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ENTOMOLOGÍA

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

L. SAZO, .1. E. ARAYA, P. 1TURRIAGA

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 invemadero,
se alimentaron con polen de nabo forrajero (Brassica rapa L.), amapola de Calitiirnia
(Eschscholtzia californica Cham.), hierba cuna (Senecio vulgaris L.), rábano silvestre
(Raphanus sativus L.), correhuela ( Convolvulus arvensis L.), diente de león (Tarrixacum
ofJ"icinale Weber ex Wiggers) y girasol (Helianthus annus L.), a 25°C, 75% HR y fbto-
período de 16:8 h de luz y oscuridad. Cada unidad experimental consistió en un reci-
piente con agua con una esponja de poliuretano y sobre ella, una lámina de polietileno
negro, con un trozo de papel absorbente en cada uno de los 4 márgenes, con un extremo
en el agua, paza 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 renovó cada 2 días. Las unidades se evaluaron a diario y los huevos se
retiraron e incubazon en placas Petri para evaluar su viabilidad, bajo las condiciones des-
critas. Se mantuvo un testigo con hojas de fréjol infestadas con T. 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 el testigo. En el otro, los depredadores alimentados con polen de hierba cana, yuyo,
diente de león y rábano no sobrevivieron más de 25 días. Más de la mitad del totul de
huevos fueron puestos en el testigo, seguido por los ácaros alimentados con polen de
girasol y amapola de California. Los huevos de todos los tratamientos tuvieron 1(X)°lo de
viabilidad.

L. $AZO, !. E. ARAYA , P. ITURRIAGA. DCpar[ament0 de Ĵanidad vegelal, i'aCnhad de

Ciencias Agronómicas, Univenidad de Chile, Casilla 1004, Santiago, Chile,
IsazoC^uchile.cl.

Palabras clave: Brassica rapa, Convolvulus urvensís, Cvdnodromus culifornicus,
Eschscholtzia californica, Helianthus annus, Raphanus sativus, Senecio vulgaris', Tara-
xacum ofJ'icinale, Tetranychus urticae.

INTRODUCCIÓN

En Chile, como en el resto del mundo,
existen diversos ácaros fitófagos que causan
daños en cultivos y frutales. Por lo general,
estas plagas se controlan con aplicaciones
periódicas de acaricidas, los cuales, además
de tener impacto ambiental, pueden causar el
desarrollo de resistencia en los ácaros; tal es

el caso de Panonychus ulmi (Koch) plaga
clave en pomáceas, la cual ha desarrollado
resistencia a algunos acaricidas en la última
década (SAZO y GASIC, 1993; SAZO y RAFPO,
1997).

Se ha observado con frecuencia que los
problemas de arañitas en lugares no tratados
son marginales debido a la acción del fito-
séido Neoseiulus californicus (McGregor),
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un excelente depredador que puede por sí

mismo controlar la población de éstos ácaros

(GARCIA-MARÍ y GONZÁLEZ-ZAMORA, 1999).

EI concepto de depredador fitoséido efec-

tivo ha cambiado mucho en los últimos 30

años. Inicialmente, los estudios se enfocaban

en su capacidad en aumentar rápidamente su

densidad poblacional, y anular así un daño

masivo por arañitas fitófagas. Recientemen-

te, se ha valorado más la capacidad de los

titoséidos para regular las poblaciones de

arañitas fitófagas cuando sus densidades

poblacionales soq bajas. Se consideran

importantes su persistencia en los agroeco-

sistemas, la supervivencia sin presas y su

capacidad de consumir alimentos alternati-

vos (ANÓNIMO, 2000).

Neoseiulus puede consumir cinco ácaros
fitófagos adultos por día, además de alimen-
tarse de huevos y larvas (PIPMP, 2002). Tam-
bién puede sobrevivir alimentándose de polen
(FLIrvT y DRIESTAOT, 1999). El alimentarse y
reproducirse en polen es una alternativa inte-
resante para programas de manejo integrado
de arañitas, ya que esta capacidad puede
aumentar su supervivencia durante períodos
de escasez de la presa (VAtv Rutv 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 californicn Cham. (amapola de

California, o dedal de oro), Senecio vul,^^nris
L. (hierba cana), Raphanus sativus L. (rábano

silvestre), Convolvulus nrvensis L. (correhue-

la), Tnraxucum offrcinale Weber ex Wiggers
(diente de león) y Heliuntllu.r annus L. (gira-

sol), sobre la longevidad, fertilidad de la

población y viabilidad de los huevos de N.

cn/if'nrnicus en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y MÉTODOS

Este estudio se desarrolló en el Laborato-
rio de Entomología Frutal "Profesor Luciano
Campos Street" de la Facultad de Ciencias
Agronómicas 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 llevó 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 región. El método de
crianza se adaptó del descrito por WATVE y
LIEtvK (1975), y consistió en criar las pobla-
ciones del depredador en bandejas de plásti-
co de 32 x 25 x 5 cm con hojas de fréjol
infestadas con el ácaro fitófago Tetrnnychus
urticae (Koch), criado en las mismas plantas
en invernadero. Las crianzas se mantuvieron
a 25°C y 75°Io HR, con fotoperíodo de 16:8 h
de luz y oscuridad. Como unidad experimen-
tal se utilizó una población de 25 N. califor-
nicus, 8 machos y 17 hembras. Cada una con-
sistió en un recipiente con agua con una
esponja de poliuretano y sobre ella, una lámi-
na de polietileno negro. En cada uno de los
cuatro márgenes 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 renovó 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 incubación se mantuvie-
ron en la cámara bajo las condiciones descri-
tas. Se mantuvo un testigo con la misma
población de N. californicus (n=25), pero con
hojas de fréjol infestadas con T. urticne como
alimento.

Se utilizó un diseño estadístico de aleato-
rización 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 Atvova y pruebas de rango múltiple de
DUNCAN (19SS).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Supervivencia de N. californicus ali-
mentado con polen

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

Tipos de polen
Promedios de N. califi,rnicus vivos cada 5 días

5 I (l I S 20 25 3(l

Girasol 16,8 a 8,8 a

Amapola de California 9,8 abc 7,6 ab

Correhuela IQ6 abc 7,4 ab

Diente de león 6,0 bc 4,0 bc

Hierba cana 8,0 bc 3,4 cd

Rábano silvestre 3,4 d 1,8 d

Nabo forrajero 1,6 d 0,4 e

Testigo 13,2 a 10,8 a

7,6 a 5,2 u 2,2 a 1,6 a

6,0 a 3.8 a 3,0 a 2,0 a

4,8 a 3,8 a 2,2 a I,0 a

2,0 6 0,8 b 0,0 b 0,0 6

1,8 b 0,6 6 0,0 b Q,0 b

1,2 b 1,8 6 0.0 b 0,0 h

0,4 b OA 6 0,0 b 0,0 b

8,4 a 5,6 a 1,8 a 1,6 a

Promedios en la columna con la misma ]etra no son diferentes (P50,05), según pruebas de rango múltiple de Dutucntv
( I 955 ).

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 león y rábano, en los
que N. californicus no sobrevivió más de
25 d.

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

EI efecto de las dietas evaluadas sobre la
fertilidad de las hembras de N. cc^lifornicus
se presentan en el Cuadro 2.

Más de la mitad del total de huevos fue-
ron puestos en el testigo, seguido por los
ácaros alimentados con polen de girasol y
amapola de California. Los huevos de
todos los tratamientos tuvieron 100^7^ de
viabilidad.

La supervivencia de N. rulifor^ticus ali-
mentado con polen de girasol, correhuela y
amapola de California fue similar a la obte-
nida cuando se alimentó con T. urlicuc^. Sin
embargo, la fertilidad de las hembras ali-
mentadas con los diferentes tipos de polen
fue menor que aquellas alimentadas con la
arañita. La viabilidad de los huevos de N.
culifornicus alimentudos con T. urticae fue
similar a la de aquellos alimentados con

Cuadro 2. Fertilidad de las hembras de N. califoniicus alimentadas con diferentes tipos de polen (n = 171 y
viabilidad de los huevos (%r de eclosiónl.

Tipos de polen N° de huevos Eclusión (9r )

Girasol 19,4 b 100

Amapola de California I5,0 b c I(x)

Correhuela 5,8 b c IOU

Diente de león 3,0 c 100

Hierba cana ^.o e 1(x)
Rábano silvestre 2,4 c I (lU

Nabo forrajero 2,0 c I(H)

Testigo 60,2 a 1(H)

Promedios en la columna con la mísma letra no son diferentes (P<_0.05), según pruebas de rango múltiple de DurucArv
(1955). Tes[igo alimentado con T. urticae.
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Figura 1. N. californicus en polen de girasol y sus huevos.

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

En conclusión, además de alimentarse de
ácaros fitófagos, N. californicus puede sobre-
vivir alimentándose de polen, según indican

ABSTRACT

FLlrrr y DRIESTADT (1999). Alimentarse y

reproducirse en polen es una alternativa inte-

resante, ya que esta capacidad puede aumen-
tar su supervivencia durante períodos de

escasez de la presa (VArr RuN y TArrlcosttt,
1999) y facilitar su crianza masiva.

Snzo L., J. E. ARnvn, P. [TUaatncn. 2006. Effect of the type of pollen on survival, fer-
tility and viability of eggs of Neoseiulus califbrnicus (McGregor) in the laboratory. Bol.
San. Ueg. Plagas, 32: 619-623.

Groups of 25 Neoseiulus califi^rnicus (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., Eschscholt^ia californica Cham., Senecio vulgaris L., Raphanus sativus L.,
Convolvulus arvensis L., Taraxacum o^cinale 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 on[o i[,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 pol-
yethylene, together with 4 mg pollen of each species separately, which were renovated
every other day. The uni[s 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 N. 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-
cholt^ia calijornica, Helianrhus annus, Raphunus sativus, Senecio vulgaris, Taraxacum
o^cinale.
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Competencia intraespecífica en la respuesta de parasitación de
Chelonus oculator Panzer (Hymenoptera: Braconidae)

M. GARCÍA-MARTÍN, T. CABELLO, A. TORRES-RUIZ, M. GÁMEZ

Un aspecto importante en la aplicación de un paratiitoide como agente de lucha bio-
lógica puede ser su mayor o menor tendenciu al superparasitismo que parece influir,
entre otras causas, en el número final de huéspedes parasitados. Por tanto, el objetivo de
ette trabajo ha sido la determinar la eapacidad de discriminación de C. oculcum• de hue-
vos huéspedes previamente parasitados por hembras de la misma especie.

EI ensayo se realizó en condiciones de laboratorio (20° C. I6:8 h de L:O y 60-RO %r
H.R), con hembras del parasitoide a la que se le ofertaron 5 densidades (50. I(H), I50,
200 y 250 huevos huéspedes) de Ephestin kuehniella; en cada densidad, la mitad de los
huevos habían sido previamente parasitados por otra hembru.

Nuestros resultados sugieren que, en condiciones de laboratorio, C oculntor presen-
ta una alta capacidad de discriminación, evitando virtualmente el superparasitismo. Este
comportamiento podría ser una ventaja en condiciones de campo, al incrementar el
tiempo de búsqueda de huéspedes no parasitados.

NÍ. CiARC1A-^VÍARTÍN, ^r. CAB6LL0, i^. ^rORRES-RUIZ. BIO^U^?Íll /^p^ÍCada. EsCUC^a PO^i[éC-

nica Superior. Universidad de Almería. 04120 La Cañada (Almería).
M. GÁMEZ. Departamento de Estadística y Matemática Aplicada. Universidad de Alme-
ría. 04120 La Cañada (Almería). mgamez@ual.es

Palabras clave: Ecología, parasi[oide, respuesta funcional, lucha biolbgica.

INTRODUCCIÓN

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

Dicha capacidad de discriminación pare-
ce estar ligada a: (a) estímulos físicos y quí-
micos asociados interna y externamente con
la fenología del huésped parasitado: estado
de desarrollo, movilidad, accesibilidad o
incluso capacidad de defenderse (GoBAULT
et af., 2004). ( b) Sustancias químicas dejadas
por las hembras sobre el huésped, tras la ovi-

posición (WiE^sMnwrv et nL, 2003), o en sus
proximidades (HoFFMEisTEtt y RoiTaEac,
1997). Debido a esto, las especies que atacan
a huéspedes inmóviles (p. ej.: oófagos)
emplean la mayoría del tiempo en examinar
al huésped externamente con las antenas,
posteriormente insertan el ovipositor obte-
niendo información adicional sobre la cali-
dad del huésped, y solo entonces se produce
la aceptación del mismo (Go^F Ĵtnv, 1994).

Sin embargo, cuando los huéspedes no
parasitados son escasos, se puede producir el
superparasitismo: en condiciones de laborato-
rio, el mismo se incrementa graduahnente
conforme la hembra parasita la masa de hue-
vos ofrecida (WtE^EMAtvtv ei ul., 2003). Mien-
tras que en condiciones naturales, además, la
densidad del huésped, el grado de parasita-
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ción del mismo, la ratio huésped/parásito por
unidad de área, cambios en las condiciones
medioambientales (ULLVETT, 1949), la carga
ovárica de la hembra, e incluso la edad de la
misma (CoPE y Fox, 2003), parecen influir en
la decisión de superparasitación.

Las especies del género Chelonus son
parasitoides solitarios y koinobiontes y, en
condiciones de laboratorio, existe superpara-
sitismo: así en C. Inanitus L., sobre su hués-
ped habitual Helicoverpa armigera (Hiib-
ner), el número máximo de huevos del para-
sitoide por huésped observado ha sido de
cinco, llegándose a encontrar ocasionalmen-
te más de una larva en el interior del embrión
del huésped (RECxnv, 1978). También
Oz ĴcAN (2006) ha encontrado más de una
larva por huésped de C. oculator, en caso de
insuficiencia de huevos del huésped alterna-
tivo Plodia interpunctella (Hiibner). Pero
ambos autores indican yue sólo emerge una
larva por huésped.

En este sentido, el objetivo de este traba-
jo ha sido evaluar la capacidad de discrimi-
nación de huevos huéspedes parasitados, en
situación de competencia intraespecífica 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 Biológica.

MATERIAL Y MÉTODOS

El diseño del ensayo fue totalmente alea-
torio, con un tratamiento (parasitación 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 realizó en cámara cli-
matizada a 20±2° C, 60-80 de H.R. y 16:8
horas de L:O; empleándose hembras previa-
mente copuladas de C. oculator de menos de
48 horas de edad. Como cámaras de parasi-
tación se utilizaron recipientes formados por
placas de Petri (9 cm Q1), con las bases uni-
das por un cilindro de papel de filtro de Scm
de altura (Figura 1).

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

Figura l. Detalle de la parasitación, por la hembra de
Chelanus ocularor y distribución 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 oviposición. Tras este
periodo, las cartulinas fueron extraídas y se
completaron con igual número 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 indicó anteriormente. Debido a la impo-
sibilidad de distinguir entre la progenie de
ambas hembras sólo se evolucionaron,
hasta la emergencia del adulto, los huevos
parasitados por la segunda hembra, en las
condiciones de laboratorio citadas. El
número de repeticiones fue de 10 para cada
una de las densidades, dejándose testigos en
cada caso.

Los datos del número de huevos huéspe-
des parasitados, fueron sometidos a análisis
de la varianza, previa su transformación
mediante log (x+0,5), con el programa esta-
dístico SPSS, versión 12 (SPSS, 2003).

RESULTADOS

En el Cuadro 1 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 l. Número de repeticiones, vatores medios y límites de confianza encontrados en el número de huevos de
Ephestia kuehnie[la parasitados por Chelonus oculator, realizado en laboratorio (20t2" C, 60-80% H.R. y 16:8

horas de L:O), según densidad del huésped y en presencia de igual número de huevos huésped previamente
parasitados por una hembra conespecífica.

Valores
Densidad

n media Límites de confianza
(P = 0.05)

25 l0 7,5 a 1,22

50 IO 1 I,67 a 0,4R

75 10 ] 2,50 a l, I 3

100 10 5,71 a 0.4_5

125 10 3.99 a 0.69

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

En el análisis de la varianza del número
de huevos huéspedes parasitados no se
encontró 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 número de huevos parasitados

fue mucho menor que el encontrado en las

mismas condiciones sobre huevos sin parasi-

tar ^GARCÍA-MARTtN et C1L, 2005). El porcen-

taje medio de huevos huésped parasitados en
presencia o 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-
tación por otra hembra conespecífica.

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

Figura 2. Evolución del porcentaje de parasitismo de Chelonus oculntor, en el huésped Ephesria kuehniella, en
condiciones de laboratorio, en presencia de huevos previamente parasitados por otra hembra.
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huevos parasitados previamente por otra
hembra de la misma especie.

DISCUSIÓN

Los resultados encontrados (Figura 2) con
un porcentaje medio de parasitismo muy bajo
pueden parecer extraños ya que las hembras
de los endoparasitoides solitarios, en compe-
tencia intraespecífica, tienden a aumentar el
número de huevos ovipositados por masa de
huevos huéspedes (VISSER y ROSENHEIM,
1998) y, además, las hembras de CFzelouus,
como se ha demostrado en C. iusularis, 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 más elevado, incluso
mayor al encontrado en el ensayo sin compe-
tencia (GARCíA-MARTíN et al., 2005).

La única explicación posible a estos resul-
tados puede ser que C. oculutor reehace 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 et a[., 1996;

CASTELO et al., 2003; WERNER y PEACORD,

2003). Ello implicaría la existencia de fero-

monas de señalización en la especie, aún no

descritas para las especies del género.

Por tanto, estos resultados deberían ser
completados con estudios posteriores, ya que
presentan una faceta muy importante en la
aplicación de C. oculator, como agente con-
trol biológico: el comportamiento de parasi-
tación encontrado en esta especie puede ser
una ventaja en condiciones de campo, aún 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 búsqueda de huéspedes sin
parasitar. Aspecto importante en la utiliza-
ción de la lucha macrobiológica por aumen-
to, con densidades de sueltas del parasitoide
relativamente altas.
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competence in parasitism response of ChelomES ocalaror Panzer (Hymenoptera: Braco-

nidae). Bol. San. Ueg. Plagas, 32: 625-629.

