar ingerida durante 24 hs
en hojas de distintas especies de Eucalyptus.
Letras distintas representan diferencias significativas
(p< 0.05). Cam: E. camaldulensis, Sid: E. sideroxylon,
Ter: E. tereticornis, Dun: E. dunni, Gra: E. grandis,
Glo: E. globulus.

menor grado de dafio que E. camaldulensis.
Sin embargo, a las 48 h se manifestaron dife-
rencias significativas entre E. dunni, E.tereti-
cornis y E. grandis con E. globulus.

En un ensayo comparativo con siete espe-
cies de eucalipto en relacion con la defolia-
cién por hormigas podadoras VENDRAMIN et
al. (1995) no observaron diferencias entre F.
grandis, E. dunni y E. camaldulensis, ocu-
pando todas ellas posiciones intermedias de
preferencia; mientras que E. grandis resultd
la segunda especie menos preferida.

Por su parte, QUEIROZ SANTANA y DOS
ANJOS (1989) tampoco encontraron diferen-
cias en el ataque de hormigas entre E. camal-
dulensis, E. dunni y E. tereticornis, si bien E.
tereticornis fue menos dafiada por una espe-
cie de hormiga en particular. Segiin VENDRA-
MIN et al. (1995) la variabilidad en los resul-
tados de preferencia entre distintos autores
podria asignarse a posibles diferencias entre
los origenes genéticos del material utilizado,
observacién que en parte coincide con la de
otros autores que observaron distinta suscep-
tibilidad a la defoliacién segin la poblacién
de Eucalyptus en estudio (JOHNS et al., 2004).
E. sideroxylon contiene sideroxylonal, meta-
bolito que modifica el comportamiento de
forrajeo de folivoros arbdreos (WIGGINS y
MARSH, 2006) y que podria haber intervenido
en el caso de estos herbivoros.

500
c

400 48n
300 b b
b b
200
a
100 H
gl I ' !
Sid Gra Ter Dun Glo

Cam

Especies

Figura 7. Superficie foliar ingerida durante 48 hs
en hojas de distintas especies de Eucalyptus.
Letras distintas representan diferencias significativas
(p< 0.05). Cam: E. camaldulensis, Sid: E. sideroxylon,
Ter: E. tereticornis, Dun: E. dunni, Gra: E. grandis,
Glo: E. globulus.

El menor dafio observado sobre E. globu-
lus podria deberse posiblemente al alto tenor
de 1,8 cineol presente en su aceite esencial,
cuya toxicidad ha sido verificada sobre pla-
gas de granos (LEE et al., 2004). Los herbi-
voros que se especializan sobre un reducido
rango de hospedantes, como es el caso de P.
polybius phanias, frecuentemente emplean
los terpenoides de sus plantas huéspedes
como claves para ayudar en la localizacién
del hospedante. Los monoterpenoides como
el cineol, por su volatilidad, intervienen
como claves para que las hembras de algunos
lepiddpteros localicen la especie de Eucalyp-
tus mds apropiada para realizar sus posturas
(STEINBAUER y SCHIESTL, 2004). Algunas lar-
vas de lepidépteros presentan en su intestino
oxigenasas dependientes del citocromo P-
450 que permiten su detoxificacion, adecudn-
dolo como alimento (GERSHENZON y CROTE-
AU, 1991). Este proceso tiene un costo meta-
bélico que debe ser compensado por el bene-
ficio que otorga, y que se ha evaluado en
algunos marsupiales folivoros que se espe-
cializan en FEucalyptus (KROCKENBERGER,
1988). El mecanismo de detoxificacién
podria explicar la diferente respuesta en la
preferencia de una misma especie de eucalip-
to segtin el herbivoro de que se trate.

En nuestro ensayo, las larvas que recibie-
ron concentracién de cineol puro mostraron
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100% de mortalidad a la hora de exposicién,
mientras que a 10 y 1% se registraron valores
de mortalidad que oscilaron entre 50 y 20 %
respectivamente. En el tratamiento 0.1%,
que no caus$ efectos letales, la superficie
ingerida fue 9,8 veces mayor para el control
impregnado con sacarosa (ingesta promedio
de 40,2 mm? ) en comparacién con el trata-
do con sacarosa y cineol 0,1% (ingesta pro-
medio de 4,1 mm?2). Estas diferencias lleva-
rian a suponer que este metabolito, en dife-
rentes concentraciones seglin la especie de
Eucalyptus, podria actuar modulando la
aceptacién de la fuente de alimento. En tal
sentido, las diferencias en el contenido de
1,8 cineol que se citan para E. globulus y E.
camaldulensis e incluso E. grandis (PAPPAS
y SHEPPARD-HANGER, 2000; BARTON et al.,
1989; FLOYD et al., 1994; BASER et al., 1998)
coincidirfan con los niveles de dafio observa-
dos en nuestro ensayo.

Las preferencias aqui observadas también
podrian haber resultado influenciadas por
otros factores como palatabilidad, dureza y

ABSTRACT

contenido hidrico de las hojas asi como por
la presencia de pelos o ceras en la superficie
(HowarDp, 1987). Para ponderar adecuada-
mente su efecto, se hacen necesarios estu-
dios adicionales que definan la importancia
relativa de los factores quimicos y fisicos en
la seleccién del alimento.

CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias significativas
en el nivel de dafio causado por Phocides
polybius phanias (Hesperidae) en hojas de
distintas especies de eucalipto. El contenido
de 1,8 cineol, un importante metabolito
secundario tipico del género Eucalyptus,
podria explicar la preferencia diferencial
hacia las seis especies analizadas.
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MAREGGIANI G., A. GArAU. 2006. Differential herbivory of the specialist lepidoptera
Phocides polybius phanias (Hesperiidae). Bol. San. Veg. Plagas, 32: 757-762.

Phocides polybius phanias is a lepidoptera with high specialization, whose hosts
belong to the Myrtaceae family, particularly Eucalyptus spp. Leaves of six Eucalyptus
species frequently planted in Buenos Aires city, Argentina, were offered to third instar
larvae to analyze herbivory in a single choice test. Significant differences (p< 0.05)
among the treatments were found. E. camaldulensis was the most damaged species
while E. globulus was the less preferred. These data were compared with another test
with third instar larvae which were offered an inert material treated with a phagostimu-
lant+1,8 cineol, one of the principal secondary compounds in Eucalyptus spp. The mate-
rial treated with 1,8 cineol+phagostimulant was significantly less eaten than the control
(p<0.05). The differential preferences that P. polybius phanias showed in the foliage sin-
gle choice test could then be attributed to different concentrations of this compound in

the Eucalyptus tested.

Key words: Eucalyptus spp, 1,8 cineol. feeding preferences.
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OTROS TEMAS

Incidencia del empleo de insecticidas piretroides sobre la
presencia de acariosis (Acarina, Eriophidae) en olivares de la

provincia de Jaén

M. Ruiz TORRES, A. MONTIEL BUENO

Con el fin de comprobar si existe alguna correspondencia entre el uso continuado de

insecticidas piretroides y la aparicion de sintomas de acariosis en olivar, se ha realizado
una prospeccién en 365 olivos distribuidos en 73 fincas de la provincia de Jaén. El tra-
bajo se ha llevado a cabo en 2004 y 2003, sobre fincas que hubieran empleando delta-
metrina, alfacipermetrin, lambdacihalotrin o dimetoato, al menos en los tres ultimos
aios. Ademds, se tuvieron en cuenta otros factores que pudieran influir en la plaga, como
el hecho de ser explotaciones de secano o regadio, y el sistema de manejo de suelo
(cubierta vegetal, laboreo y no laboreo).

El riego y el tratamiento con deltametrina son las variables que explican casi el 60%
de los casos de acariosis.

Cuando se ordenan los resultados por tipo de manejo de suelo y por régimen de riego
0 secano, se obtienen dos extremos claros: por un lado las fincas tratadas con deltametri-
na, que exhiben los mayores valores de presencia de acariosis en la mayoria de variables:
riego, secano y no laboreo, y por otro, las tratadas con dimetoato, con los menores valores
en casi todas las variables menos el manejo con cubierta vegetal. Entre ambos extremos,
las fincas tratadas con alfacipermetrina, que se asemejan a las tratadas con deltametrina,
y las fincas tratadas con lambdacihalotrin se asemejan a las tratadas con dimetoato.

El tipo de manejo de suelo no influye en la presencia de sintomas de acariosis.

Se sugiere la conveniencia de haber tenido en cuenta la fertilizacién nitrogenada
como una variable més para explicar la presencia de acariosis.

M. Ruiz Torres, A. MONTIEL BUENO. Laboratorio de Produccién y Sanidad Vegetal.
Cerro de los Lirios s/n. 23005 JAEN.

Palabras clave: Impacto, deltametrina. alfacipermetrina, lambdacihalotrin, 4caros.