An important asput 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. ocidenor of host eggs before parasitized for conspecific females.

The tests were realized in laboratory conditions (20° C, 16:8 h of L:O und 60-80 %
H.R), with parasitoid fetnales which 5 offered densities (50,100,150. 200 and 2S0 host
eggs) of Ephestin kuehnielta; in every density, the half of the eggs they had been betbre
parasitados for another female.

Our results suggest that, in laboratories conditions, C. oculuror presents a high capacity
of discrimination, avoiding virtually the supe^parusitism. This behavior might be an advan-
tage in tields conditions, on having increased the time of unp^uasitized host searching.

Key words: Ecology, parasitoid, funetionul response, biological control.
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Manejo de la cría del picudo rojo de la palmera, Rhynchophorus
ferrugineus (Olivier, 1790) (Coleoptera, Dryophthoridae),
en dieta artificial y efectos en su biometría y biología

M. M. MARTÍN, T. CABELLO

Se ha puesto a punto una metodología viable para la cría, 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 fácil adyuisición y sin pro-
blemas de elaboración y manejo. Con esta metodología y dieta ha sido factible el desa-
rrollo de la especie durante 5 generaciones con valores medio del desarrollo (a 25t1° C,
65t1o%r de H.R. y en oscuridad) de 84,62 días para larvas y 2R,69 días para pupa. La
longevidad media de machos fue de 199,4 días y el de hembras de 144,3 días; éstas pre-
sentaron una fecundidad media de 21 I,I huevos/4 y una fertilidad de IG4,71 larvas/4.
Estos valores son bastante mejores a los presentados por adultos, cuyas pupas fueron
recolectadas en campo, alimentándose en Phoenix cunariensis, que tenían una longevi-
dad de hembras de 69,8 días y unos valores de fecundidad y fertilidad de 158,2 y 67,7
huevos y larvas por hembra, respectivamente. EI único efecto encontrado, debido a la
cría prolongada en laboratorio, fue el menor tamaño de las hembras adultas, yue fue más
acusado en el caso de los machos; sin embargo, el mismo no repercutió en los par^me-
tros biológicos, antes indicados.

M. M. MnaTíN, T. CAeeL^o. Entomología Agrícola. Escuela Politécnica Superior, Uni-
versidad de Almería. Ctra. Sacramento s/n. 041?0-Almería. trabello@ual.es

Palabras clave: Palmera, plaga, Rhy^nchophorus ferrugrneus, metodología, dieta
artificial, cría en laboratorio.

INTRODUCCIÓN

El picudo rojo de la palmera, Rhynchop-
horus ferrugineus, es una de las plagas más
severas de palmeras y cocoteros en Asia
(HowAR^ et al., 2001). Es un curculiónido
tropical originario de las zonas selváticas de
Asia y Oceanía. La distribución actual com-
prende los siguientes países y áreas geográ-
ficas: Arabia Saudita, Australia, Bahrein,
Bangladesh, Borneo, Camboya, China,
Egipto, Filipinas, India, Indonesia, Irak,
Irán, Islas Salomón, Israel, Japón (Kobe),
Jordania, Kuwait, Laos, Malasia, Myanmar,
Omán, Polinesia, Papua - Nueva Guinea,

Pakistán, Qatar, Sri Lanka, Sumatra, Tailan-

dia, Taiwán, Vietnam (LEPESME, 1947, WAT-

TANAPONGSIRI, 1966, BUTANI, 197 Ĵ , KRANZ

et Cl^., 19ó2, I-IILL, 19ó7, BOKHARI y ABU-

ZUHIRA, 1992, COX, 1993, LIAO y CHEN,

1997, KEHAT, 1999, EPPO, 2000, EPPO,

2001). Recientemente, se ha indicado su

introducción en otros países del área medite-
rránea como [talia, Turquía y Grecia (FERRv

y GÓMEZ, 2002; LONGO y TAMBURINO,

2005).

Los primeros ataques de esta especie, en
España, se detectaron en 1993, en Almuñé-
car (Granada) (BARRANCO et al., 1996);
desde dicha fecha hasta el año 2000, la espe-
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cie causando graves problemas quedó locali-

zada en las poblaciones costeras de Motril,

Salobreña, Almuñécar, Nerja, Frigiliana y

Torrox, afectando tanto a palmeras en par-

ques públicos como en jardines privados

(f UNTA DE ANDALUCÍA, 1999, 2000; CABE-

LLO, 2006). Sin embargo, la situación ante-

rior se vio drásticamente agravada con la

importación masiva de palmeras infestadas

procedentes de Egipto, para su utilización en

el ajardinamiento de nuevas urbanizaciones

en casi todo el litoral mediterráneo de Valen-

cia, Murcia y Andalucía; 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

Autónomas (datos no publ.), en Marbella y

Estepona (Málaga), Almería y provincia,

Sangonera la Seca (Murcia), Alicante (San

Vicent del Rapeig y Elche), Valencia (Olo-

cau y Bétera) y Castellón (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 Mogán (Gran Canaria); así como

en los municipios de Pájara y Antigua (Fuer-

teventura).

La especie R. ferrugineu.r ha sido criada,
en condiciones controladas, sobre tejido del
estípite de cocotero (Cocos nucifera) (V^A^^o
y BIGORNIA, 1949); en caña de azúcar (Scic-
charum officinarum) como huésped alterna-
tiv0 (RAHALKAR et al., 1972, 1978, 1985;
RANANAVARE et al., 1975) y en semi-dieta
artificial (RANALKAR et al., 1978, 1985).

RAHALKAR e( aI. (1978, 1985) fueron los

primeros que utilizaron dieta artificial como
substrato alimenticio de larvas de R. ferrugi-

neus; su composición que posteriormente

modificada por estos autores para una mejor

adaptación a la cría de la especie, presenta el
inconveniente de ser una semi-dieta, en la

que predominan componentes naturales de

diticil conservación y manejo complejo en la

preparación de la misma, como son tejidos

del fruto del coco y de caña de azúcar.

El objetivo de este trabajo ha sido desa-
rrollar una dieta artiticial de fácil elabora-

ción para la cría de R. ferrugineus, así como
una metodología que permita la manteni-
miento de la especie, en condiciones de labo-
ratorio, durante varias generaciones.

MATERIAL Y MÉTODOS

Para la puesta apunto de la cría del picu-
do rojo de la palmera, Rh^^nchophorus ferru-
^ineus, se realizaron dos grupos de ensayos.
En el primero, se estableció la metodología
de la misma en dieta artificial; posteriormen-
te, se evaluó el efecto de la cría prolongada
de esta especie, también en condiciones de
laboratorio.

a) Manejo de la cría de la es^ecie
Para este ensayo, los ejemplares de R.

ferrugineus empleados fueron recogidos de
campo (zona costera de la provincia de Grana-
da) y mantenidos en cría, en laboratorio, como
se indica a continuación, durante una genera-
ción; realizándose el ensayo con los ejempla-
res de la generación siguiente. Las condicio-
nes del ensayo fueron: temperatura 25 ± 2° C,
humedad relativa 65 ± 10 % y en oscuridad.

La composición de la dieta artificial
empleada para la cría de las larvas se detalla
en el cuadro 1. La misma ha sido una adap-
tación de la empleada por CABELLO et al.
(1984a, b) para especies de Lepidoptera, con
la única diferencia de añadir fibra seca de
coco. La composición del complejo vitamí-
nico, por cada 100 ml, fue: B^ (0,5 g), B2 (1

g), B6 (0,3 g), B i z(0,003 g), C(5 g), D3
(500.000 U.L), E(0,9 g), K^ (0,5 g), ácido
fólico (0,1 g), ácido nicotínico (2 g), panto-
tenato de calcio (1 g), ácido aspártico (1,45
g), treonina (0,64 g), serina (0,66 g), ácido
glutámico (2,64 g), prolina (1,15 g), glicina
(1,53 g), alanina (1,74 g), cisteína (0,126 g),
metionina (1, I 1 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 triptófano (0,367 g).

El ensayo se realizó con un número inicial
de 660 huevos. Los datos recogidos fueron:
duración de los estados de huevo, larva y
pupa, así como, los adultos emergidos. Para
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Cuadro I. Composición de la dieta artificial desarrollada para la cría de Rhyuchophorus ferrugineus.
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Componente Nombre comercial Empresa Cantidad
(g)

Ácido ascórbico Ácido ascórbico para análisis ACS-ISO Panreac Química S.A. 4,02

Ácido benzoico Ácido benzoico para análisis Panreac Química S.A. I,fil

Agar Agar (USP) puro® P^mreac Química S.A. I7,86

Agua destilada - 785,71

Cloranfenicol Cloranfenicol-L BP93 ® Gunama 0,45

Fibra seca de coco Ecococo® C.P.S.A. 7,14

Complejo vitamínico Hidro Rex Vital Amoniácidos® S.P. Veterinaria S.A. 47,fi8

Germen de trigo Germen de trigo Santiveri S.A. 44,64

Harina de maíz 44.64

Levadura de cerveza Levadura de cerveza Santiveri S.A. 44.64

Nipagin -M- sodio Nipagina© I ,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 parámetros ante-
riores se dan por su media y límite de con-
tlanza (a P = 0,05).

b) Efecto de la cría prolongada en condi-
ciones de laboratorio ,^^pleando dieta arti-
ficial

Una vez puesto a punto la cría de la espe-
cie, se realizó este segundo ensayo para eva-
luar los efectos de la cría en laboratorio, con
dieta artificial, durante varias generaciones,
para ello se recolectaron en campo, en la
zona anteriormente indicadas pupas, de
cuyos adultos se estableció la cría durante
generaciones 5 generaciones, en las mismas
condiciones a las señaladas con en el primer
ensayo. El diseño del ensayo fue totalmente
aleatorio, se empleó un único factor: genera-
ción, con un número variable de repeticio-
nes. Para el desarrollo post-embrionario, se
utilizaron las siguientes repeticiones: 108
para FI, 64 para FZ, 88 para F3, 67 para F4 y
61 para F5. En todas las generaciones se
anotó la mortalidad a lo largo del desarrollo
post-embrionario, la fecha de formación de
la pupa y emergencia de adulto.

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

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

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

Para completar los estudios de los efectos
de la cría en condiciones controladas, en la
última generación (FS), se seleccionaron al
azar 25 hembras y 25 machos, y fueron com-
parados biométricamente con 24 hembras y
25 machos, cuyas pupas habían sido recolec-
tados de campo, provenientes de Phoenix
canariensis. En cada ejemplar se realizaron
las siguientes medidas: longitud máxima de
la cabeza, anchura máxima del pronoto,
anchura máxima y longitud máxima del
abdomen, longitud máxima del élitro, longi-
tud del fémur, tibia y tarsos de la pata poste-
rior (figura 1). Los datos obtenidos fueron
sometidos a análisis multivariante, para su
clasificación en poblaciones mediante fun-
ción discriminante; empleando, para ello, el
programa anteriormente indicado. Igualmen-
te, a efectos comparativos, se estudió la lon-
gevidad y fecundidad de dichos adultos, uti-
lizando 20 parejas.
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Figura I. Parámetros medidos en adultos de Rhynchophorus ferrugineus.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

a) Manej_o de la cría de R. ferrugineus en
laboratorio

a. l) Oviposición: los adultos emergidos
fueron agruparon por parejas, en recipientes
de plástico (2,5 1), a los que se les añadió,
como alimento y substrato de oviposición,
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
oviposición; además los opérculos dejados
sobre los huevos hacen a éstos fácilmente
localizables (figura 2); el trozo de manzana
debe ser renovado cada 24-48 horas. Los
recipientes de oviposición, 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 deshacía con la ayuda de un bistu-
rí y se extraían los huevos.

635

Figura 2. Detalle de los opérculos dejados porlas
hembras adultas de Rhynchophorus ferrugineus

en la epidermís de manrana, durante la oviposición.

a.2) Estado de huevo: los mismos, des-
pués de ser extraídos, del trozo de manzana,
se situaban en placas de Petri sobre una fina
capa de dieta artificial (1 mm), que servía 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. Rec-ipientes empleados en la cría de los Figura 4. Recipientes empleados en la cría de los
primeros estadios larvarios de Rhynchophorus últimos estadios larvarios de Rhynchophorus

ferrugineus, en laboratorio y empleando dieta artificial. ferrugineus, en laboratorio y empleando dieta artificial.
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ban las placas y se extraían las larvas neona-
tas. Se ha encontrado que la duración de este
estado fue de 3,35±0,27 días.

a.3) Manejo de larva: Las larvas neonatas,
extraídas de las placas de Petri, fueron intro-
ducidas, individualmente, en botes Coulter
(20 ml), rellenos hasta la mitad con dieta
artiticial (tigura 3), los mismo deben ser
renovados 2 veces, cada 15 días; después de
30 días, las larvas se transferían a recipientes
de polipropileno de 100 ml, rellenos hasta la
mitad con dieta (figura 4); en éstos, las larvas
permanecen 45 días; igualmente, dieta y
recipientes se renuevan cada l5 días.

Con dieta artificial y a 25° C la duración

del estado de larva fue de 95,53±1,63 días.

Éste valor es similar a los 96 días señalados

por EsTEBAN-DuRAtv et al., (1998), pero en

caña de azúcar; por otra parte son ligera-

mente mayores a los encontrado por (ViADo

y BIGORNIA, 1949; RAHALKAR et aj., 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 t7bra vegetal seca y deshi-
lachada (Agave anaericana L.), humedecida
cada dos días, con agua destilada (figura 5);
la cuál es aceptada muy bien por las larvas
como substrato de pupación. 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 días.

a.5) Rendimiento de la cría: El rendi-
miento en adultos fue 60,7%, respecto al
número de larvas neonatas empleadas; lo que
indica la idoneidad de la dieta, así como el
método de manejo de los estados inmaduros
de la especie. Dicho valor está muy próximo
al encontrado, para la misma especie, pero
empleando como substrato caña de azúcar o
fruto de coco (RAHALKAR et al., 1972; EsTE-
eAtv-DuRAtv et al., 1998); pero son ligera-
mente mayores a los encontrados por
RAHALKAR et a[. (1978) empleando semi-
dieta, que consiguieron rendimientos del
28% al 66°^0, según generación.

Figura 5. Detalle de la fibra empleada como substrato
de pupación de Rhynchopharus ferrugrneus, en

condiciones de laboratorio.

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

La dieta desarrollada, según los datos
anteriores, permite la cría de la especie de
forma fácil. La misma presenta la ventaja, a
las utilizadas hasta la fecha, de no emplear
constituyentes fresco, como por ejemplo
fruto de coco o caña de azúcar, lo que facili-
ta la elaboración y utilización de la dieta arti-
ficial puesta a punto.

b) Efecto de la cría prolongada, en condi-
ciones de laboratorio y con dieta artificial, en
los parámetros bioló,gicos de R. ferrugineus

La cría de insectos, en condiciones con-
troladas y a largo plazo, puede presentar
riesgos de problemas genéticos, que afectan
a la viabilidad de los mismos; así como, a
sus características biológicas, como son:
malformaciones en adultos, disminución 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
duración del desarrollo de los estados de
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Cuadro 2. Uuración del desarrollo post-embrionario ( en días) de Rhynchophorus ferrugineus, según generacibn,
en dieta artificial y condiciones de laboratorio (25t2" C y H.R.: fi5t10%).

Número de días

Estado Generación

F^ F^ F3 F,^ FS
Valor mediu

Larva 93,40 b 74,43 a 90.30 6 86,39 c 87.36 c R4,62

Pupa 3Q00 b 26,R6 ab 26.63 a 29,65 b 31,61 b 28,69

Total 128.40 a 1 I 2,16 c 117,04 6 115,74 bc I 1897 b I I R,23

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

larva, pupa y total, de R. ferrugineus, duran-

te cinco generaciones mantenidas en labora-
torio y en dieta artit7cial. En el análisis reali-
zado, se ha encontrado un efecto altamente

significativo (P<0,01) de la generación

sobre la duración del estado de larva. Sin
embargo, existen ligeras variaciones, con
diferencias menores a 16 días entre genera-

ciones. Igualmente, si analizamos la dura-

ción del estado de pupa, se encontró un efec-
to altamente significativo (P<0,01) de la

generación; en este caso, existe una ligera

tendencia a aumentar la duración del estado,

salvo en F2, con el paso de las generaciones.

En la duración del desarrollo post-embriona-

rio total, también se ha encontrado un efecto
altamente significativo (P<0,01) de la gene-

ración; aunque, tampoco se ha observado
una tendencia, creciente o decreciente, del
mismo con la sucesión de generaciones. En

este sentido hay que señalar que RAHALKAR
et aL (1978), durante 12 generaciones de cría
de la especie en semi-dieta, tampoco encon-

traron una relación entre la duración y gene-
ración. 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-
culiónidos (PÉRez-FARitvós, 2003)

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

La mortalidad en estado de larva y pupa,
así como conjunta, para R. fenu^ineus cria-
do en condiciones controladas, durante cinco
generaciones, presentó unos valores medios
del 21,60; 28,56 y 44,02%, respectivamente.
Comparando los resultados obtenidos con
los datos de RAHALxAR e^ ul. (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 análisis estadístico
de los datos no se encontró efecto signitica-
tivo de la generación en la longevidad de
hembras. Por el contrario, si lo hubo en la
longevidad de machos (P<0,05). En este
caso, la máxima longevidad se dio en las
generaciones F^ y F5, que no presenturon
diferencias significativas entre si; los valores
mínimos se obtuvieron en las generaciones
F^ y F2. En general, como ocurrió en el desa-
rrollo post-embrionario, no se puede obser-
var una tendencia en la longevidad, tanto de
machos como hembras, en relación al paso
de las generaciones. Para los valores de
fecundidad y fertilidad de hembras (cuadro
3) no hubo efecto signiticativo de la genera-
ción. Los valores de fecundidad obtenidos
son mayores a los citados por RAHAt_KAR e^
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 duración del periodo de oviposición de
éstas que casi duplicó al presentado por las
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Cuadro 3. Parámetros biológ;cas de los adultos de Rhynchophorus ferrugineus criados en condiciones de
laboratorio (temperatura: 25t2° C y H.R.: 65t10%), durante cinco generaciones.