INTRODUCCION

El manejo integrado de plagas en el culti-
vo del olivar cuenta con un reducido ndmero
de insecticidas, de los que el dimetoato, sien-
do el mas empleado, queda fuera del Anejo 1
de la Directiva 91/414 (85). Ante la posible
situacion de falta de materias activas para
hacer frente de manera eficaz a las diferentes
plagas del olivar, se ha intentado impulsar el
empleo de determinados insecticidas pire-
troides que actualmente estdn registradas
para el olivar, e incluidas en el Anejo 1 de la

Directiva 91/414 (85), pero con un uso muy
limitado. Este empleo mds generalizado de
sustancias piretroides ha provocado el recelo
de especialistas, por el fuerte impacto sobre
la entomofauna (MUELLER-BEILSCHMIDT,
1990). La reglamentacién referente a Pro-
duccién Integrada es confusa al respecto,
pues en la actualidad hay comunidades auté-
nomas que permiten el uso de algunos insec-
ticidas piretroides, y otras comunidades
auténomas no lo permiten.

Por otro lado, la realidad del sector indica
que, independientemente del criterio de los
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Figura 1. Sintomas de acariosis en hoja del olivo.
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especialistas, el consumo de insecticidas
piretroides en olivar se ha disparado en los
dltimos afios.

Con este trabajo se pretende analizar si
existe alguna relacién entre el uso continua-
do de las materias activas mds empleadas
(como son la alfacipermetrina, deltametrina
y lambdacihalotrin) y la aparicién de sinto-
mas de acariosis.

La acariosis en olivares adultos es una
patologia provocada por diversos 4caros
eriéfidos, de los cuales el mds relevante es
Aceria oleae (GONZALEZ et al. (1999),
PAPAIOANNOU-SOULIOTIS y MARKOYIANNAKI-
PrinTZIOU, 2003). Como tal patologia no
reviste importancia salvo en determinadas y
escasas situaciones (ALVARADO et al., 2004),
en que puede afectar a la aceituna de mesa.
Su hipotética vinculacién al empleo de pire-
troides podria arrojar informacién sobre el
impacto de estas sustancias sobre el cultivo
del olivar.

MATERIAL Y METODOS

Para comprobar si existe algdin tipo de
correspondencia entre la aparicién de sinto-
mas de acariosis y la aplicacién habitual de
insecticidas piretroides se han realizado
prospecciones visuales en olivares de los que
se tenfa la informacién acerca de los insecti-
cidas empleados desde el afio 2000/ 2001. La
presencia de acariosis se encuentra influida
por diferentes factores ambientales, por lo
que se han buscado cultivos sujetos a distin-
to manejo de suelo y en régimen de secado y
regadio, que hayan sido objeto de aplicacio-
nes habituales de lambdacihalotrin, alfaci-
permetrina, deltametrina o dimetoato. Los
tratamientos con estas sustancias han sido
mayoritariamente contra las generaciones
fil6fagas, ant6fagas y/o carpéfagas de Prays
oleae. Ademds, en unas pocas ocasiones se
han empleado contra Phloetribus scarabae-
oides y en una contra Otiorrhynchus cribri-
collis. En muchas de las fincas tratadas con
piretroides se hacian mdas de un tratamiento
anual. En cambio, entre las que han emplea-
do dimetoato para los mismos usos, son fre-

cuentes las fincas en las que ha habido algin
afio sin aplicacién de insecticidas.

La prospeccién ha consistido en analizar
diez brotes en cada uno de los cinco arboles
tomados al azar en cada finca. Los brotes se
seleccionaban en todas las orientaciones, a
la altura de la cabeza, y en ellos se busca-
ban los sintomas de ataque caracteristicos
de la acariosis (deformaciones y abolladu-
ras en hojas y yemas, Figura |). La explo-
racién visual ha sido llevada a cabo por la
misma persona. En este muestreo visual de
campo se anotaba sélo presencia o ausencia
de sintomas en cada brote. El resto de infor-
macién anotada que se ha considerado a
efectos de analisis, ha sido: tipo de insecti-
cida empleado, régimen de riego o secano y
manejo de suelo (laboreo, no laboreo y
cubierta vegetal).

Para los andlisis estadisticos, la unidad
empleada ha sido la presencia de acariosis en
un arbol, expresada como el nimero de bro-
tes con sintomas dividido entre diez.

Tras la normalizacién de datos, mediante
la raiz (x+1)!/2 se ha empleado el anlisis de
varianza y la posterior prueba de compara-
cién miltiple de Scheffé, para comparar la
presencia de acariosis segun los diferentes
criterios considerados (tipo de insecticida,
régimen de cultivo y manejo de suelo).