Origen Generación

Laboratorio

F^

Fz

F3

Fa

FS

Media

Campo Fo

Longevidad de adultos (días)
Fecundidad Fertilidad

Hembra (No. huevos/Y )(No. larvas/Y I
Macho

Preoviposbóo Ovipasición Post-0riposición Total

10,4 b 85,6 a 32,2 a 128,3 a 164,0 ab 213,0 a 160,5 a

8,3 ab 110,9 a 23,7 a 142,9 a 152,6 a 185,0 a 137,8 a

17,1 c 112,2 a 38,4 a 167,8 a 244,7 c 182,7 a 146,3 a

5,5 a 92,6 a 43,6 a 146,5 a 214,8 b 215,7 a 169,4 a

5,5 a 1 I 1,6 a 19,1 a 135,9 a 220,7 bc 259,0 a 209,6 a

9,4 102,6 31,4 144,3 199,4 211,1 164,71

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 parámetros morFológicos medidos (mm) en adultos de Rhynchophorus ferrugineus,
según sexo y procedencia (laboratorio o campo).

Parámetro
(mm)

Longitud má^c.

de la cabeza

Anchura má^c.

del pronoto

Anchura má^t.

del abdomen

Longitud máx.

del élitru

Longi[ud máx.

del abdomen

Longitud del

fémur de la

pata posterior

Longitud de la

tibia de la

pata posterior

Longitud de los

tazsos de la

pata posterior

Valor
Hembra Macho Total

Campo Laboratorio Campo Laboratorio Campo Laboratorio

número 24 25 25 25 49 50

media 7,48 5,91 7,19 5,36 7,33 5,64

des. est. 1,14 0,53 0,64 0,73 0,92 0,69

número 24 25 25 25 49 50

media 9,34 7,35 10,23 7,63 9,80 7,49

des. est. 1,42 0,57 0,68 0,53 1,18 0,56

número 24 25 25 25 49 50

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

número 24 25 25 25 49 50

media 15,68 11,88 17,16 12,24 16,44 12,06

des. est. 2,85 I,OS 1,18 0,76 2,27 0,93

número 24 25 25 25 49 50

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

número 24 25 25 25 49 50

media 6,45 5,12 7,21 5,67 6,84 5,49

des. est. 0,93 0,52 0,71 0,37 0,90 0,52

número 24 25 25 25 49 50

media 4,38 3,59 5,33 3,70 4,86 3,64

des. est. 0,65 0,38 0,72 0,58 0,83 0,49

número 24 25 25 25 49 50

media 4,22 3,40 4,82 3,70 4,53 3,55

des. est. 0,59 0,29 0,48 0,37 0,62 0,36
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hembras de campo. Estos datos también son
indicación de la idoneidad del método de cría
desarrol lado.

Finalmente, la biometría de adultos según
origen y sexo se recoge en el cuadro 4. EI
análisis multivariante presentó significación
estadística (P<0,05); los valores más discri-
minantes fueron la anchura máxima del pro-
noto y del abdomen; que fueron utilizados
para la representación de las poblaciones
como recoge la figura 6 para hembras y tigu-
ra 7 para machos. En dichas figuras se puede
observar que las hembras de laboratorio y
campo pertenecen a la misma población,

63^)

aunyue los adultos provenientes de la cría en
laboratorio fueron menores; por el contrario,
en machos el efecto es mucho más acusado,
de forma que las poblaciones estaban clara-
mente separadas entre sí, sin solapes. Este
menor tamaño de los adultos de laboratorio a
sido efecto de la cría prolongada en labora-
torio, como se ha demostrado en otros insec-
tos mantenidos en laboratorio, especialmen-
te en parasitoides y depredadores ( Gkt.NU:k y
C^EacQ, 2003); sin embargo, en el presente
caso, no tuvo efecto en los parámetros bioló-
gicos de las hembras ( longevidad y fecundi-
dad), como se mencionó anteriormente.

Figura 6. Representaeión de las hembras adultas de Rhynchuphoru.c.ferrugi^^eu.r, según procedencia
paboratorio o campu), en función de los dos purámetros más discriminantes en el análisis multivariante.

Figura 7. Representación de los machos adultos de Rh^^nrhophur^ec ferru,gineu.r, según procedencia
(laboratorio o campo), en función de los dos parámetros m^ís diticrimin<mtes en el anaílisis multivariante.
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ABSTRACT

MARriN M. M., T. CABELLO. 2006. Rearing management of Red Palm Weevil. Rhym-
chophorus ferrugineus (Olivier, 1790) (Coleoptera, Dryophthoridae), in artiticial diet and
effects on biology and adult biometry. Bol. San. Ueg. Plaga.r, 32: 631-641.

A viable methodology has been developed for rearing, under laboratory conditions,
Red Palm Weevil (Rhvnchophorus 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 %o 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 21 I.l eggs /4 and fertility 164.71 larvae/4. Those values
were higher than those that had tield adults, feeding in Phoenix rartariensis, 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
tield udults.

Key words: Palm, pest, Red Palm Weevil, Rhynchophorus ferrugineus, artificial diet,
laboratory rearing.
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Comunicaçáo
Aspectos biológicos de Brevicoryne brassicae (Linnaeus, 1758)
(Hemiptera: Aphididae) em dois genótipos de couve

S. A. DE BORTOLI

O objetivo do presente Irabalho foi avaliar alguns aspectos biológicos do pulgíto Hre-
vicon^ne brassicae em dois genótipos de couve, Brassica oleraceu var. acephatu, pro-
curando-se detectar possível fonte de resisténcia por antibiose. Os genótipos avaliados
foram 'Manteiga 916' e`Roxa 919', utilizando-se 60 (sessenta) t^meas por cultivar, com
as quais foram determinados: o número de descendentes, o período pré-reprodutivo, o
período reprodutivo e o período de vida de ninfa a adulto. Pelos resultados obtidos cons-
tatou-se o efeito negativo do genótipo 'Roxa 919' no desenvolvimento de B. bru.csic•ae,
o que evidencia resistĴncia do [ipo antibiose no genótipo em rela^3o ao 'Manteiga 91 tí'.

S. A. De BoaTO^t. Laboratório de Biologia e Criuç^o dc Insetos, Departamento de Fitos-
sanidade/FCAV/[1NESP, Via de Acesso Prof. Dr. Paulo Donato Castellane, s/no.
CEP: 14884-9fi0 Jaboticabal - Sáo Paulo - Brasil
E-mail: bortoli@fcav.unesp.br

Palavras chave: aspectos biolcígicos, couve, gencítipos, Brevicorvne brassicae.

Várias espécies de insetos atacam freqiien-
temente a couve, destacando-se duas de
pulgces, Brevicoryne brassicae e Myzus persi-
cae, sendo que o primeiro, denominado
pulgáo das brássicas é cosmopolita (VAStcEx
et al., 1998) e é, normalmente, de maior oco-
rréncia nas condiçóes de Jaboticabal, SP,
Brasil, causando, náo raras vezes, prejuízos
significativos devido á intensa e contínua
retirada de seiva das plantas, sendo conside-
rado no Brasil praga-chave da cultura (SALCA-
Do, 1983). Tal situaçáo 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 (LAxA et al.,
1979).

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

tar os efeitos colaterais indesejáveis do uso
exclusivo e sistemático do controle químico,
trabalhos tém sido desenvolvidos no sentido
de avaliar o comportamento de diferentes
genótipos em relaçáo ao ataque de pragas,
procurando-se, assim, obter cultivares menos
suscetíveis aos afídeos.

Nesse sentido, tem sido constatada a
ocorréncia de diferentes níveis de resisténcia
de genótipos de Brassica oleracea var.
acephala ao pulgáo B. brassicae (THOIvtPSON,
1963; LA RossA et al., 2005). Através de
processos seletivos, tem-se obtido genótipos
com e sem cera cuticular nas folhas, e
observado que plantas sem cera náo sáo
colonizadas pelo afídeo, enquanto que em
folhas com camada cerosa o inseto consegue
formar colónias bastante populosas.

Diferenças significativas na populaçáo 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 coloraçáo das folhas; as variedades

americanas de cor vermelha favorecem o

estabelecimento e a sobrevivéncia do pulgáo

(RADCLIFFE Bt CHAPMAN, 196^).

As cultivares de couve `Manteiga de
Ribeiráo Pires 2446', `Manteiga de Ribeiráo
Pires 2620' e'Manteiga 1811' sáo menos
preferidas por B. brassicae, em condiçóes de
campo, enquanto que, em laboratório, desta-
cam-se as cultivares 'Roxa', `Manteiga Tupi'
e'Manteiga de Jundiaí', sendo considerada a
`Roxa' e a`Manteiga Tupi' como as mais
promissoras. A variedade 'Crespa 918' é
apontada como a mais preferida, em ambas
as situaçóes (LARA et al., 1978).

O objetivo desse trabalho foi avaliar
alguns aspectos biológicos do pulgáo B.
brnsssicne em dois genótipos de couve,
Brassica oleracea var. ncephnln, procuran-
do-se assim detectar possível fonte de
resisténcia por antibiose.

Para tanto, em área 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' e'Manteiga
916' foram cultivadas, seguindo-se as reco-
mendaçóes normalmente empregadas para a
cultura, com exceçáo ao tratamento fitossa-
nitário (as pragas, quando necessário, foram
eliminadas manualmente). O delineamento
estatístico utilizado foi o inteiramente
casualizado com 2 (dois) tratamentos (genó-
tipos) e 30 repetiçóes, sendo cada uma delas
representada por duas fémeas de B. hras.t•i-

cne. Os dados foram obtidos em 5 plantas de
cada genótipo, sendo 12 fémeas em cada
uma delas confinadas nas terceiras e/ou
quartas folhas, a contar do ápice da planta.
Portanto, 60 fémeas (por genótipo) recém
emergidas foram individualizadas em gaio-
las plásticas, tipo "plexiglass", e acompan-
hadas em seus desenvolvimentos através de
observaçóes diárias, determinando-se os
seguintes parámetros biológicos: número
total de descendentes, período pré-reprodu-
tivo, período reprodutivo e período total de
vida (ninfa + adulto).

Os dados obtidos foram analisados pelo
teste F, sendo que as médias encontram-se
sumarizadas na Tabela l. Com relaçáo ao
número médio de descendentes por fémea,
veriticou-se que no genótipo `Roxa 919' o
pulgáo apresentou menor número de descen-
dentes quando comparado ao `Manteiga
916', evidenciando claro efeito negativo na
biologio do afídeo (antibiose), fato este que
dá ao referido material o caráter resisténcia,
sendo que resultados semelhantes já foram
obtidos em outros genótipos, alguns também
do grupo Manteiga (LARA et al., 1979).
Quanto ao período pré-reprodutivo, período
reprodutivo e período total de vida do inseto,
nota-se que no genótipo `Manteiga 916', o
pulgáo teve os referidos parámetros prolon-
gados, em relaçáo ao `Roxa 919', resultados
estes que mais se aproximam dos dados nor-
mais para a espécie, mostrando que no mate-
rial com característica de resisténcia (`Roxa
919' ) ocorre reduçáo nos parámetros estuda-
c1os, além de reduzir signiticativamente o
número de descen^lentes.

Tabela I. Número descendentes por fémea, período pré-reprodutivo (dias), período reprodutivo (dias)
e período de vida ( ninfa + adulto) ( dias) de Brevicoryne brassicae nos genótipus de couve

`Manteiga 916' e `Roxa 919'.

PARÁMETROS/GF.NÓTIPOS 'MANTEIGA 9l6' 'ROXA 919'

Número de descendentes 40,57 ± 5,93 a 24,37 t 2,21 b

Período pré-reprodutivo 5,80 ± 0,64 a 3,13 ± 0,38 b

Período reprodutivo 10.03 ± Q,70 a 8,43 ± 0.58 b

Período de vida ( ninfa + adulto) 15,83 ± 1,43 a I 1,57 t 1,21 b

Médias seguidas por letras diferentes, nas linhas, diferem estatistiramente entre si.



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 32. 2(106 6-15

Assim, pelos resultados obtidos nota-se o dencia resisténcia por antibiose do genótipo
efeito negativo do genótipo 'Roxa 919' no em relaçáo ao 'Manteiga 916'.
desenvolvimento de B. brussicue, o que evi-

RESUMf:N

DE BoRTOLI, S.A., 2(H)6. Aspectos biológicos de Brericorvne hrassicne ( Linnaeus,
1758) (Hemiptera: Aphididae) en dos genotipos de col berza. Bol. Sun. Uex. Pingus, 32:
643-646.

EI presente trabajo tuvo como objetivo evaluar algunos aspectos biológicos del pul-
gón de la col Breric•oryne brussicue en dos genotipos de col berza, Brussic•u oleraceu var.
ucephula, para detectar la posible fuente de resistencia por antibiosis. Los genotipos eva-
luados fueron 'Manteiga 916' y'Roxa 919', se utilizaron 60 (sesenta) hembrus por cul-
tivar, en cada cultivar fueron determinados: el número de descendientes, el período pre-
reproductivo, el período reproductivo y el período de vida de ninfa a adulto. Los resulm-
dos obtenidos constataron un efecto negativo del genotipo 'Roxa 919' sobre el desarro-
Ilo de B. hrussicne, lo yue comprueba resistencia del tipo antibiosis sobre el genotipo con
relación al 'Manteiga 916'.

Palabras clave: aspectos biológicos, coI berza, genotipos, Brericon^ne brussic•ue.

ABSTRACT

DE BoRTOLI, S.A., 2006. Biological aspects of Brericorvne hrussicue (Linnaeux,
1758) (Hemiptera: Aphididae) feeding on two kale genotypes. Bol. SucL Ueg. Plq^us, 32:
(rJ3-646.

This work was carried out to evaluate some biological aspects of Beric•nr^•ne hrassi-
cne with [he objective to check antibiosis, feeding on two Brassicu oleraceakl•ur. acep-
hala genotypes, 'Manteiga 916' and 'Roxa 919. It was raised 60 temales 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, Brericon•ne brnssicae.
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Aspectos biológicos de Brevicoryne brassicae (Linnaeus, 1758)
(Hemiptera: Aphididae) em relaçáo ao estado nutricional de
Brassica oleracea L. var. acephala

S. A. DE BORTOLI, M. C. FERNANDES, N. M. M. S. DE ALBERGARIA, H. O. S. DóRIA

O presente trabalho teve como obje[ivo principal avaliar os aspectos biológicos de
Brevicor^ne brussicae (L.) em relaçao ao estado nutricional das plantas de couve,
visando a obtençáo de inti^rmaçóes referentes ao manejo pragas. O experimento foi
conduzido em casa-de-vegetaçáo a 25 ± 3°C, utilizando-se vasos de Leonurd para plantio
das mudas. Os tratamentos tbram baseados nas variaçbeti da relaçáo nitrato/am^nia: 0/0,
I00/o, 75/25, 50/50, 25/75, 0/100 e testemunha. De acordo com os resultados, pode-se
concluir que: plantas com relaç^o nitrato/amdnia eyuilibrada possuem tend@ncia em
favorecer o desenvolvimento e reproduçáo do afídeo da couve; altos níveis de amónia
sdo prejudiciais ao desenvolvimento das plantas de couve. tornando-as alimento n5o
favorável ao inseto; manipulando a relaçáo nitrato/am^niu da planta hospedeira, pode-se
causar alteraçóes físicas e metabólicas refletindo em alteraçbes biológicas e
comportamentais no inseto, isto é, induzir menor suscetibilidade ou toleráncia das
plantas ás injúrias.

S. A. DE BORTOLI, Dept. de Fitossanidade, Fac. Ci@ncias Agrárias e Veterinárias, UNESP,
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n, 14R84-900, Jaboticabal, SP. E-mail:
bortoli @ fcav.unesp.br
M. C. FERNANDES. Ex-AIUf10 do Doutorado do Dept. de Biologia, Fac. Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeiráo Preto, USP.
N. M. M. S. ot ALneRCARiA, Ex-Aluno do Doutorado do Dept. de Fitossanidade, Fac.
Ciéncias Agrárias e Veterinárias, UNESP.
H. O. S. D6RtA. Ex-Aluna do Doutorado do Dept. de Biologia, Fac. Filosofia, Ciéncias
e Letras de Ribeiráo Preto, USP.

Palavras-chave: insectu, pulgáo da couve, nitrogénio, interaçáo inseto-planta.

INTRODUçÁO

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

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

O mercado consumidor de produtos hor-

tícolas exige produtos de qualidade com

boa aparéncia externa e sem resíduos.

Assim, para reduzir a aplicaçáo de produtos

fitossanitários proporcionando vantagens

econ6micas e ecológicas, alguns pesquisa-

dores tém explorado as defesas químicas da

própria planta, tentando induzir menor sus-
cetihili^ta^lr.
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SINGH & AGARAwALL (1983) apresenta-
ram diversas citaç^^es sobre a influéncia da
adubaçáo mineral na incidéncia de diferentes
espécies de pragas em diferentes culturas na
Índia. 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
aplicaç^es dos fertilizantes foliares Mixt 1 e
Alpinest, reduziu a populaçáo de B. hrassi-
cae em 50%.

De acordo com o trabalho de VAVRINA et
al. (1993), onde diferentes fontes de nitrogé-
nio foram testadas em couve chinesa; com
aplicaçáo, em pré-plantio, de nitrato de cál-
cio, nitrato de am^nio, uréia, soluçáo de
nitrato de uréia-amdnio (Uran) e soluçáo de
uréia-cálcio (Nitrato-Plus), obteve-se plantas
com cabeças grandes, mas com alta incidén-
cia de pragas.

PET ĴT et aL (1994) estudaram os efeitos da
reduçáo da concentraçáo de nitrogénio em
soluçáo hidropónica sobre o crescimento da
populaçáo de Aphis gossypii, em pepino, e
Mv^us persicae em pimentáo. Através das
variaçóes das concentraçóes de nitrogénio de
90 a 17_5, 175 a 225 ppm de N na soluçáo,
ticou constatado yue a populaçáo de Aphis
goss^•pii foi significativamente reduzida na
concentraçáo de 90 a 175 ppm de N. Obser-
varam também alta fecundidade dos afídeos
nas concentraçóes de 175 a 225 ppm de N.

ZAGO et al. (1997) analisaram a influéncia
de seis diferentes combinaçóes de adubaçáo
de esterco bovino com uréia sobre a popu-
laçáo de B. hrassicae em couve manteiga, e
verificaram que o tratamento que proporcio-
nou maior densidade de pulgóes foi o de 20
ton. de esterco + 1 ton. de uréia/ha.

O presente trabalho teve como objetivo
avaliar alguns aspectos biológicos do pulgáo
Brevicoryne brassicae, em funçáo de diferen-
tes níveis de nitrogénio na cultura da couve.

MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi conduzido em casa-de-
vegetaçáo climatizada (temperatura de 25 ±

3°C, umidade relativa de 70 ± 10% e fotofase
de 12 horas) do Departamento de Fitossanida-
de, e as análises químicas das plantas foram
realizadas no Laboratório de Química do
Departamento de Tecnologia, ambos perten-
centes á Faculdade de Ciéncias Agrárias e
Veterinárias - UNESP, Cámpus de Jabotica-
bal. A criaçáo estoque de B. hrassicae teve
início 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 cerá-
mica (5 L de capacidade) em casa-de-vege-
taçáo. Para a montagem do experimento
foram escolhidos vasos de Leonard (VICENT,
1970), constituídos por garrafas de vidro com
o fundo cortado e vidros de compota como
suporte e recipiente da soluçáo nutritiva. No
"bico" das garrafas que ficavam invertidas, foi
presa uma tela com abraçadeira de plástico,
visando a conduçáo da soluçáo por capilari-
dade até o substrato e sustentaçáo.

O substrato foi composto de areia fina
lavada em água corrente por 5 vezes; após
lavagem foi adicionado soluçáo de HCL 5%
e deixado em repouso por 12 horas. Lavou-
se novamente com água para a retirada de
cloreto, sempre controlando através da
reaçáo química com nitrato de prata 0,1%, e
por último, levado em estufa á 300°C por 24
horas para secagem e eliminaçáo do restante
de microorganismos completando assim, o
processo de esterilizaçáo de substrato.

Os tratamentos (soluçóes nutritivas)
foram baseados nas variaçóes da relaçáo
nitrato/amónia (0/0, 100/0, 75/25, 50/50,
25/75, 0/100 e testemunha - soluçáo nutriti-
va recomendada para a cultura). As soluçóes
foram colocadas nos vidros suporte a um
volume de 300 ml, sendo que estas foram
trocadas semanalmente nas duas primeiras
semanas e diariamente após esse período.
Foram avaliadas duas geraçóes de B. brassi-
cae onde determinou-se os seguintes pará-
metros biológicos: capacidade reprodutiva,
desenvolvimento pós-embrionário e longevi-
dade das fémeas. Para avaliaçáo desses pará-
metros, foram usadas caixas de "pexiglass"
como gaiolas, as quais foram presas através
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Tabela 1. Anátises de Regressáo Potinomiat dos aspectos biológicos na Geraçáo I de Brevicoryne brassicae, para
os tratamentos com relaçáo Nitrato/Amónia ( 100/0; 75/25; 50/50; 25/75; 0/1001.

Aspectos F quaçóes de Regressáo '1'este F
R=

Biológicos
.

RL^ RQZ RC;

Ínstar I y = 2,09 ^ 74NS 0,40Nti 0 23Ns

Ínstar 2 y= 2, l- 0,0068x 6.05* 0.24NS 0,47Ns 0.94

Ínstar 3 y = 1,2717 0.24N5 0.79NS 0,20Ns

Ínstar 4 y= I,5 + 0,1147 - 0,0046x + 0,00003493x^ O,ISNti 0,24N5 4,82• I.00

Longevidade y = IQ,5469 0.26N5 2.OSNS 1.65Ns

Desc./Dia y= 0,282 + 0,1897x - 0,001874x'- nOINS 5,65^ 0,56NS 0,95

Total Desc. y= 4,9078 + 0,3403x - 0,003496x^ O.I2NS 14.69** 0.21NS 0.91

Tempo Total y = 13,76 ^ SZNS i,5$NS ],$2NS

^Regressáo Linear; ^Regressáo Quadrática; ?Regressáo Cúbica.

de "clips" de metal na superfície inferior das
folhas de couve, conforme metodologia uti-
11Zada 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 pulgóes de até um dia de idade, trazidos
da criaçáo estoque, colocando-se um inseto
por gaiola, sendo presas quatro gaiolas dis-
tribuídas no terço médio das plantas/vaso;
foram utilizados 5 vasos por tratamento,
totalizando 4 gaiolas por vaso. Utilizou-se
para análise e interpretaçáo dos resultados, o
delineamento inteiramente casualizado,
sendo que para os dados biológicos do inse-
to foi aplicada regressáo polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSEIO

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

Aspectos biológicos - Geraçáo I
Analisando os dados da Geraçáo I,

observou-se que o 1^ e 3^ ínstares náo apre-
sentaram diferenças estatísticas significati-
vas, sendo 2,09 dias e 1,27 dias a duraçáo
média destes estádios, respectivamente
(Tabela 1).

O 2^ ínstar apresentou valores significati-
vos, pode-se observar que o tratamento

] 00/0 foi o que demonstrou aumentar a
duraçáo desta fase em relaçáo aos demais,
como pode ser observado na Figura I. No 4^
ínstar, houve diferença observando-se no tra-
tamento 75/25 maior duraçáo desse período,
um decréscimo no tratamento 50/50 e novo
aumento no tratamento 25/75 (Figura 2).

Em relaçáo á longevidade das fémeas de
B. brassicae náo foi observada diferença sig-
nificativa entre os tratamentos, sendo a lon-
gevidade média de 10,55 dias, estando esse
valor dentro do intervalo de variaçáo obtido
por SATAR et al. (2005) e bem inferior ao
citado por LA RossA et aL (2005). Quando se
analisou o número médio de descendentes
por dia, o tratamento 50/50 destacou-se em
relaçáo aos demais, sendo que os tratamen-
tos ]00/0 e 0/100 náo favoreceram a capaci-
dade reprodutiva dos pulg^es quando com-
parados aos tratamentos com relaçáo nitra-
to/amónia equilibrada (Figura 3).

O mesmo ocorreu com o número total de
descendentes, ou seja, o tratamento 50/50
proporcionou maior capacidade reprodutiva,
concluindo que o balanceamento dos
nutrientes no hospedeiro favorece a repro-
duçáo do inseto (Figura 4), resultado esse
contrastante ao relatado por PETIT et al.
(1994). A longevidade de B. bras.cicae dife-
riu em funçáo dos tratamentos, sendo 13,76
dias o seu valor médio. Analisando-se os
dados sem considerar o resultado calculado
pela estatística, pode-se afirmar que nos tra-
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2.5 ,

2.0 ^

y=-0.0068x+2.1
R2 = 0.9414

0.5 ^

0.0 ; ^

100/0 75/25 50/50 25/75 0/100

Tratamentos (nitrato/amdnia)

Figura I. Curva de regress5o polinomiul obtida com a duraç^o du 2= ínstar de Brevicoryne brclssieae nos diferentes
tratamentos.

Tratamentos (nitrato/amdnia)

Figura 2. Curva de regressáo polinomial obtida com a duraç^o do 4= ínstar de Brevicoryne brnssicne nos diferentes
tratamentos.

tamentos 100/0 e testemunha, os pulgóes
tiveram uma tendéncia em sobreviver por
mais tempo, como também mostraram-se
como indivíduos mais desenvolvidos em
relaçáo a tamanho de corpo e coloraçáo.

De acordo com os resultados obtidos na
Geraçáo I, pode-se considerar que o pulgáo da

couve apresenta melhor desenvolvimento e
reproduçáo quando as plantas de couve rece-
bem nutriçáo com relaçáo nitrato/am6nia equi-
librada. Os tratamentos que recebem nutriçáo
com excesso de am6nia causam desequilíbrios
na dinámica da populaçáo dos insetos em estu-
do, afetando, principalmente, a reproduçáo.
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y = -0.0002xz + 0.019x +0.282

Rz = 0.9487

14

12

10

651

0/ l 00

Figura 3. Curva de regressáo polinomial obtida com o número médio de descendentes de Brevirorvnn brnssicae no
período de 24 horas na Geraçáo l.

ti

6

4

75/25 50/50 25/75

Tratamentos (nitrato/amónia)

y = -0.0035x2 + 0.3403x +4.9079

R`= 0.9084
2

100/0 75/25 50/50 25/75

Tratamentos (nitrato/amánia)

0

0/ I 00

Figura 4. Curva de regressáo polinomial obtida com o número total de descendentes de Brevicnn^ne brassicue nos
diferentes tratamentos na Geraçáo

Quando se comparou os tratamentos
extremos (100/0 e 0/ ] 00), 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 am^nia
(0/100), que é outra fonte de nitrogénio
(tóxica e náo absorvida) para as plantas, essa
quantidade de amónia prejudicou desenvol-
vimento vegetativo da planta, diminuindo
sua área foliar, provocando queimaduras nos
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bordos das folhas e, conseqiientemente, des-
favorecendo uma alimentaçáo de boa qualida-
de para o inseto, reduzindo a sobrevivéncia.

Aspectos biológicos - Geraçáo II
Para as avaliaçóes dos aspectos biológicos

do pulgáo da couve na Geraçáo II, foram uti-
lizados os descendentes com até 1 dia de
idade provenientes da Geraçáo I. Na insta-
laçáo do experimento da Geraçáo 11 náo foi
possível a realizaçáo dos tratamentos com as
relaçóes 0/0 e 0/100 devido ao baixo índice
de reproduçáo e alto índice de mortalidade
dos descendentes na Geraçáo I.

De acordo com os resultados de regressáo
polinomial, náo houve diferença significati-
va entre os tratamentos em para todos os íns-
tares. A duraçáo média de cada ínstar foi de
I,86; 1,64; 1,62; 1,86 dias, do 1^^ ao 4^ ínstar,
respectivamente. Náo houve efeito dos trata-
mentos sobre a longevidade das fémeas

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

Assim, na geraçáo II apenas o número de
descendentes apresentou diferença estatísti-
ca para as relaçóes nitrato/amómia avaliadas,
mostrando por meio deste parámetro bioló-
gico que altos níveis de nitrogénio favore-
cem a capacidade reprodutiva dos afídeos,
situaçáo esta também relatada no trabalho de
PET1T et al. (1994).
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RESUMEN

DE BORTOLI S. A., M. C. FERNANDES, N. M. M. S. DE ALBERGARIA, H. O. S. DÓRIA.

2006. Aspectos biológicos de Breaicorvne brassicae (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Aphi-
didae) en relación al estado nutricional de Brassica o(eracea L. var. acephala. BoL San.
Ueg. Plugas, 32: 647-653.

EI presente trabajo tuvo como objetivo principal evaluar los aspectos biológicos de
Brel^icon^ne brassic^ae (LJ en relación al estado nutricional de las plantas de col, bus-
cando la ob[ención de informaciones referentes al manejo de plagas. EI experimento fue
realizado en un invernadero a 25±3 °C, utilizándose recipientes de Leonard para plantío
de las mudas. Los tratamientos se basaron en las variaciones de la relación nitrato/amo-
nio: 0/0. 100/0, 75/25, 50/50, 25/75, 0/IO0 y el testigo. De acuerdo con los resultados
encontrados se puede concluir que: plantas con relación equilibrada de nitrato/amonio
poseen tendencia a favorecer el desarrollo y reproducción del áY3do de la col; los altos
niveles de amonio son perjudiciales al desarrollo de las plantas de col, tornándolas ali-
mento no favorable para el insecto. Con la manipulación de la relación nitrato/amonio de
la planta hospedera, se puede n causar cambios físicos y metabólicos que se reflejan en
alteraciones biológicas y de comportamiento en el insecto, esto produce menor suscepti-
bilidad o tolerancia de las plantas a los daños.

Palabras clave: Insecta. Pulgón de la col, nitrcígeno, interacción insecto-planta.

ABSTRACT

DE BORTOLI S. A., M. C. FERNANUES, N. M. M. S. DE ALBERGARIA, H. G. S. DÓRIA.

2006. Biological aspects of Brevicorvne bra.rsirae (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Aphidi-
dae) in relation to Brassica nleracea L. var. acephalcr nutritioa Bal. Scm. Feg. Plagas, 32:
647-653.

This work was aimed to evaluate the biological aspects of the cabbage aphid Brevi-
corvrre bra.r,ricne (L.) in relation to plant nutrition, to obtain information about pest man-
agemenL The e^xperiment was conducted in a greenhouse with environmental control.
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The pots were Leonard's [ype made of glass bottles. According to the results it was con-
cluded that: plants with balanced levels of nitrogen (nitrate/anunooia) show tendency tu
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 behuvioral
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. lirirlcr in Arnucr^rin urn^^rmu^ dead hranches are pm.uunt.

P. TukiENZO. Entomología. Departumento de Biodiversid.^d y Biulugía Experimenuil,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. 4° Piso, Pabellán IL (CP Id22i) Ciudad Uni-
versitaria, Buenos Aires, Argentina. e-mail: paolaturienr.oCa^yahou.com

Key words: Larval biology, Lunghorned beetlc, Ar^u^ruriu.

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 (DI
Ioato, 2005). The larval galleries and pupal

chambers of this family had received little

attention until the classification proposed by

DuFFV (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; DI Ioalo, 1993a,

1993b, 1993c, 1995, 1996, 2006).

In 2005, Huequenia livida (Germain,
1898) was first recorded with the first
known host plant in Argentina, Arncrccrria
arnucana (Mol.) Koch (TuatENZO, 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. lii^idu in Arnuccn-iu dead branches and

contributes with the biology of this Ceram-
bycidae.

MATERIALS AND MF.THODS

Reared material obtained from Neuquén:
San Martín de los Andes, 10-1-2005, P.
Turienzo & O. Di lorio leg ^basal dead
branches on living trees^ (TUaIENZO, 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 ( I S example^) were
obtained with a calibre (precision 0.01 mm).
The terminology used here is those proposed
by DI Ioalo (1995).

RESUI,TS

The larval galleries are subcorticals,
increasing in size when the larvae growth, and
tilled 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 ( I cm diame-
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Figure L Larval biology of K 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 (Dt IoRlo,
1995). In cross-section, the pupal chambers
measure 3.93 ± 0.61 mm high and 6.18 ± I.21
mm width (Fig. 2), oriented with the width
parallel to the growth rings. In longitudinal

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

M,aRT[NS (2002) include the genus Hue-
quenia Cerda, 1986, in the tribe Achysonini.

Figure 3. Pupal chambers in longitudinal section. 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
Achn•son were described. Larval galleries of
Achn•snn surinumum (L., 1767) are internal
(DI ioRlo, 1996), and the pupal chambers
correspond to the larval habit (Dl IoRlo,
1995), with the vertical emergence holes
build by the adults (DI IoRlo, 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 Achn•son and Huequenia are
nocturnal.

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 producrors.
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PATOLOGÍA

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

^. PALMERO, C. IGLESIAS, I.. VARÉS, ^. Ĵ INOBAS (1'^

EI presente estudio evalúa el efecto yue 6 ditcrentes géncros hongus uislado, a par-
tir de semillas de 54 diterentes cultivares de rardo (C^^rruru cureLrnculu.e L.I y sus extrac-
tos acuotios tienen sobre la germinación y naticencia de las semillas. Se han realiiadu
pruebas de patogenicidad con dos aislados de cada uno de los seis género^ de mayor fre-
cuencia del inventario (Asper^iNu.c, Perricillimr^. Fusarótm, Khi^opus, CluJusporium y
Alternurin), así como de los extractos producidos tras 3. 7 y I Idías de de incubación de
los micetos.

Los resultados de las inoculaciones con los micetos muestran efectos negativos sohre
los porcentajes de germinación, con reducciones en la germinarión yue fueron máximas
tras las inoeulacioneti con Rhiropus .rtoloni(er (299r de disminución) y Fu.curiunr rerti-
cillioides (23%r). Los porcentajes de emergencia disminuyen tras duplicar lu concentra-
ción del inóculo, aumentando además drásticamente el número de plántulas dañadas
sobre el total de las emergidas. En el signihcativo caso de lu inoculacibn con Clurlospo-
rium la duplicación del inóculo disminuyó la germinación hasta en un 31 r%r respecto al
testigo.

Las plántulas emergidas tras las inoculuciones con los extractos obtenidos a partir de
cultivos líquidos de los hongos ensayados presentaban los mismos síntomas de atrotias
y daños sobre raíz y coleóptilo yue los descritos para cada hongo. Los extrartos acuosus
de los géneros estudiados disminuyen también la germinaci^ín. Los resultados nos mucx-
tran la diferente capacidad parasitaria de cada una de las especies estudiadati aprecicSn-
dose además diferencias según lo^ diferentes periodos de agitación de los hungos y per-
miten asegurar que la producción de toxinas está regulada por el hongo, y yue no aumen-
ta linealmente con el crecimientu miceliar.

D. PALMERO: Intiti[n[o Nacional de Investigarión y Tecnología Agraria y Alimentaria

(INIA) Dirección Técnicu de Evaluación de Variedades y Laboratorios. Ctra. de la Coru-

ña Km. 7,5 (284(H)) Madrid (persona de contacto email: palmeroC^inia.es)

C. Ici.tsms, L. VnttÉS, J. SiNOHns (t): U.D. Genética y Fitupatología. E.U.LT.A. Uni-
versidad Politécnica de Madrid. Ciudad Universitaria, 284(N) Madrid.