Para comprobar la importancia de cada
variable considerada en la presencia de aca-
riosis, se ha llevado a cabo una clasificacion
mediante un anélisis de funcién discriminan-
te. Se ha empleado el paquete informético
SPSS 11.5 (FERRANZ, 1996).

RESULTADOS

Se han visitado un total de 73 fincas ubi-
cadas en diferentes comarcas olivareras de la
provincia de Jaén, tanto de campifia como de
sierra. Los resultados de todas las prospec-
ciones se presentan en el Cuadro 4. Los
muestreos se han desarrollado entre junio y
noviembre de 2004 y en junio de 2005. Los
365 4rboles muestreados (cinco en cada
finca) se distribuyen entre las variables con-
sideradas segtin se muestra en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Ndmero de arboles muestreados en régimen de riego (R) o secano (S), con cubierta vegetal (C),
no laboreo (NL) o laboreo (L) y para cada una de las materias activas consideradas: alfacipermetrina (A),
lambdacihalotrin (LA), deltametrina (DE) y dimetoato (Di).

R S Total A LA DE Di
Total 145 220 75 130 95 65
C 15 35 50 10 30 0 10
NL 85 80 165 25 90 5 45
L 45 105 150 40 10 90 10
R S
A 40 35
LA 45 85
DE 45 50
Di 15 50

La media de brotes con sintomas de ata-
que ha sido de 27.5% para el caso de las fin-
cas tratadas con lambdacihalotrin, 44.9%
para las fincas tratadas con alfacipermetrina,
46.3% para las tratadas con deltametrina y
18.8% para las fincas con tratamiento de
dimetoato. Estas medias difieren significati-
vamente entre si en todos los pares de com-
paraciones salvo en el caso de la alfaciper-
metrina con la deltametrina (F=16.85;
Scheffé, p<0.99) y el dimetoato con el lamb-
dacihalotrin (F=16.85; Scheffé, p<0.24).

Cuando se han ordenado los resultados
por diferentes tipos de manejos de suelo
(Cubierta vegetal, labrado y no labrado),
independientemente de los tratamientos
insecticidas, la media de brotes con sintomas
no difieren estadisticamente entre si. En las
fincas con cubierta vegetal, la media de bro-
tes con sintomas de ataque es del 29.6%, en
las fincas con labrado es del 38.9% y en las
fincas con no laboreo es del 31.8%.

Por iltimo, cuando se han analizado los
casos por régimen de riego o secano, se
encuentran diferencias estadisticamente sig-
nificativas (F=21.06; p<0.000). La presencia
media de brotes con sintomas de ataque en
las fincas de riego, es del 43.5% y en las fin-
cas de secano, del 28.4%.

En el Cuadro 2 se presentan los valores
medios de la presencia de sintomas de ata-
que en brotes, ordenando los drboles segiin
su tipo de manejo de suelo y su condicién de
riego o secano.

Como puede apreciarse, casi en todas las
formas de ordenar los datos, se encuentran
dos extremos bien diferenciados estadistica-
mente (Cuadro 3), por un lado las fincas con
tratamientos de dimetoato, que presentan la
menor cantidad de brotes con acariosis, fren-
te a las fincas con deltametrina, que exhiben
los mayores porcentajes de brotes afectados.

Para dilucidar la proporcién de ataque
debida a los tratamientos insecticidas y la

Cuadro 2. Porcentaje de brotes con sintomas de ataque de acariosis. El significado del encabezamiento de filas y
columnas, segin se muestra en el Cuadro 1.

LA A Di DE

R 349 57 15.3 49.6

S 23.5 31.1 19.8 434
NL 32.6 52 13.6 82

L 25 35.8 16 443
C 13 64 45 -

Total 27.5 449 18.8 46.3
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Cuadro 3. Valores de la comparacién miiltiple Scheffé en los diferentes ANOVASs realizados, cuyos resultados
son: RIEGO, F=7.97, p<0.000; SECANO F=7.66, p<0.000; LABOREO, F=3.85, p<0.01; NO LABOREO,

F=16.94, p<0.000 y CUBIERTA, F=12.07; p<0.000. En rojo, las diferencias estadisticamente significativas.

Di DE LA
A 0,001 0.836 (0
Riego Di 004 0.205
DE 0.182
A 0.227 0.341 0.506
Secano Di 1) A0 0.863
DE (.06
A 0.279 0.56 0.79
Laboreo Di (.04 0.90
DE 0.31
A 00100 0.17 (0,03
No Laboreo Di TN ()01
DE 0o
A 0.39 - () (MM
Cubierta Di - (.02
DE

proporcion debida al régimen de riego, se
han llevado a cabo andlisis de funcién discri-
minante, con el que se consigue distinguir el
conjunto de variables que mejor explica el
conjunto de resultados.

Teniendo en cuenta la totalidad de los
arboles prospectados, las variables RIEGO y
DELTAMETRINA (por orden de importan-
cia) son las Unicas que se escogen para cons-
truir dos funciones que explicarian el 57.9%
de los casos.

Al considerar solo los drboles en fincas de
secano, dnicamente la variable DELTAME-
TRINA es seleccionada para explicar el
68.6% de los casos.

Al considerar sélo los casos de fincas de
riego, las variables que selecciona el anélisis
de funcién discriminante son ALFACIPER-
METRINA y DELTAMETRINA, y ambas
explican el 51.4% de los casos.

Teniendo en cuenta sélo los casos de fin-
cas en las que se practica el laboreo, la varia-
ble que se escoge es DELTAMETRINA,
explicando el 53.4% de los casos.

En los é4rboles de fincas con no laboreo
como técnica de manejo de suelo, la funcién
discriminante que se construye para clasifi-

car los casos escoge las variables DIMETO-
ATO y LAMBDACIHALOTRIN, que expli-
can el 62.4% de los casos.

Por dltimo, considerando sélo las fincas
en las que mantienen una cubierta vegetal
como forma de manejo del suelo, las varia-
bles escogidas para las funciones discrimi-
nantes son LAMBDACIHALOTRIN,
SECANO y DIMETOATO, y explican el
81.3% de los casos.

DISCUSION

Las relaciones depredador-presa suelen
ser modificadas por los piretroides (MUE-
LLER-BEILSCHMIDT, 1990), puesto que pre-
sentan unas DLsy mds bajas para los depre-
dadores. En el caso de los 4caros fitoseidos,
depredadores eficaces de otros 4caros fitéfa-
gos, los valores de DL, pueden llegar a ser
hasta quince veces menores que para las pla-
gas que controlan, hecho que explica ia tre-
menda sensibilidad al tratamiento con pire-
troides de este equilibrio depredador-presa
en la comunidad de acaros (ESPINHA et al.,
1998; Sato et al., 2001; VILLARONGA y GAR-
ciA-MaRI, 1988). ZacHARDA (2001) otorga a
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los fitoseidos el cardcter de bioindicadores
de las perturbaciones producidas por los tra-
tamientos pesticidas. La presencia de varias
especies de fitoseidos en olivar ha sido docu-
mentada por GONZALEZ et al. (1999) en Sevi-
lla y por PAPAIOANNOU-SOULIOTIS y MARKO-
YIANNAKI-PRINTZIOU (2003) en Grecia.

Los olivares tratados con deltametrina son
los que presentan una mayor frecuencia de
acariosis, hecho corroborado por el andlisis
discriminante, puesto que la deltametrina es la
variable que més se escoge para construir las
funciones que clasifican los casos correcta-
mente en dicho andlisis discriminante. Posi-
blemente el impacto de los piretroides sobre
los fitoseidos sea la causa de este incremento
significativo de los sintomas de acariosis.
VILLARONGA y GARCiA-MARI (1988) descri-
ben el fuerte impacto que tiene la aplicacién
de deltametrina sobre este grupo de 4caros en
avellano, y SATO et al. (2001) en citricos.

El empleo de alfacipermetrina y de lamb-
dacihalotrin no parece estar detrds de la pre-
sencia de acariosis, al menos cuando se consi-
deran todos los casos. El andlisis discriminan-
te muestra que los valores altos de acariosis en
el caso de la alfacipermetrina se deben a la
presencia de riego en las fincas prospectadas.

El riego es la otra variable que ayuda a
clasificar correctamente los casos en el an4-
lisis discriminante. Los drboles presentes en
fincas de riego tienen un 43.5% de brotes
con acariosis, frente al 28.4% de las fincas
de secano. Esta circunstancia es ldgica
teniendo en cuenta que la aplicacién de rie-
gos tiene como consecuencia inmediata un
crecimiento rapido, con tejidos jévenes que
tardan un tiempo en lignificarse, hecho que
favorece el ataque de Aceria oleae.