Palabras elave: Alternurio uhernota, Asper;4iNusJlrnu.c. Asperqilhrs ni,4er, Cludac-
paritun herbururrt, Fu.curium verric'illioides. Klii;oprts stnluni%rv, ntetaholituti, tuxicidad,
patogencicidad, plántulas.

INTRODUCCIÓN autor obtuvo rendimientos de 69 y 57 tone-
ladas por hectárea de los cultivares B. de

En su estudio sobre la producción de bio- España y G. de Roma respectivamente. En
masa e q el sur de Europa, TaEBBI (1993) otros estudios realizados sobre cardo se
estudió, entre otras especies vegetales, la recogen diferencias de rendimientos de
productividad de C^^narct carduncttlus. El hasta 7 toneladas por hectárea de biomasa
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total en función de año de cosecha (FoTTt 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 hídri-
cos y de fertilización hacen que su cultivo
sea viable en zonas de baja pluviometría.
Los tratamientos fungicidas son, por tanto,
costes que no podría 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 micot7ora presente en las semi-
llas del cardo, averiguar cual es el efecto que
los micetos "per se" y los metabolitos exu-
dados tienen sobre la germinación y la nas-
cencia de las semillas, continuando con otro
artículo publicado con anterioridad, donde
se hacía el inventario de la microbiota fúngi-
ca asociada a las semillas de cardo (PALME-
Ro et al., 2005).

MATERIAL Y MÉTODOS

Aislados fúngicos
Los hongos estudiados proceden de un

inventario fúngico de las semillas de cardo
(Cvnara cardunculus L.), donde se analiza-
ron más de 4400 semillas de 54 cutivares de
cardo de distintas procedencias y se identifi-
caron un total de 15 géneros diferentes.
(PALMERO et uL, 2005).

Tanto en los ensayos de germinación
como en los de patogenicidad, se utilizaron
semillas procedentes de San Fernando de
Henares, proporcionadas por la U.D. de
Botánica de la Escuela Técnica Superior de
Ingenieros Agrónomos de Madrid, conserva-
das en cámara climática, 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 concentración del inó-
culo aplicado a las semillas, se utilizó un
hematocitómetro con retículo de 0.200 mm
de profundidad por 5 mm2 de superficie.
(Retículo de Malassez. FORTUNA. W-
GERMANY^).

Determinación del poder germinativo
de las semillas.

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

Las pruebas de germinación realizadas
sobre sustrato se llevaron a cabo en reci-
pientes de plástico con un tamaño de
90x 1 13 mm de boca y 63 mm de profundi-
dad y con orificios de drenaje. El sustrato
utilizado fue vermiculita, de granulometría
variable entre 0,75 y 8 mm de diámetro, de
esta manera se analizaron 8 cajas por cada
tratamiento con 25 semillas sembradas en
cada caja, comparando el tratamiento de
desinfección seleccionado (40 g de Cl acti-
vo / I durante 5 min.) con el testigo sin tra-
tar. En este caso se tuvieron en cuenta los
porcentajes de plántulas dañadas sobre el
total de las germinadas.

Todas las pruebas para la determinación
del poder germinativo se llevaron a cabo en
cámaras de fotoperiodo y temperatura con-
trolados, incubando las muestras a 25°C y 12
h/día de iluminación durante 8-9 días, tras
los cuales se realizaron los conteos. Los
resultados obtenidos fueron sometidos a un
análisis de varianza unifactorial.
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Obtención de extractos
Para obtener los metabolitos exudados por

los patógenos estudiados se añadieron pastillas
del cultivo agarizado de unos 2 cm. de diáme-
tro, tomado del borde de la colonia en creci-
miento, a matraces Erlenmeyer de 250 ml con
medio líquido PD (Patata-Dextrosa) estéril.

Los cultivos líquidos se mantuvieron en

agitador orbital a 140 r.p.m. y en oscuridad
durante períodos de 3, 7 y 11 días. Transcu-

rrido este tiempo, los cultivos líquidos se fil-

traron a través de un doble filtro de papel

Millipore de tamaño de poro de 0.45 µm.

Método como el indicado por MoNTOVA et ul.

(2001) y FERNÁNDEZ-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 más frecuencia de aislamiento, los
códigos que identifican cada aislado así como
su procedencia se presentan en el cuadro l.

La producción de las masas miceliares y
conidios necesarios para inocular las semi-
llas se realizó sobre PDA, incubándolo en
cámara climática a 25°C en oscuridad,
durante 5-6 días.

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

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

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

El conteo y la observación de daños pro-
ducidos sobre las plántulas emergidas se
efectuaron tras un período de incubación de
10 días, realizándose paralelamente en cada
uno de los ensayos testigos sin inóculo.

Una vez obtenidos los extractos de los asi-
lados de Aspergrllus, Altentaria, Fusarium y
Penrci!lium, se aplicaron sobre las semillas
mediante el procedimiento anteriorniente uti-
lizado en las pruebas de patogenicidad, con la
salvedad de que una vez regadas con los
metabolitos, y cubiertas por una tina capa de
vermiculita, las semillas no se volvían a regar.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El análisis de los ensayos de desinfección
t7jaron el mayor porcentaje de germinación
media el de las semillas sumergidas durante

Cuadro I. Códigos, procedencia y densidad de inóculo de las diferentes especies fúngicas ensayadas.

Aislados Códigos Lote de procedencia ^^^alidad /
año de cosecha

Pe-1 B-5 Budujn, /1997
Penicillium rugcdosum Thom.

.

Pe-2 M-Ĵ0 Madrid / /998

Clu-l B-10 Badujaz/1998
Cladosporiwn herburum (Pers.) Link

Cla-2 M-^8 Madrirl/l998

Rhi^opus stolnnifer (Ehrenberg: Fries) Vuillemin. Rhi-l M-39 Mudrid / /998

Fu.s-l M-29 Mndrid / 1998
Fusurium verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

Fus-2 B-6 Buclujnc / l 997

AI-l M-l4 Mudrid / /997
Alternuria ulternata (Fries) von Keissler

AI-2 8-6 Budajn^ / 1997

Aspergillus Níger van Tieghem As-/ M-8 Mudrid / /992-/99h

Asper,^illus jlrn•us Link. As-2 M-.i0 Mudrid / l998
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Cuadro 2. Tratamientos de desinfección y evaluación del poder germinativo de las semillas.

Ensayos en cajas Ensayos en Ensa yos
Tratamientos Tiempo

de Petri * toalla *
,

con vermiculita **

d0 g de CI activo / I 5 min. 93 % 96 % 3 % a

40 g de Cl activo / I I O min. 75 % 90 °Io

20 g de Cl activo / I Smin. 86 % 92 %

20 g de CI activo / I 10 min. 76 % 93 %

Testigo Testigo 91 °/r 97 % IS%h

* Resultados expresados en porcentaje de germinación de semillas.
** Resultados expresados en porccntaje de plántulas dañadas.

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

Estos datos, unidos a la gran contamina-
ción de hongos presente en las muestras de
semilla utilizadas como testigo hacen del
método de desinfección consistente en
sumergirlas durante 5 min. en hipoclorito
sódico (40 g de CI activo / 1) el más 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-
nación en cajas con vermiculita para obser-
var su comportamiento en un sustrato igual
al que se utilizará en los ensayos de inocula-
ción. Se observaron diferencias significati-
vas entre el tratamiento y el testigo. Los por-
centajes de plántulas dañadas, que en el tes-
[igo llegaban al 15 %, se mantienen en un 3
% en los lotes de semillas sometidos al trata-
miento de desinfección.

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

Resultados obtenidos con densidades
de inóculo simple.

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

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

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

Las diferencias observadas entre Aspergi-
llus ni^^er, con un 67% de germinación, y A.
.flavus, con un 76%, tienen una posible expli-
cación en el diferente grado de patogenici-
dad que cada especie pueda presentar ante
un mismo hospedante, grado que dependerá
de muchos factores, como los diferentes
metabolitos excretados por cada hongo y su
especiticidad, la velocidad de crecimiento,
etc. En este caso se comprueba como los
mayores daños sobre la germinación 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 daños observados en las plántulas
resultantes de las inoculaciones de semillas
con ambas especies de A.rpergillus consisten
en necrosis en la raíz principal y en las
secundarias, llegando a rodearlas por com-
pleto, y estrangulándolas. En la parte aérea
aparecen manchas sobre el tallo, de colora-
ción oscura y con el contorno perfectamente
delimitado.

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

Códi o de
Densidad de inóculo Simple Uensidad de inóculo Uoble

Especie
g

aislado Porcentaje de Plántulas Porcentaje de Plántulas
emergencia dañadas emerlGencia dañadas

Cla-1 70 % cd tí % ab 70 %r cd 22 % hcdc
(^lurlu.^/^nrium hrrhurum

Cla-2 77 % e 13 % bc 52 % ab 211 % hcJc

Pe-1 70 % r^ 10 % bc 63 % abc 27 % de
Penicillium rir,^rdo.cum

Pc-2 71 % c^lc fi% ab 75 % cd 28 °/r e

Rhi^opus stnlnnifer Rh-1 57 % a 8% ab 48 %r a 2fi % cde

Aspergillus nixer As-1 fi7 % bc 9% bc 70 %r bcd I11 % ah

A.rpergillus Jlcn^us As-2 76 % de 15 % c 7l % ccl I8 % halc

AI-1 fi2 % ab lll °lo bc tí8 % bc 12 °lo ahc
Alrernrrrin ulternutu

AI-2 71 % cde 14 % bc 67 % br 21 % hcdc

I^:m-I fi7 % bc 10 % bc 65 °/n bc 14 °lo ubcd
Fu.rurium rerlirillinicles

I'.m-2 fi3 % b 9% bc 62 % abc 17 % bcdc

Testigo T 86 % f 1% a 83% d I% a

tienen un contorno menos delimitado y colo-
ración más clara, presentándose longitudi-
nalmente a lo largo del tallo.

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

La inoculación con F. verticillioides, provo-
có bajos porcentajes de emergencia (67 y 63 %
en cada uno de los dos aislados inoculados).
En ambos casos hay diferencias significativas
con relación al testigo, con disminuciones del
porcentaje de emergencia del 19 y 23 ^I^ res-
pectivamente. Muchas de las plántulas emergi-
das presentaban raíces necrosadas, síntoma
característico del ataque de Fusarium.

En cuanto al número de plántulas daña-
das, los datos observados para cada trata-
miento varían desde un I°Io en el testigo a un
15°Io en As-2.

En la inoculación con Aspergillus•, de la
misma forma a como ocurre con Cludospo-
rium, el aislado que, tras los ensayos de
emergencia de plántulas, tenía el menor por-
centaje y que contaba por tanto con una
mayor capacidad parasitaria es el que produ-

ce menor número de plántulas dañadas. En
este caso, las inoculaciones con A, ui/,^er pre-
sentun un 67°h de emergenciu y un 9^/r^ de
plántulas dañadas del total de las emergidas.
Cuando se inoculó con A. flurus, la emer-
gencia fue del 76°Io. Es decir, un 12% supe-
rior a las inoculadas con A. ui^^er y, sin
embargo, el porcentaje de plántulas dañadas
era del IS%. Al tratarse de dos especies dis-
tintas, podría entenderse una diferente capa-
cidad parasitaria, otra interpretación que
puede darse a este comportamiento, es yue
varios mecanismos están implicudos en las
acciones sobre la emergencia y lesiones pos-
teriores sufridas por las plántulas y yue, pro-
bablemente, no actúen los mismos. Estos
porcentajes han de tenerse muy presentes a
la hora de valorarlos daños producidos por
el hongo, pues las semillas que den lugar a
plántulas atrofiadas o dañadas seriamente no
conseguirán desarrollarse con normalidad
una vez sembradas en los campos de cultivo.

Las plántulas atacadas por AsperKillus
presen[aban daños visibles en forma de man-
chas oscuras de contorno delimitado. Resul-
tados que coinciden con los obtenidos por
HARMAN y CiRANETT, ( 1972).

Tras la inoculación de las semillas con
dos aislados diferentes de Allnruaria, se
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observó un alto número de plántulas daña-
das, con porcentajes del 10 y 14% respecti-
vamente, con diferencias significativas res-
pecto al testigo.

Los síntomas presentes en las plántulas
dañadas consisten en manchas de un color
parduzco más claras que las producidas por
los hongos anteriormente inoculados, más o
menos delimitadas, que discurren longitudi-
nalmente a lo largo del tallo. Estos síntomas
son idénticos a las lesiones que GAETAtv y
MnDtA (1998) describen sobre los tallos de
colza canola.

La inoculación con dos aislados de Fusa-
rium verticillioides, mostró porcentajes de
un 10 y 9% respectivamente de plántulas
dañadas sin que aparecieran diferencias sig-
nificativas entre ellas. Los daños se caracte-
rizan por la aparición de gran cantidad de
raíces necróticas, con necrosis tanto distales
como intermedias. Las plántulas dañadas
presentaban un alto número de manchas de
color claro a lo largo del hipocotilo.

Resultados obtenidos con densidades
de inóculo doble

Los resultados obtenidos tras la duplica-
ción del inóculo (Cuadro 3), fueron también
sometidos a un análisis 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 inóculo simple, lo que
indica que, a partir de una densidad de inócu-
lo, el incremento no tiene efecto significativo.
Tampoco difieren signiticativamente con
relación al testigo los tratamientos Cla- I y
As-1. A diferencia de los tratamientos con los
aislados Cla-2, Pe-1, Rh-1, Al- I, AI-2 Fm-1 y
Fm-2 que presentan todos ellos diferencias
significativas con el testigo.

A1 duplicar el inóculo no se aprecian dife-
rencias significativas en la capacidad parasi-
taria de los aislados de P. rugu/osum, A.
alternata v F. verticillioides, así como de las
dos especies de Aspergillus, A. niger y A. fla-
vus. Coincide esto solo en parte con los
resultados de el cuadro 3, en la que única-
mente entre los aislados de Penicillium y
Fusariunt no aparecían diferencias significa-
tivas. Indicando que la capacidad parasitaria
de los aislados podría tender a igualarse a
una cierta densidad de inóculo.

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

En el caso de las especies de Fusarium y
Rhi^opus que, con una densidad de inóculo
medio producían los mayores efectos sobre
la emergencia de plántulas, continúan man-
teniendo esta capacidad al duplicar el inó-
culo, disminuyendo los porcentajes de
emergencia respecto al testigo en un 18 y
21 % en el caso de Fusarium, y en un 35 %
en Rhiznpus. Entre todos los porcentajes de
nascencia obtenidos al duplicar el inóculo
la disminución más drástica tiene lugar tras
la inoculación con Rhizopus. Este resultado
que, como hemos comprobado, se debe a la
acción en la germinación de las semillas, se
agudiza en un 16% cuando se dobla la den-
sidad del inóculo. La baja aparición de
necrosis radiculares asociadas a la inocula-
ción con este hongo permite pensar que
una vez emergida la semilla, el miceto no
afecta de una manera tan drástica al desa-
rrollo de las plántulas como los demás
géneros estudiados ni aún a dosis de inócu-
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 inóculo simple, si bien se aprecia
un aumento en los porcentajes de daños.

El mayor aumento se produce en Penici-
llium, en Cladosporium herbarum y Rhizopus
stolonifer también se aprecia el incremento en
los daños sobre (as plántulas, en contraposi-
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ción, los aislados de Alternaria, Aspergillus y
Fusarium no aumentan tan drásticamente el
número de plántulas dañadas.

En todos los casos se producen serios
daños sobre plántulas ya germinadas. Estas
plántulas resultan seriamente afectadas y no
tendrán un desarrollo normal en campo. En
muchos casos, las plántulas resultarán invia-
bles e incluso morirán. Pero en aquellos en
los que no se produjera la muerte de la plan-
ta, los rendimientos finales se verían reduci-
dos, tanto como consecuencia de una dismi-
nución del vigor de la planta (y, por consi-
guiente, del porcentaje de materia seca),
como por una reducción del número, calidad
y viabilidad de las semillas.
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Resultados sobre las pruebas de toxici-
dad obtenidas con los extractos fúngicos

Las pruebas de patogenicidad con

extractos acuosos ensayados se llevó 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 fúngico, y con alta

capacidad potencial de producir concentra-

ciones de metabolitos tóxicos que afecten a

la germinación y nascencia de las semillas

(KOHOMOTO et aL, 1982; TIETJEN et aL,

1983; COLE et aL, 1973; HOLESTEIN y STO-

EssL., 1988). Los resultados se muestran en
el cuadro 4.

Cuadro 4. Evaluación de los filtrados de los cultivos líquidos a los 3, 7 y 11 días de agitación del hongo sobre
semillas y plántulas de cardo (Cynara cardunculus). Los daños en porcentajes de plántulas afectadas sobre el

total de las emergidas.