El porcentaje de casos bien clasificados
por las variables consideradas en todos los
anélisis discriminantes, deja un margen bien
amplio de casos que no es explicado por nin-
guna variable de las nueve consideradas (cua-
tro insecticidas, riego o secano y tres tipos de
manejo de suelo), lo que sugiere que habria
que haber tenido en cuenta otras, como puede
ser el aporte de abonos nitrogenados y la
forma y época de abonado, dada la importan-
cia que tiene este nutriente, junto al riego, en
el crecimiento vegetativo del olivo, lo que
favoreceria la presencia de Aceria oleae.

Por ltimo, mencionar el hecho de que el
tipo de manejo de suelo no parece estar detrds
de la presencia de sintomas de acariosis.

Cuadro 4. Resultados de la prospeccién de acariosis, expresados como niimero de brotes con sfntomas dividido
entre diez. LA: lambdacihalotrin, A: alfacipermetrina, D: dimetoato, DE: deltametrina, NL: No laboreo, L:
laboreo, C: cubierta, R: riego y S: secano.

Arbol | Arbol 2 Arbol 3 Arbol 4 Arbol 5 Insect. Suelo Riego
0,8 0,5 0.8 0 0,3 LA NL S
0,6 0,6 0,2 0,1 0,5 LA NL S
0,3 0,3 0,5 0,2 0,2 LA NL R
0,4 0,4 04 0,4 0,6 LA NL S
0,8 0,5 0,5 09 0,8 LA NL R

0 0 0,2 0.2 0 LA NL S
0,5 0,5 0.5 0,2 0,5 LA NL R
0,1 0,9 0,3 0 0,4 LA NL S
0.4 0.3 0,3 0,6 0,4 LA NL R
0,9 0.8 0,8 0,8 0.8 LA NL R
0,5 0.5 0,1 0,2 0,1 LA NL S
0,3 0,4 0,4 0,9 0,3 LA NL S
0,4 0,2 0.4 0,4 0.4 LA L S

0 0,1 0,2 0,2 0 LA NL S
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Cuadro 4. Resultados de la prospeccién de acariosis, expresados como nmimero de brotes con sintomas dividido
entre diez. LA: lambdacihalotrin, A: alfacipermetrina, D: dimetoato, DE: deltametrina, NL: No laboreo, L:

laboreo, C: cubierta, R: riego y S: secano. (Continuacién)

0,3 0,5 0,7 0,7 0,6 LA C S
0,3 0,1 0,1 0,1 0.1 LA L S
0,1 0.3 0,1 0 0,2 LA NL S

0 0,1 0 0 0.1 LA C S
0,1 0,2 0 0 0 LA C S
0,1 0 0.2 0 0,1 LA C S

0 0 0 0 0,1 LA C S

0 0 0 0,1 0 LA C S
0,1 0,4 0,4 0 0.2 LA NL R
0,3 0 0 0,1 0,2 LA NL R
0,1 0,1 0,1 0,3 LA NL R

0 0,1 0 0 LA NL R
0,9 [ 0.8 0.8 | A C R

0 0 0 0,2 0,3 A NL R
0,8 0,8 0,8 0,8 0,9 A NL R
0.8 0,2 0,6 0.6 0.5 A L S
0,1 0,3 0,1 0.2 0,3 A L S
0,9 0.6 1 1 0,9 A NL R
0,7 0,1 0,6 1 1 A L R

0 0,2 0,1 09 0,7 A C R
0,7 0,9 0,7 0,6 0,9 A NL R
0,1 0 0,1 0 0 A NL R
0,1 0,1 0,2 0,3 0,2 A L S
0,3 0 0,1 0,1 0 A L S
04 0,3 0,2 0,7 0.6 A L N
0,6 0,3 0,4 0,3 03 A L S
0,2 0,3 0,2 0,5 0,5 A L S
0,1 0,1 0 0 0,1 D C R

0 0 0,1 0,1 0,1 D NL R
0,1 0.2 0,1 0,1 03 D NL S
0,3 0.5 0 0.4 0,5 D NL R
0,3 0,2 0,3 0,1 0,3 D L S
0,9 0,7 1 0.8 0,8 D C S
0,4 0,1 0 0 0 D NL S

0 0 0.1 0 0.2 D NL S
0.4 0,2 0,2 0,2 0,2 D NL S

0 0 0 0 0,2 D NL S

0 0 0 0 0 D NL S

0 0,3 0 0.1 D L S

0 0,1 0,7 0,1 0,2 D NL S
0,4 0,4 0,5 0,6 0.4 DE L R
0,8 0,7 0,8 0,8 0,6 DE L R
0,2 0,1 0,6 0,8 0,4 DE L S
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Cuadro 4. Resultados de la prospeccién de acariosis, expresados como niimero de brotes con sintomas dividido
entre diez. LA: lambdacihalotrin, A: alfacipermetrina, D: dimetoato, DE: deltametrina, NL: No laboreo, L:
laboreo, C: cubierta, R: riego y S: secano. (Continuacién)

0.1 0,1 0,1 0,1 0,4 DE L R
0,3 0,] 0,3 0,3 0,2 DE L R
0,5 0,7 0,6 0,5 0,5 DE L R
0.4 0 0 0 0,1 DE L R

| 08 0.9 0,9 0,9 DE L R
0,2 0,5 0.8 0.6 0,3 DE L R
0.1 0,2 0 0,2 0,3 DE L S
0,1 0 0 0,2 0 DE L S
0,1 0,2 0 0 0 DE L N
0,5 0 0,2 0 0 DE L S
0.8 0,4 0,6 0,9 0,7 DE L S
0,9 0,6 0,2 0,5 0,2 DE L S
0,9 1 1 1 DE L S
0,7 0.8 0,6 1 1 DE NL R
0.6 0,6 0,7 0,6 0,2 DE L S
0,6 1 0.7 0,9 0,9 DE L S

CONCLUSIONES Como se indica en el apartado anterior, en

Para todas las variables de cultivo consi-
deradas (sistemas de manejo de suelo y
secano/regadio), las fincas tratadas con
deltametrina, presentan unos ataques de
acariosis significativamente mayores, que
las tratadas con otros piretroides o con
dimetoato.

En la misma situacién anterior, las fincas
tratadas con alfacipermetrina o con lambda-
cihalotrin, presentan ataques de acariosis de
intensidad inferior a las tratadas con delta-
metrina y superior a las tratadas con dimeto-
ato, y en el orden expuesto.

ABSTRACT

las fincas tratadas con el insecticida clésico
en olivar (dimetoato), los ataques de acario-
sis son inferiores a los observados en las fin-
cas tratadas con piretroides.

Un factor agronémico, el riego, aparece
claramente como un factor de gran impor-
tancia en el incremento de los ataques de
acariosis, del mismo rango que los trata-
mientos repetidos con deltametrina.

La influencia de la fertilizacién nitrogena-
da no ha podido evaluarse puesto que la
informacién de la que se disponia era insufi-
ciente para el conjunto de fincas visitadas,
pero posiblemente tenga un papel relevante.

Ruiz Torres M., A. Montiel Bueno. 2006. Relations between piretroids insecticides
use and damage by mite Aceria oleae (Acarina, Eriophidae) in olive groves of Jaén

Province (Spain). Bol. San. Veg. Plagas. 32: 763-771.

In this paper present results of a control in 365 olive tree in 73 lands in Jaén province
(Spain), to evaluate if there are relations between piretroids insecticides use and damage
level by mite Aceria oleae (Acarina, Eriophidae). This work was realiced in 2004 and
2005, in olive groves with treatments of deltamethrin, alphacypermethrin, lambdacy-
halothrin and dimethoate in three years or more time ago. Moreover, another factors that
they can have influence on pest growth, how irrigation o unwatered land, and form of soil
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cover (with vegetal cover, with arable practice and with herbicide use), have been stud-
ied too.

Irrigation and deltamethrin treatments are variables that they explain almost 60% of
cases. When results are ordered by soil management and irrigation and unwatered land
practice, there are two unmistakable extremes: in a hand, lands with deltamethrin treat-
ments, with greater values of damage by mite Aceria oleae, and another hand, lands with
dimethoate treatments, with smaller values. In middle term, lands with alphacyperme-
thrin treatments that are more near to deltamethrin ones, and lands with lambdacy-
halothrin treatments with values of presence of mite damage more near to dimethoate

771

ones.

Soil management (with vegetal cover, with arable practice and with herbicide treat-

ments) is not important for presence of Aceria oleae damage.

It’s possible that nitrogenous fertilization has important influence in presence of mite

damage.

Key words: impact, deltamethrin, alphacypermethrin, tambdacyhalothrin.
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ENCICLOPEDIA ILUSTRADA DE LOS CACTUS Y OTRAS SUCULENTAS. VOLU-
MEN I

(Descripcién de las especies, habitat y cuidados de cultivo)

A.Gbomez Sanchez

Ediciones Mundi-Prensa. Mayo, 2002. ISBN: 84-8476-011-1

Hasta ahora, los aficionados a las plantas suculentas tenian que recurrir a guias de identificacién y cul-
tivo extranjeras, traducidas, y que no siempre, mas bien nunca, proporcionaban informacion atil para el cul-
tivo de estas singulares plantas en los jardines de nuestro territorio. Aqui reside la originalidad e interés de
esta enciclopedia, casi todas las plantas que se recogen en ella han sido cultivadas por el autor y su expe-
riencia se demuestra en ella.