Aislado
Emergidas

3 días 7 días 11 días

Testigo 88 ± 7,4 b 83 ± 6,7 b 86 t 5,8 b

A!-1 76 ^ 8,1 a 70 t 5,3 a 74 ± 5,8 a

A[-2 7_5 ^ 5,8 a 71 ± 5,6 a 69 ^ 9,4 a

Testigo 80 ± 7,9 a 79 ^ 8,5 a 85 ± 8,2 b

As-1 72 ± 8,6 a 72 t(1,9 a 75 f 11 a

As-2 77 t 12,1 a 72 ± 11,4a 74 t 10 a

Testigo 88 t 4,3 b 77 ^ 14,9 b 92 t 4,3 b

Fm 1 51 ± 12,2 a 60 z 7,1 a 73 ± 4,7 a

Fm 2 45 t 6,1 a 60 ± 4,3 a 74 t 6,8 a

Testigo 85 ± 5,4 b 89 ^ 4,9 b 86 ± 5,5 b

Pe-1 77 t 9,1 a 74 ± 5,5 a 78 ± 9,3 a

Aislado
Raíz necrosada

3 días 7 días 11 días

Testigo 3 t 2,7 a 8^ 5,7 a 4 t 3,9 a

A1-1 12 ± 6,2 6 13 r 5,4 b 13 ± 8,9 b

Al-2 15 i 7,7 b 29 ± 8 c 20 t 8,6 b

Testigo 6 t 4,5 a 6 t 3,9 a 6 t 3,4 a

As-1 23 ± 8,3 b 78 ± 5,5 c 32 ± 9,5 c

As-2 24 ± 4,9 b 18 ± 9,4 b 19 r 6,6 b

Testigo 0± 0 a 0 t 0 a 0 s 0 a

Fm 1 0 t 0 a 1 f 3,5 a 1 t 3,1 a

Fm2 0±0 a Ot0 a 0 t0 a

Testigo 7 ± 4,3 a 9± 3,8 a 7 t 4,1 a

Pe-1 12 ± 7,5 a 15 ± 10,2 a 19 t 14 a

Atrofiadas

3 días 7 días 11 días

6 t5 a 8 t5,7a 5^5,7a

23 ± 5,2 b 20 ± 5,5 b 25 ± 8,4 b

17 ± 5,9 b 37 ± 5,4 c 33 t 11,8c

8 z 3,5 a 8 t 6,8 a 7 t 5,6 a

23 ± 6,6 b 32 f 12 c 21 ^ 7,7 b

20^4,8 b 19t6,4b 21 t6,4b

1 t 2,8 a 1 t 2,8 a I f 2,5 a

20t 13,6b lOx8,3b 16s6,9b

25± 15,16 10t8,5b 15t4,7b

6 t 4,7 a 8 x 5,3 a 8 t 4,3 a

18 t 8, 6 6 l 9 t I 1 b 2 2 t 12 b

Manchas hipocotilo

3 días 7 días 11 días

5 ± 4,8 a 4 t 4,7 a 5 x 4,2 a

22t9,1 b 34t 18 6 27x7,3b

24 ^ 11,4 b 35 t 6 b 34 s 17,7 b

0^ 0 a 1 t 2 a 2 t 3 a

20 ^ 5,3 b 26 ^ 6,6 c 22 t 7,6 c

17t3,3 b 16f 7,7b I2s3,8b

6 t 4,9 a 2 z 3,6 a I t 2,6 a

17± 1Q3b 7 t6,8a 3 t4,1 a

39 ± 19,2 c 20 t 7,7 6 9 t 5,9 b

5± 3,4 a 4 t 4,2 a 3 s 3,7 n

8 ^ 3,4 b 4 s 3 a 6 = 4,4 a
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Pruebas de toxicidad con los extractos
obtenidos a partir de Alternaria alternata.

La disminución en el porcentaje de emer-
gencia de plántulas tras el riego con extrac-
tos de A. alternata (Cuadro 4) tiene lugar e q

igual cuantía en los dos aislados, no pudien-
do apreciarse diferencias significativas entre
ellos, aunyue sí 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 daños causan a
las plántulas, con un máximo en su actividad
fitotóxica extracelular cercano a los 7 días de
incubación del cultivo líquido con un 37 %
de plántulas atrotiadas y un 29 % de plántu-
las que presentaban atrotias en las raíces.

El aislado Al-1 causa menores porcentajes
de daños, y lo hace además de manera cons-
tante desde el tercer día. Los cuadrados
medios presentan diferencias significativas
frente al testigo en los tres periodos de agita-
ción del hongo y entre los dos aislados para
periodos de 7 y 1 1 días de incubación.

Estos datos confirman la variabilidad

genética presente entre los diferentes aisla-

dos de A. alternata puesta de manifiesto en

las inoculaciones directas del patógeno y

confirmado con la inoculación de metaboli-

tos. La observación de los mismos síntomas
aparecidos sobre las plantas tras la inocula-

ción con el filtrado que tras la inoculación

con los patógenos directamente nos permite
concluir que los daños observados en las

plántulas infectadas son debidos a la produc-
ción de micotoxinas y no a la invasión física

del hongo. Estos resultados coinciden con

lOS presentados pOr HARMAN y GRANE'rl',

(1972) y HANDA et al. (1982) .

Se ha comprobado además, yue el aislado
cuyos metabolitos producían mayores daños
tras ser inoculados sobre las semillas coinci-
de con el aislado yue producía mayor núme-
ro de conidias, lo yue nos permite pensar en
una probable relación entre la producción de
conidias y la actividad fitotóxica extracelular
del hongo.

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

cardo (AGR Ĵos, 1996), pero, aunque los
daños producidos por estos metabolitos sean
mucho más 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 aparición
de dañOS (HARMAN y ^iRANETT, 1972^.

La representación gráfica (Fig. 1) pone de
manifiesto la distinta capacidad parasitaria
de los diferentes aislados de Alternaria.

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

A.rpergillus es un hongo que, además de

aparecer en un elevado qúmero de muestras

analizadas en el inventario, tiene una gran

capacidad potencial de producir metabolitos

fitotóxicos para las semillas (BROwN et al.,

1998; JONES et al., 1981; KING et al., 1983;

SANCHIS et al., 1983; WIDSTROM et al., 1990;

FERNÁNDEZ-CORRAL et al., 2002).

En el cuadro 4 se observa como única-
mente aparecen diferencias significativas
entre los porcentajes de emergencia de plán-
tulas del testigo y los tratamientos cuando la
extracción se prolonga 11 días. Probable-
mente la concentración de posibles metabo-
litos obtenidos con 3 y 7 días de agitación
del hongo antes de su extracción, no sea lo
suficientemente alta como para impedir la
germinación y emergencia de las plántulas.
Los mayores daños producidos sobre las raí-
ces coinciden con los producidos sobre la
parte aérea en lo que se refiere al período de
agitación del hongo antes de ser aplicados
sus extractos, cercano al tercer día en A.
niger y al séptimo día en A. flavus, mostran-
do así la diferente capacidad parasitaria de
cada una de las especies de Aspergillus utili-
zadas en el estudio.

Los porcentajes de plántulas atrofiadas
muestran diferencias significativas entre las
dos especies y el testigo, que presenta siem-
pre porcentajes muy bajos de daños, no
superando en ningún caso al 8%. Posible-
mente, la atrotia o el retraso en el crecimien-
to observado se produzca con bajas concen-
traciones de posibles tóxicos en el medio,
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por lo que la severidad de los daños no se ve
afectada por el cambio que la concentración
de tóxicos sufre a lo largo de los distintos
períodos de incubación del hongo.

Los porcentajes de plántulas con raíces
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 plántulas, los
mayores daños se producen con extractos
procedentes de períodos de incubación del
hongo distintos para cada especie. El aislado
de A. flavus (As-2) produce el mayor por-
centaje de daños al inocular los extractos de
3 días de incubación, con un 24% de plántu-
las con raíces necrosadas, porcentaje que
disminuye a un 18 y 19°^o con períodos de 7
y 11 días de incubación, respectivamente
(ver Fig. 2).

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

Los porcentajes de daños observados son
muy altos, llegando hasta el 78% de raíces
de plántulas dañadas por A. niger a los 7 días
de incubación frente al 6°Io de raíces dañadas
que presenta el testigo.

Las manchas aparecidas sobre el hipoco-
tilo de las plántulas tienen la misma morfo-
logía tras la inoculación con los extractos
que tras la inoculación con los mismos hon-
gos. Los mayores porcentajes de plántulas
dañadas se presentan tras ser inoculadas con
metabolitos obtenidos tras 7 días, en el caso
de A. niger (26% de plántulas con hipocotilo
dañado), y 3 días, en el caso de A. flavus
(17°lo de plántulas con hipocotilo dañado).
Son destacables las grandes diferencias pro-
ducidas con respecto al testigo, donde el por-
centaje de plántulas que presentan daños en
el hipocotilo es prácticamente nulo.

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

daños ocasionados, pues mientras que A.
niger mantiene constantes a lo largo de los
tres periodos de incubación los porcentajes
de daños, en A. flavus se aprecia claramente
un punto máximo en la producción de sus-
tancias fitotóxicas extracelulares que tiene
lugar cerca del séptimo día de agitación 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 producción de
metabolitos tóxicos está regulada por el
hongo, y que no aumenta linealmente con el
crecimiento miceliar.

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

Se analizaron dos aislados diferentes de
Fusarium verticillioides, eomparándolos con
un testigo. Este género es el productor más
importante de fumonisinas (FANDOxAN et al,
2004; MuNKVOLD et al, 1997). La disminu-
ción en el porcentaje de emergencia de plán-
tulas tras la inoculación con metabolitos de F.
verticillioides (Cuadro 4), tiene lugar en
similar cuantía en ambos aislados, no pudien-
do apreciarse diferencias significativas entre
ellos aunque sí con respecto al testigo.

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

La elevada capacidad germinicida de los
filtrados a los 3 días de incubación del
hongo, que se ve disminuida a los 7 y 1 1 días
parece indicar que se reduce la emisión de
metabolitos tóxicos paralelamente al tiempo
de incubación, de la misma manera que
hacen pensar en la pérdida de toxigenicidad
de los metabolitos ya producidos.

En los porcentajes de plántulas atrofiadas
los mayores daños se aprecian en los ensa-
yos realizados con metabolitos obtenidos
tras 3 días de agitación con un 20 y 25% de
plántulas atrofiadas. Daños que disminuyen
con periodos de incubación mayores.



BOL. SAN. VEG. PLAGAS. 32. '_OU6

- ;^.^ís.,
- 14n-í
- r;,,-z

Emergidas Atrofiadas
YS 25

20

15

(^ 5

10

5

35 ^ ^ 0
3 dfas 7 d(as 11 días

10 T

5

O ^

3 días

! ,

3 dfas 7 d(es 11 d(as

Rafz necrosada Manchas hipocotilo
40 r

7 dias II dius

30

?0

0 ^

3 dias

Figura 3. Gráficas compara[ivas de las pruebas de toxicidad con extractos de dos aislados (Fm-I y Fm-2) de
Fusurium venicilli^licles.

- ;^.;i^<,
- r^-í

95

Emcrgidas

25

20

IS

10

5

Atroradas

xs

75

65 i ^ T 0

7 d(as Jín..

1 dias 7 dias 11 días 3 d(as 7 dias

zo

IS

10

5 .

6

0 I i ; - ^ O ! - -

3 d(as 7 días 11 días 3 días 7 dfas

Rai^ necrosada Manchas hipocótilo

v

II díes

11 día.

Figura 4. Gráficas comparativas de las pruebas de toxicidad con extractos de
Penicillium rugulo.rwn IPe-I ).



670 D. PALMERO, C. IGLESIAS, L. VARÉS, J. SINOBAS (t)

No se aprecia efecto alguno de las inocu-
laciones sobre las raíces de las plántulas, no
parece por tanto que sea este un efecto de los
metabolitos producidos por los aislados de
Fusarium verticillioides. En contraposición
al resultado de la inoculación con los dos
aislados de Fusarium verticillioides, donde
aparecían daños en porcentajes de un 10 y
9% respectivamente de plántulas dañadas
(Cuadro 3), caracterizándose éstas por la
aparición de gran cantidad de raíces necróti-
cas, con necrosis tanto distales como inter-
medias.

En cambio, en los porcentajes de manchas
en el hipocotilo, los mayores porcentajes de
daños vuelven a ser los observados tras la
inoculación de metabolitos obtenidos tras
tres días de agitación, disminuyendo paulati-
namente con mayores periodos de agitación
de los aislados (ver Fig. 3).

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

La capacidad de producción de toxinas
que presenta este género y su efecto sobre las
semillas almacenadas son sobradamente
conocidos (PRAN^e et al., 2005). Comparán-
dose un único aislado con un testigo, los
resultados del conteo realizado a los 10 días
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 I S%
con respecto al testigo. Estos porcentajes
permanecen casi constantes a lo largo de los
tres periodos de incubación del hongo, con
un máximo, a los 11 días de agitación del
cultivo líquido, del 78% de plántulas emergi-
das, no muy alejado de177% observado a los
3 días de agitación del hongo.

El ensayo con extractos acuosos de P.
rugulosum dio como resultado porcentajes
de plántulas atrofiadas, en los que se aprecia
un mínimo ascenso en la actividad fitotóxica
a medida que aumenta el período de agita-
ción 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 días de agitación del hongo
con un 18% de plántulas afectadas, aunque
sufren un aumento lineal al menos hasta los
11 días de incubación del hongo, con un
máximo del 22% de plántulas atrotiadas a
los 11 días de incubación del hongo.

Las gráficas comparativas entre las inocu-
laciones con metabolitos obtenidos a partir
de cultivos líquidos de Penicillium y el testi-
go (Fig. 4) muestran el efecto que estos
metabolitos tienen sobre las plántulas trata-
das. Los daños aumentan linealmente con los
días de agitación del hongo. Esto nos Ileva a
la conclusión de que, en e1 caso de Penici-
llium, la producción de metabolitos está
influenciada por el periodo de incubación
del hongo, aumentando así linealmente al
menos hasta los 11 primeros días.

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

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

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

Los géneros estudiados en este trabajo
son de poca importancia, en general, en
Patología Vegetal, puesto que no producen
enfermedades aparentemente ]lamativas, sin
embargo su papel en la germinación y muer-
te y atrofia de plántulas puede tener una tras-
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cendencia importante que podría alcanzar a pérdida de germinación. Pues bien, estos
lo que en los bancos de germoplasma se hongos podrían tener una estrecha relación
denomina envejecimiento de las semillas y con esa falta de germinación.

ABSTRACT

PALMERO D., C. IcLESIAS, L. VARés, J. SINOSAS (t). 2006. Evaluation of the effect of
fungal population and their aquaeous extracts over thistle seeds (Cvnuru cardrmccdus t..)
germination and nascence. Bol. Sun. Veg. Plagns, 32: 659-672.

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

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 fmm 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 1 I days of incubation

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

Nascence percentage decreases after inoculum concentration duplication and the
number of damaged plants grows drastically. [n the significative case of inoculation with
Cladosporium, germination decreased 31%r 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 relutionship with
myceliar growing.

Key words: Alternuriu nlternuta, Asper^ilhrs f]uvu.r, A.rpergillus niger, Clndospo-
rium herbururn, Fusurium verticillioides, Rhi^opus srolonifer, ntetabolites, toxieity, pat-
hogenicity,seedlings.
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Microbiota fúngica asociada a las podredumbres radiculares del
puerro cultivado en Villena

R. E. MARTíNEZ-RESTOV, F. DIÁ^iEZ, M. SAtiTC)s, M. DF CARA, J. FI.RR.4ti1)I'/. HI:R\.^til)l:r,

J. C. TsLLo

Se presenta en este trabajo un estudio sobre la etiolugía de las podredumhres radicu-
lares del puerro. El estudio abarca los análisis practicados a 825 pluntus pruducidax en
semilleros con sustratos a base de turba y bandejas alveoladas y u 31(1 plantas pnxe-
dentes de diferentes parcelas en producción del campo de Villena. Las raíces de las plan-
tas, tanto las producidas en semillero como las del campo mostraban, fundamentalmen-
te, una podredumbre blanda que a veces, adyuiría coloraci(ín marrón clara o rosada,
cualquiera yue fuese la variedad del puerro (Lxncelot, Nepal y Sabina). Dieriséis espe-
cies o géneros de hongos fueron aislados, sobresaliendo por su frecuencia: Fu.curhrm
monllifi^rme (F. ^^erticit/ic^ides). F.u.rispontnr, F. ro.ceum, F. sulcuri, MucrzrPhnminu pha-
seolina, Phomu sp., Pythiurn sp., Rhi^actoniu .^otnni, Sternph^•liunt hntn•n.rron. Un total
de 49 aislados de los hongos mencionados fueron inoculados en plántulas de tres varie-
dades de puerro (Lancelot, Nepal y Sabina) en condiciones ambientales controladas en
una cámara climatizada. Ningún síntoma de los observados en campo fue reproducido
en las 3528 plantas inoculadas mediante tres técnicas diferentes. EI artículo presenta una
explicación posible para las podredumbres radiculares estudiadas, basadas en las técni-
cas de producción de plantas en semilleros, utilizando bandejus 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. MART(NE'L-RESTOY, F. DIÁNEZ, M. SANTOS, M. DE CARA, J. C. TELLO. Deparla-

mento de Producción Vegetal. Universidad de Almería. La Cañada de Sun Urbanu.
04120 Almería, España:
1. FERRÁNDIZ HERNÁNDE7. AgrÍCOla Villena COOp. V., Villenu (Alicante)

Palabras clave: Atlium porrum, Fusurium sp., Mucrophomina phuseolina, Phnrnu
sp., Pvthiurn sp.

INTRODUCCIÓN

Las micosis de origen edáfico en el puerro

(Allium porrum) no deben ser ni abundantes

ni graves, siendo comunes a otros miembros

cultivados del género A//ium, especialmente

cebolla y ajo. Al menos, así puede deducirse

de los tratados de patología vegetal que abor-

dan los conocimientos sobre el tema (MES-

SIAEN et al., 1991 ; SMITH et al., 1992; CiAR-

cfA-MoRATO, 2003). En España, las enfer-

medades del puerro tienen una información

muy fragmentaria que en muchos casos no
ha sido publicada. Así, podría citarse la esca-
sísima presencia de nematodos en los culti-
vos de Villena (Bello, comunicación perso-
nal, 2003) y de virosis en la misma comarca
(Jordá, comunicación personal, 2004). En el
País Vasco, la presencia de Ph^^tophthoru
porri provoca daños de cierta importancia en
los cultivos de invierno (BERRA LERCHUNDI,
1996) y la presencia de P^•rennchueta terres-
tris (Phoma terrestris) ha sido citada con una
extensión geográfica restringida por BERRA
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LERCHUN^i, (1999). Dado que dicha infor-
mación es insuficiente, dispersa y sin regis-
tro como se pone en evidencia en la obra
Patógenos de plantas descritos en España
(^E AN^RÉS et a/., 2000) y dado el objetivo
del trabajo aquí presentado, parece proce-
dente enumerar las micosis que tienen su ori-
gen en el suelo y que afectan al cultivo del
puerro. La información ha sido elaborada en
base a los trabajos de MESSIAEN et al.,
(1991), SMITH et al., (1992) y MOHAN y
ScHEwARTZ, (2000). La información se ha
completado con los datos recientemente
publicados para las cebollas levantinas, que
recogen más de 20 años de observaciones
continuadas (GARCfA MORATO, 2003).

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

En los cultivos establecidos, varios gru-
pos de patógenos 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, e1 más importante
teniendo Macrophomina phaseolina y Scle-

rntium rolfsii una actividad más limitada
geográficamente. A. Pyrenochaeta terrestris

que origina la micosis conocida como "raí-
ces rosadas" por los tonos de rosa a rojo vino

que adquieren las raíces afec[adas, se le da
una trascendencia creciente en la climatolo-
gía mediterránea, especialmente en sus calu-
rosos veranos. Sin embargo, no es el único
micromiceto capaz de teñir las raíces con
esos tintes rojizos. Ha sido designado Fusa-
rium roseum var. eulmorum por MESS^AEN et

ul., (1991), el agente causal de la fusariosis
del puerro, cuyo distintivo sintomatológico
es, precisamente, la podredumbre rosa de las
raíces. Otras especies de Fusurium que tor-
nan rojiza la blancura de las raíces de cebo-
Ilas y ajos son Fusarium oxysporum f.sp.

eepae, 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 (Sn^t^TH et nl., 1992). Poco más
que sumar a este inventario. Quizás Botn^tis
porri que puede ocasionar podredumbres en
la base de las hojas en el terreno de asiento y
en puerros conservados en frigoríficos.

El trabajo de investigación que aquí se
presenta responde a la necesidad de conocer
la etiología 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 agrícola se debe, en parte, al cultivo del
puerro y de la zanahoria. Desde no hace más
de cuatro años, las técnicas culturales se han
modificado con el propósito de incrementar
la cantidad y la calidad de la producción. En
esencia, esas modificaciones se han funda-
mentado en dos de los procesos. La produc-
ción de plantas se hacía en almácigos en la
provincia de Cádiz, aprovechando las buenas
condiciones ambientales y los suelos areno-
sos. El transplante, a raíz 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 introducción
de variedades híbridas de puerro que han
sustituido a las que tradicionalmente produ-
cían los agricultores.

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

MATERIAL Y MÉTODOS

Muestreo
Durante ocho meses (mayo de 2003 a

enero de 2004), y con frecuencia mensual, se
realizaron diversos muestreos. El material
vegetal se agrupó para su análisis de la
siguiente manera: 1. 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. Plántulas
de semillero escogidas al azar y 4. Plantas
del terreno de asiento con síntomas de
podredumbre radicular y decaimiento del
follaje.

Análisis de semillas
Se analizaron semillas de las tres varieda-

des (Lancelot, Nepal y Sabina) utilizadas,
mediante la colocación en placas de Petri
sobre medio agarizado (PDA) utilizando el
método del Ulster (MusxETT y MALONE,
I 941), 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 días,
realizando lecturas periódicas cada dos días.

Análisis de turba
Turba antes de la siembra
Se realizó con el fin de determinar si la

procedencia de los posibles hongos fitopató-
genos fuera el sustrato. Para ello, se realiza-
ron dos bloques de análisis correspondientes
a las dos partidas de turba empleadas en los
semilleros. Y a su vez, para cada bloque se
realizó un análisis con trampas vegetales
(pétalos de clavel) para Pythium y Phytopht-
hora y otro selectivo para Fusarium (TELLo
et al., 1991).

Turba después del crecimiento de plantas
en el semillero

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

Análisis de plantas
Las plantas seleccionadas de cada una de

las explotaciones, se agruparon en lotes,
según unidades de muestreo. Se realizaron
análisis del sistema radicular en el caso de
plántulas de semillero, puesto que en este
caso no había exteriorización de síntomas
foliares, y análisis del sistema radicular, bul-
bos y hojas para las plantas de campo. Para
ello, las partes dañadas se lavaron con agua
del grifo hasta eliminar restos de suelo o sus-
trato, así como otras impurezas, y se dejaron
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secar sobre papel de tiltro a temperatura

ambiente. A continuación, se agruparon las

plantas de acuerdo a los síntomas. A cada

tipo de síntoma se le asoció un número, y

seguidamente se tomaron muestras de raíces

(3 raíces por planta) que se analizaron en

PDA y medio selectivo para Fu.rarium
(TELLO et al., 1991). En el caso de los análi-
sis de hojas, se utilizaron cámaras húmedas

estériles. Las placas se incubaron a tempera-

tura ambiente del laboratorio (20-25°C), rea-

lizando lecturas cada 48 horas. La identiti-

cación se realizó mediante observación

directa de la placa al microscopio. Para la

identificación de los hongos encontrados, se

siguieron los criterios de distinta bibliografía

(BARNET y HUNTER, 19^2; TELLO, 1984;
SMiTH, er al., 1992; ELLis, 1961; ELLis 1976;
MESStAEN et al., 1991). Para la identiticación
de Pvthium se utilizaron los criterios de VAN
DER PLAT-NITERWK (1981) y para el género
Fusarium, los de NELSON et al. (1983). Fue-
ron analizadas un total de I 135 plantas, de

las cuales 825 procedían de los semilleros.

Inoculaciones
Las inoculaciones se realizaron sobre tres

variedades de puerro empleadas en las
explotaciones: Lancelot, Nepal y Sabina. El
inóculo, en todos los casos estuvo compues-
[o por un triturado de la colonia fúngica que
había alcanzado el borde de la placa de Petri
(90 mm de diámetro) conteniendo 20 ml de
PDA en 100 ml de agua destilada. La unidad
de inóculo consistió 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 inoculación se
utilizaron dos testigos para cada una de las
variedades (16 plantas por variedad). A
éstos, se le añadió en lugar del inóculo con el
patógeno, un triturado en agua destilada de
20 ml de medio de cultivo PDA.

Los distintos hongos ensayados para
determinar su poder patógeno fueron los
siguientes: Rhizoctonia solanr (6 aislados),
Macrophomina phaseolina ( I aislado),
Fusarium oxysporum (8 aislados), Fusarium
roseum var. gibbosrm^ (F. equi.reti) (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 botrvosum (2 aislados). Se llevaron a
cabo tres tipos de inoculaciones diferentes
para cada uno de los hongos antes nombra-
dos. Inoculación tipo L• se rellenaron las
macetas con 0,5 1 de vermiculita desinfecta-
da (1 h, 120°C, en autoclave) dando un riego
a saturación para humedecer, tras lo cual, se
compactó 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 añadió el inóculo. Se realizaron con-
troles periódicos cada tres días, durante los
50 días siguientes para evaluar síntomas visi-
bles. Transcurrido este periodo de tiempo se
arrancaron las plantas y se pasó a la observa-
ción del estado sanitario del disco basal y de
las raíces. La inoculación tipo II: consistió
en obtener plántulas de las tres variedades en
bandejas con capacidad para unas 200 plan-
tas usando como sustrato vermiculita desin-
fectada (1 h, 120°C). Estas plantas se mantu-

vieron durante 50 a 70 días, hasta alcanzar
una altura aproximada de 20 cm y un grosor
de unos 3 mm de diámetro. Para proceder a
la inoculación, se arrancaron las plántulas de
las bandejas y agrupándolas en grupos de
ocho, se introdujeron en unos contenedores
desinfectados donde anteriormente se había
añadido la unidad de inóculo. Las raíces de
las plántulas permanecieron sumergidas en
el inóculo de los contenedores durante una
hora, y transcurrido este tiempo fueron tras-
plantadas a macetas con 0,5 1 de vermiculita
desinfectada, como se indicó anteriormente.
Elinóculo sobrante de los contenedores fue
vertido, seguidamente, a cada una de las
macetas correspondientes. Las lecturas
periódicas se hicieron cada tres días, hasta
un total de 30 días. Transcurrido este perio-
do de tiempo se arrancaron las plantas de las
macetas y se paso a la observación de su
estado sanitario. La inoculación tipo III se
desarrolló de igual modo que la inoculación
tipo II, pero el tiempo de inmersión de las
raíces en el inóculo fue de 24 h. Todos los
ensayos fueron realizados en cámara clima-
tizada con una luminosidad de 12000 lux,

Cuadro I. Sintomatología observada en las plantas dc campo y de semillero en raíces, bulbos y hojas.

tiíntumas en raíces

Síntoma 0 Raír sana, de color blanca y turgente.

Síntoma 1 Podredumbre blanda, raíz vacía por dentro; coloración marrón clara en algunos casos.

Síntoma 2 Meristemo terminal necrosado de color negro.

Síntoma 3 Podredumbre marrón seca y alterna.

Síntoma 4 Podredumbre grisáceo-verdosa de forma aislada en algunas raíces.

Síntoma 5 Raíces de color rosa claro.

Síntoma 6 Raices engrosadas y corchosas, principalmente en raíces centrales.

Síntoma 7 Lesión deprimida de color rojo intenso.

Síntoma 8 Podredumbre de color violeta, de forma aislada en alguna raíz.

Síntoma 9 Podredumbre rosácea oscura.

Síntomas en bulbos

Síntoma 10 Podredumbre blanda y de color marrón clara.

Síntoma 11 Podredumbre msácea oscura.

Síntoma 12 Podredumbre de color rojo intenso.

Síntomas en hojas

Síntoma 13 Amarillamiento de la hoja más vieja y secado de alguna de éstas.

Síntoma 14 Podredumbre en forma de ojales con colores grisáceos y anaranjados.
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mantenida con un fotoperiodo diario de 16 h
y una temperatura que osciló entre 26 y
28°C.

RF,SULTADOS Y DISCUSIÓN

La sintomatología observada, tanto en las
plantas de campo como de semillero, se
muestra en el cuadro I. Asimismo, en la

figura 1, se pueden ver algunos de los sínto-
mas más característicos. En las plántulas de
semillero, cabe destacar que el síntoma I, es
el que representa el mayor daño, siendo ade-
más el causante de las podredumbres más
graves observadas. Conforme las plántulas
estaban más desarrolladas se incrementa la
presencia de este síntoma 1. Asimismo, des-
tacar cómo el síntoma 6 aparece asociado
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Figura I. Diversos síntomas en plantas de puerro. A) podredumbre blanda (síntoma I). B) podredumbre marcón seca
(síntoma 3). C) raíces de color rosa daro (síntoma 5). D) podredumbre rosácea oscura (síntoma 9). E) podredumbre de

color rojo intenso (síntoma 1?). F) ojales anaranjados en hojas (síntoma 14).
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Cuadro 2. Análisis de plántulas y plantas con síntomas en raíces. SO al S9, síntomas descritos en la tabla 1.

Plántulas Plántulas con síntomas
Meses analizadas SO S1 S2 S3 S4 SS S6 S7 S8 S9

Mayo 2003 125 30 8 26 l2 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 0

Total 825 196 407 165 46 1 173 132 4 0 7

Total (%) 23,8 49,3 20,0 5,6 O,l 21,0 16,0 0,9 0,0 0,8

Plántulas Plántulas con síntomas
Meses analizadas SO S1 S2 S3 S4 SS S6 S7 S8 S9

Mayo

Junio 45 1 43 9 2 0 10 23 0 1 0

.lulio 45 2 38 0 1 0 3 19 0 0 0

Agosto 85 0 85 5 3 0 I 31 0 0 7

Septiembre 10 0 10 0 0 0 l 3 0 0 4

Noviembre 57 0 57 0 0 2 I 9 0 I 35

Diciembre 38 0 38 0 0 0 2 2 0 0 22

F,nero 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 (%) I,0 92,3 4,5 1,9 0,6 7,01 29,0 Q,0 0,6 24,5

normalmente a los casos donde se detecta el
síntoma 1. Respecto a los análisis de plantas
de campo existe un descenso en el porcenta-
je de aparición del síntoma 2, un aumento
del porcentaje de aparición del síntoma 1, y
un incremento considerable en la aparición
del síntoma 9(Cuadro 2, Figura 3). Lo que
parece claro es que el síntoma consistente en
una podredumbre blanda de las raíces (sínto-
ma 1) es el más 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 análisis
de las raíces de las plántulas y plantas afec-
tadas se muestran en el cuadro 2.

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

dro 3). La presencia de hongos con potencial
patógeno sobre el puerro, a tenor de la revi-
sión presentada en este trabajo, es muy esca-
sa por no decir nula. Entre los patógenos
citados del género Allium, Macrophomina
phaseolina ha tenido una presencia testimo-
nial. Las especies Fusarium solani y F.
roseum, han sido señaladas como patógenos
de las raíces de la cebolla en Israel, Bulgaria
e Italia (SM1TH et al., 1992) y su poder pató-
geno en nuestras condiciones se comentan
más adelante. De igual manera que se
comentará el de F. moniliforme (F. vertici-
lloides) y de F. o^ysporum. Esta última espe-
cie ha sido la más frecuente en todos los
casos y sintomatologías observadas, reba-
sando su presencia el 75% en las plántulas
de semilleros y un 65% en las procedentes
del cultivo al aire libre. Ni de F. moniliforme
ni de F. nzv.rporum hemos encontrado refe-
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Aislado
Género/especie

Plántulas del
semillero

(Total: 825 plantas)

Plantas del
cultivo

(Total: 31(1 plantas)

Atternuriu sp. 22,4 12.x
Aspergillus sp. 0.0 U,6

Cladosporium sp. 23,1 6,7

Fusarium moniliforme 6,1 3,7

Ftesariunt o,t_^'sporum 60,3 98,7

Fusarium eyuiseri 2,5 23.9

Fusnrium solani 0,4 13,5

Penicitlium sp 17,0 O.U

Phamu sp 14,8 1,2

Pvthiion sp 7,6 25,7

Rhi^octonin óutatic uln 0,0 0.6

Rhi;ocronia soluni 0.0 q,^

Rhi;npus sp. 30,7 19.O

Stemphylium sp. 0,0 14,1

Sv^yK^ve.s sp 4,7 O.U

Trichoderma sp 20,2 0.6

Cuadro 3. Porcentaje de colonias fúngicas obtenidas de las raíces con podredumhre.

Cuadro 4. Número de colonias fúngicas obtenidas tras el análisis de plántulas de semillero y plantas de campo.
F.o.: Fusarium oxysporum; Pho.: Phoma; Er.: Fusarium roseum; Pyt :Pythium; AIt.: Alternaria; Rhiz.:

Rhizopus; Pe.: Penicillium; 7Yieh.: Trichoderma; Syzyg.: Syzygytes; CL: Cladasporium; Rs.: F'usarium solani;
F.m.: Fusarium moni[iforme; Rs.: Rhizoctonia solani; Asp.: Aspergillus; R.bat.: Rhizoctonia batatícola; St.:

Stemphyllium.

Plántulas

F.o. Pho. Rr.

Géneros de hongos deteclados

Planlas

413 51 13

Syzyg. CI. Rs.

17 102 2

F.o. Pho. F:r.

364 2 51

Syzyg. CL F's.

I II 32

rencias que los señalen como patógenos en

puerro. Sí en cebolla, donde F. oxysporum

f.sp. cepae ocasiona graves daños en Italia y
otros países (MESSIAeN et al., 1991).

La presencia de un hongo del género

Phoma en los semilleros evocaba a un agen-
te causal de las raíces rosas: P_vrenochaetu
terrestris, pero su presencia en los cultivos
establecidos fue muy puntual y sus caracte-

Pyt.

29

Rm.

23

Pyt.

49

F'.m.

9

Alt. Rhiz. Pe. 7Yich.

94 129 83 78

R.s. Asp. R.bat. St.

0 0 0 0

Alt. Rhiz. Pe. Trich.

31 38 0 4

R.s. Asp. R.bat. St.

27 1 I 29

rísticas morfológicas no coincidían con las
descritas para la especie (BettttA LEttcFluN^f,
1999).

Los demás micromicetos no han apareci-
do en nuestra revisión bibliográfica con con-
notaciones patogénicas sobre raíces de pue-
rro, pese a ello Stemphylium botryosum fue
inoculado. La elevada presencia de Fusu-
rium oxysporum en plántulas de semilleros,
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Cuadro S. Número de plantas con síntomas en bulbos y pseudotallos.

N" Plantas Síntomas
Meses analizadas SI S7 S9

Septiembre 8 5 2 2

Noviembre 7 5 I 5

Diciembre 5 4 0 2

Fnero 4 3 0 2

'Cotal ?4 17 3 II

Tutal °I^ 70,8 12,5 45,8

motivó ensayos adicionales para conocer su
origen. El análisis de las semillas comerciales
de las variedades de puerro comercializadas
(Lancelot, Nepal y Sabina) no permitieron
aislar el hongo y Alternaria y Cladospnrium
mostraron en presencia en e142% de las semi-
llas. Los análisis de dos muestras de turba,
correspondientes a los lotes de turba emplea-
das en el semillero, antes de ser usada como
sustrato, no reveló la presencia de Fusarium
ni de Pythium. Sin embargo, una vez analiza-
da paza producir plantas, en las 32 muestras
analizadas, tanto F. oxysporum como PZ•thium
se mostraron abundantemente.

Un análisis de las partes verdes de las

hojas revelaron la presencia de Puccinia

porri acompañada de Stemphylium sp y

A.cpergll/us sp.

Los resultados de las inoculaciones reali-

zadas con 49 aislados de hongos (Fusarium

moniliforme, F. oxysporum, Fusarium

roseum var. gibbosum (F. eguiseti), F. solani,

Phoma sp. Pythium sp. Macrophomina phu-

seolina, Rhizoctonia solani, Stemphylium

botn^o.rum, no revelaron en ninguna de las

3528 plantas inoculadas síntoma alguno.