Los aficionados encontraran en esta obra una imprescindible herramienta de identificacion, los que no
lo son aun descubriran un mundo inesperado, donde las flores y las espinas se combinan para exprimir lo
que es al final la esencia de nuestra propia vida.

ENCICLOPEDIA ILUSTRADA DE LOS CACTUS Y OTRAS SUCULENTAS
(Descripcién de las especies, habitat y cuidados de cultivo)

Volumen 11

A. Goémez Sanchez

Ediciones Mundi-Prensa. Mayo, 2006. ISBN: 84-8476-278-5

Este Volumen II, igual que el primero, va dirigido a toda persona amante de las plantas y sus flores, y es
imprescindible junto al primero, para los aficionados a los cactus y demas suculentas, y aun para los profe-
sionales del sector que pretendan conocer el nombre y las caracteristicas de lo que siembran y venden sien-
do un valioso auxiliar cuando se dude sobre el compuesto a emplear, riegos, exposicion, etc., referidos a
una determinada especie.

MANUAL TECNICO DE JARDINERIA

F. Gil-Albert

I. Establecimiento de jardines, parques y espacios verdes. 2° ed. revisada y ampliada
Ediciones Mundi-Prensa 2006. ISBN: 84-8476-291-2.

El primer volumen del “Manual técnico de jardineria” trata de la primera fase que todo profesional debe
abordar en el “Establecimiento de jardines, parques y espacios verdes”. Con ella se pretende conseguir una
guia obligada para el jardinero profesional.

El texto pretende fundamentalmente poner de manifiesto y abordar en profundidad la tecnologia que hoy
se aplica en la jardineria moderna y su gran complejidad, en la que el antiguo concepto de *“jardinero” no
tiene cabida, ya que resultan imprescindibles cualificaciones técnicas del mas alto nivel para poder crear y
mantener espacios de este tipo con las suficientes garantias.

En la elaboracion del libro se ha puesto de manifiesto también que aunque existe una amplia bibliogra-
fia sobre disefio y proyecto de jardines asi como sobre plantas ornamentales y composiciones vegetales, hay
muy poca documentacion sobre las técnicas agronémicas modernas que se aplican en el sector. Se preten-
de que este Manual llene el vacio existente sobre el tema.
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II. Mantenimiento
Ediciones Mundi-Prensa 2005. ISBN: 84-8476-243-2.

PLAGAS Y ENFERMEDADES DE JARDINES
2" ed. revisada y ampliada

S. Villalva

Ediciones Mundi-Prensa 2005. ISBN: 8484761789.

Aporta numerosas imagenes ¢ ilustraciones que ayudan a identificar la mayor parte de los problemas que
sufren las plantas en nuestros jardines y cubre el gran vacio existente en la sanidad de las plantas en estos
espacios, independientemente de la bibliografia existente para los terrenos agricola y forestal.

LAS PODAS DE LAS ESPECIES ARBUSTIVAS ORNAMENTALES
2% edicion revisada y ampliada

F. Gil-Albert Velarde

Ediciones Mundi-Prensa 2006. ISBN: 8476-133-9

Las podas son absolutamente necesarias en determinados momentos de la vida de los arbustos orna-
mentales, y exigen el conocimiento de la técnica que debe aplicarse en cada caso.

Este libro pretende poner al alcance de todos los profesionales y aficionados a la ciencia de la jardineria
las bases y conceptos necesarios para poder realizar siempre la poda correcta, alejandose de lo que simple-
mente son “costumbres”, y utilizando los fundamentos biologicos y agrondomicos que constituyen hoy las
bases reales de la practica de la poda.

LAS PODAS DE LAS ESPECIES ARBOREAS ORNAMENTALES
F. Gil-Albert Velarde
Ediciones Mundi-Prensa 2001. ISBN: 8476-002-2.

Prélogo. Introduccién. Utiles y equipos de poda. Operaciones complementarias de poda. Podas de for-
macion. Las formas de los arboles. Podas normales de mantenimiento. Podas de las coniferas. Las podas de
renovacion. Podas especiales. Podas de recorte en especies arboreas. Podas arquitecténicas. Podas en “cabe-
za de mimbrera”. Cirugia arborea. Bibliografia. Indice de fotografias. Indice de laminas.
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