Tampoco, comparando con los testigos, fue

posible detectar mermas en el vigor de las

plantas. Este comportamiento de diversas

especies de Fusarium en raíces de especies

de Allium, especialmente Fusarium ox^^spo-

rum ha sido referido desde antiguo, en la

literatura especializada. Así, el agente causal

de la raíz rosada de la cebolla fue descrito

como Fusarium malli (TAUBENHAUS y

MALLY, 1917, 1921). Posteriormente, HAN-

sEN (1929) eliminó toda la responsabilidad

parasitazia en raíces de cebolla a diversas

especies de Fusarium. Pese a los años trans-

curridos lo descrito por Hansen para la cebo-

lla se reproduce en nuestros experimentos,

para el puerro y en la bibliografía más actual,

como se indicó en la introducción de este

artículo.
El trabajo presentado no ha permitido

atribuir a ningún hongo de los estudiados,
la causalidad de las podredumbres radicula-
res y decaimiento de las plantas de puerro.
Este hecho permite que la planificación
sanitaria de las explotaciones agrícolas
pueda hacerse con mayor racionalidad.
Pero, además, autorizan los resultados a

Cuadro 6. Hongos detectado sen los análisis de bulbos y pseudotallos. Ro.: Fusarium oxysporum; Pho.: Phoma;
Er.: Fu.ti'arAun roseunt; Pyt: Pythium; Alt.: Alternaria; Rhiz.: Rhizopus; Pe.: Penicillium; 'IY•ich.: Trichoderma;

Syzyg.: Syzygytes; CI.: Cladosporium; F.s.: Fusarium solani; Rm.: Fusarium moniliforme; R.s.: Rhizoctonia
solani; Asp.: AspergiUus; R.bat.: Rhizoctonia batatíeoú:; St.: Stemphyllium.

F.o. Pho.

Bulbus y pseudotallos 45 0

Syzyg. CI.

2 0

Géneros de hongos detectados

F.c Pvt. Alt. Rhiz. Pe. nich.

9 4 3 0 0 0

F.s. Rm. R.s. Asp. R.bat. St.

0 3 0 0 1
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plantear una especulación que puede tras-
cender a las prácticas culturales. Como se
indicaba en la introducción, las siembras
para obtener plántulas de puerro se hacían
en los suelos arenosos de Cádiz y las mis-
mas, a raíz 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 plántulas en semillero
hasta conseguir el tamaño 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 híbridas. Estos
cambios en las técnicas de producción han
dado lugar la aparición de los síntomas de
podredumbre radicular evaluados y descri-
tos en este trabajo. Analizando el sistema,
se puede observar, cómo el cepellón en el
que son producidas las plántulas, parece
dificultar el crecimiento de las raíces. Las
muestras examinadas durante los meses de
junio, julio y agosto con plántulas que esta-
ban en diferentes estados de desarrollo y la
misma fecha de siembra, se observaba en
las más desarrolladas como el sistema radi-
cular fasciculado, característico de esta
especie, iba formando agrupaciones enma-
rañadas de raíces en la zona central, y era
en estas agrupaciones donde se intensifica-
ban las podredumbres, sobre todo la desig-
nada con el síntoma l(Cuadro 1, Figura 1),
caracterizada por una podredumbre blanda
(y con ausencia total de cilindro central)
normalmente transparente o marrón clara
en algunos casos. Este proceso de descom-
posición parece agravarse, cuando estas
plántulas son transplantadas a terreno defi-
nitivo en campo, donde no sólo 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
número de casos, cómo la zona central del
disco basal había perdido parte del sistema
radicular, o no tenía un desarrollo óptimo.

Además, se solía observar cómo en plantas
en el campo, las raíces crecían hacia arriba,
como intentando salir al exterior, incluso
por el interior de las vainas más 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 compañías productoras de semi-
llas de puerro más importantes del mundo
es la siembra directa. Esta recomendación,
junto con la utilización de semillas híbridas
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 hipótesis: El
problema detectado en campo no parece
deberse directamente a ningún agente pató-
geno. La coincidencia en el tiempo de la
detección del problema con el cambio a
variedades híbridas y la producción de plan-
ta en semillero junto con la observación del

Figura 2. Estado de las raíces de It^s plantas en el
campo.
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Figura 3. Porcentaje de hongos encontrados en plántulas (A) y plantas de campo (B).

deficiente desarrollo del sistema radicular de
las plántulas en cepellón, 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 así 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

MARTÍNEZ-RESTOY R. E., F. DIÁNEZ, M. $ANTOS, M. DE CARA, J. FF.RRÁNDI7 HER-

NÁNDEZ, J. C. TELLO. 2006. Fungal microbiota associated with leek root rot in Villena.
Bol. San. Ueg. Plagas, 32: 673-683.

In this paper we present a study of the etiology of root rot in leeks. The study com-
prises analyses catried 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 [he roots of the plants showed fundamentally a soft rotten-
ness, which sometimes acyuired a light brown or pinkish colouring whatever the leek
variety (Lancelot, Nepal and Sabina). Sixteen species or genera of fungi were isolated,
the most freyuent being: Fusarium moniliforme (F. verticillioides), F. ozysporum, F. equi-
seti, F. solani, Macrophomina phaseolinu, 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
outdoor crop management on soil.

Key words: Allium porrum, Fusarium sp. Macrophomina phaseolina, Phnma sp.,
Pythium sp.
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Acción preventiva y curativa del fosfonato en el control de
Phytophthora cinnamomi Rands en encina y alcornoque

R. Ma. NAVARRO CERRILLO, A. I. TERÁN BOCERO, M. E. SÁNCHEZ

EI fosfonato es un fertilizante con función de fungicida sistémico yue ha sido utili-
zado con éxito en el control de P. cinnamomi en varias especies forestales. EI objetivo
principal de este trabajo es estudiar el efecto preventivo y curativo de la aplicación de
fosfonato en brinzales de Quercus ilex y Quercu.+ suber en el control de Plivtoplvhnrn
cinmm^omi. EI diseño experimental se realizó para verificur si el fosfonato es cupaz de
prevenir y/o controlar la infección de P. cirannmon:i, por lo que se optó por un ensayo
multifactorial con dos factores, el tipo de fosfonato, y el momento de aplicacibn. A lo
largo del ensayo se midió la altura de la parte aérea, el diámetro del cuello de la raír, y
el peso seco de la raíz secundaria, así como la tluorescencia de la clorotila.

La altura y el di^metro al final del ensayo no mostraron diferencias signiticativas
entre tratamientos tanto para encina como pura alcornoyue, siendo más sensible el peso
de la raíz secundaria. El control inoculado presentó los valores menores de Fluorescen-
cia relativa, frente al resto de tratamientos, indicando un mayor estrés. Los tratamientos
con fosfbnatos y el control presentaron valores superiores. Los resultados de este traba-
jo parecen contirmar el efecto positivo de los fosfonatos en el control de Ph^^rophthuru
en especies del género Quercus.

R. Me. NAVARRO CERRILLO, A. I. TERÁN BOCERO. DptO. IngenielÍa FOreS[aI, ETSIAM.
Universidad de Córdoba.

M. E. SÁtucNez. Grupo de Patología Agroforestal, ETSIAM. Uníversidad de Córdoba.
irlnacer@uco.es: Apartado de Correos 3048 (14080 Córdoba-España). Teléfono: 34-
957-218657;Fax:34-957-218563

Palabras clave: Quercu.r ilex, Q. suher, decaimiento forestal, tratamiento.

INTRODUCCIÓN
EI principal problema fitosanitario de las

masas de Quercus en la península ibérica es
la afección de la "seca" de encina y alcorno-
ques, que daña gravemente a un gran número
de dehesas y bosques desde comienzos de los
años 80 (RuP^REZ y Mutvoz, 1980). La etio-
logía de la seca parece tener un origen multi-
causal, es decir, que en las masas afectadas se
da la confluencia de varios factores más o
menos conocidos que parecen interactuar
entre sí. El proceso se explica actualmente
según un modelo que comprende tres tipos de
factores: factores de predisposición (crean

una situación de pérdida de vigor yue se va
manifestando con gran lentitud), factores de
incitación o detonadores (actúan en un perio-
do corto de tiempo y dejan a las masas en una
situación de enorme fragilidad) y factores de
contribución o catalizadores (son causa
directa de la muerte de los árboles). Sin
embargo, en muchos casos el diagnóstico de
las zonas afectadas ha permitido identificar
agentes causales únicos, siendo el caso más
frecuente la presencia de Ph^^rophthora citl-
namomi Rands (SÁNCHEZ et al., 2003).

Phytophthora cinnamomi Rands es un
hongo Oomiceto de la familia de los Phy-
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tophthoraceae y está considerado unos de los
parásitos de plantas leñosas más agresivo y
destructivo del mundo (BRAStER et al.,
1993), cuya patogenicidad en encina y alcor-
noque se demostró en 1996 (TusET et al.,
1996) aunque sus ataques a estas especies ya
se conocían desde 1991 (BRAS^ER et al.,
1993). Es un parásito facultativo que puede
vivir en el suelo, de carácter acuático hasta
que infecta las raíces del huésped. El proce-
so de infección tiene lugar cuando hay agua
libre en el suelo y su temperatura es relativa-
mente alta (BRAS^ER et al., 1993). Cuando el
hongo penetra en la planta se multiplica rápi-
damente, produciendo zoosporas infectivas
que alcanzan raíces adyacentes, bajo condi-
ciones de saturación hídrica del suelo (CoF-
r,EY, 1991).

E1 control de la enfermedad se basa en

impedir la infección y limitar la dispersión

mediante medidas culturales, biológicas y

químicas (HAR^Y et al., 2001). Entre las

medidas culturales se propone la eliminación

de los pies infectados, el acotamiento de

zonas afectadas y sobre todo la desinfección

de las herramientas para las labores al suelo.

La lucha biológica consiste en el empleo de

organismos antagonistas, habiéndose emple-

ado Trichoderma spp y Mycothecium verru-

caria (PÉREZ et al., ] 990). Los procedimien-

tos químicos son muy diversos: pulveriza-

ción de la copa del árbol infectado con fun-

gicidas y abonos foliares (GARCíA y Pozo,
1993); inyecciones en el tronco del árbol

enfet'IT10 (FERNÁNDEZ-ESCOBAR et al., 1994),

y la aplicación de fosfonatos a las plantas y

el suelo (FAIRBANKS et al., 2000; 1^IAVARRO et

al., 2004).
El fosfonato es un fertilizante con funcicín

de fungicida sistémico que ha sido utilizado

con éxito en el control de P. ciunamomi en

varias especies forestales (W^LxtNSON et al.,

2001) y también en especies mediterráneas

(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 relación con los

foto-asimilados (GUEST y GRANT, 1991),
mostrando una mayor concentración en las

raíces y ramillos terminales. El mecanismo
mediante el cual los fosfonatos protegen a
estas especies de la acción del hongo no se
conoce suficientemente, aunque parece que
están relacionados con la acumulación de
compuestos fenolicos (CAN^ELA et al.,
1995 ).

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

MATERIAL Y MÉTODOS

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 (Región 1 I Extre-
madurense). El cultivo de la planta se realizó
en el umbráculo de la Escuela Técnica Supe-
rior de Ingenieros Agrónomos y de Montes
(ETSIAM) de la Universidad de Córdoba. AI
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 diámetro en
el cuello de la raíz de 5,42 ±0,64, y los de
alcornoque tenían una altura de 35,8 ±2,88,
y un diámetro de 3,58 ±0,27.

Diseño experimental
El diseño experimental se realizó para

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

El día 1 I de Marzo de 2004 se empezó con
el tratamiento preventivo. Este tratamiento
consistió en aplicar Brifos-K (50%) y la solu-
ción preparada de fosfona[o en 10 encinas y
6 alcornoques por tratamiento. Para tratar a la
totalidad de las plantas se utilizó una pistola
dosificadora que permite aplicar la solución
sobre las hojas. Se hicieron dos repeticiones
en las cuales se pulverizaba las hojas con el
producto hasta gotear, se dejaba secar y se
volvía a pulverizar. Los días 12 y 13 de
Marzo de 2004 las plantas fueron inoculadas
con Phytophthora cinnamomi en condiciones
controladas. A partir del día 14 de Marzo en
adelante se empezó a tener un control de
riego de todas las plantas inoculadas. El tra-
tamiento curativo, se realizó el día 26 de
Marzo de 2004, mediante la aplicación a 10
encinas y 6 alcornoyues de Brifos-K y la
solución de fosfonato en iguales condiciones
que el tratamiento preventivo.

La inoculación se realizó mediante la
aplicación a los cepellones de las plantas de
una suspensión acuosa de micelio y clami-
dosporas (SáNCHEZ et al., 2000, 2003). EI
inóculo se obtuvo a partir del P. cinnamomi
(PE-90) caracterizado y conservado en la
micoteca del Departamento de Agronomía
de la Universidad de Córdoba. EI inóculo se
preparó batiendo en agua estéril el micelio
de PE 60 producido en medio de extracto de
zanahoria (SÁtvcHEZ 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 comprobó mediante la preparación de
montajes microscópicos de pequeñas canti-
dades de inóculo teñidas con fucsina ácida
en lactofenol al 0,005%, y su posterior
observación al microscopio óptico. La con-
centración del inóculo correspondió a la bio-
masa producida en 3 placas de Petri/100 ml
de agua. Para la inoculación se añadieron

(^}i7

100 ml de esta suspensión al cepellón de
cada plantón a inocular, cuidando de que su
distribución fuese homogénea (SárvcHEZ c t
a/., 2000). Los plan[ones inoculados se
transplantaron a macetas individuales Teku-
Tainer (150 x I50 x 200 mm) previamente
desinfectadas con lejía 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 ( I:1: I en
volumen). El suelo no era estéril, aunyue la
arena y el limo habían sido previamente
desinfectados. Las plantas testigo no inocu-
ladas fueron tratadas de la misma manera,
añadiendo a sus cepellones ] 00 ml de agua
estéril libre de material fúngico.

Una vez realizados los tratamientos, todas
las macetas se colocaron en bandejas, de
forma que en cada bandeja sólo hubiese
plantones inoculados con el mismo trata-
miento y el mismo tipo de inóculo. Las plan-
tas testigo se colocaron en bandejas separa-
das. Posteriormente se añadió agua a todas
las bandejas, de forma yue el nivel se situara
en unos 5 cm por debajo del borde de las
macetas. Las plantas permanecieron enchar-
cadas dos días dentro de las bandejas y el
resto de días se sacaban de las mismas, así
durante tres meses hasta que empezaron a
mostrar alguna sintomatología eviden[e de
afectación.

Las plantas fueron colocadas en el inver-

nadero de la ETSIAM (Córdoba) donde per-

manecieron hasta el final del ensayo, que se

extendió desde marzo hasta mitad de julio de

2004. El invernadero permitía un mejor con-

trol de la temperatura y de la humedad, que

son factores fundamentales para el desarro-
Ilo de Phytophthora cinnamomi, el aislado

PE 90 tiene una temperatura óptima de cre-

cimiento de 25,2°C (SÁtvcHEZ et al., 2003).
Durante todo el ensayo se mantuvo un pro-

grama de riego constante para mantener

hidratado el susu^ato.

Variables morfofógicas
A lo largo del ensayo se midió en tres oca-

siones la altura de la parte aérea, y el diáme-
tro del cuello de la raíz. Los días 28 y 29 de
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julio de 2004 se procedió a levantar el ensa-
yo. El desarrollo de la raíz secundaria y/o los
daños producidos en ella por Phi^tophthora
cinnamomi, se evaluó a través del peso seco.
Las raíces de las plantas se lavaron cuidado-
samente con agua para eliminar cualquier
resto de sustrato, pero evitando dañar 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
convección natural para desecación (P
SELECTA), en la que permanecieron duran-
te 76 horas a una temperatura de 65°C hasta
peso constante. Cada fracción de la planta
(hojas, tallo y raíz) fue pesada en una balan-
za de precisión Mettler Toledo PB203 (Máx.
_± 310g, min. _± 0,02 g, e=± 10 mg, d=
± 1 mg). Los datos registrados fueron el peso
seco de la parte aérea y el peso seco de la
raíz secundaria.

Medición de la fluoresceneia.
La fluorescencia de la clorofila se deter-

minó utilizando un t7uorímetro Plant Effi-
ciency Analyser (PEA, Hansatech, Reino
Unido). La fluorescencia basal ( F^,) se midió
con una luz de 650 µmol fotón m 2 s-I, y
para obtener la emisión máxima de fluores-
cencia (F^n), se aplicó un pulso saturante de
10.000 µmol fotón m-2 s-I y un segundo de
duración. Se usaron unas pinzas especiales,
que forman parte del equipo del fluorímetro,
para el periodo de adaptación a la oscuridad
(30 minutos) que permite obtener el máximo
grado de oxidación de la quinona A(QA). Se
determinó la relación entre la fluorescencia
variable (F^) y la máxima (Fm): F^/Fm =
(Fm-F^)/Fm; según STRASSER et al. (2000).
La razón F^/Fm es proporcional a la eficien-
cia fotoquímica máxima de las hojas, y es
una de las variables más empleadas por
numerosos autores en estudios de respuesta a
estrés. La medición de la fluorescencia se
realizó en dos ocasiones, 29 de Abril y 26 de
Julio de 2004. Las mediciones se realizaron
al mediodía, ( 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.

Análisis de datos
El análisis estadístico se inició con la

comprobación 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 comprobación de los requisitos bási-
cos de los datos, se ha procedido a un análi-
sis de la varianza (ANOVA) para las varia-
bles normalizadas. Cuando el análisis de la
varianza fue significativo se realizó un test
de Tukey de comparación múltiple de las
medias para un nivel de significación del 5%
(Ps0,05). Los resultados se presentan en las
tablas y en las figuras como media y error
estándar de cada tratamiento.

RESULTADOS

Altura y diámetro
La altura y el diámetro 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 máximo de Brifos Preven-
tivo (BP) (h=28 cm) y el valor mínimo de
Phytophthora (h=22,3 cm). Tras el análisis
de la varianza ANOVA realizado (F=1,315,
P=0,272), no se observaron diferencias sig-
nitlcativas entre las distintas medias, por lo
que no se distinguió grupos estadísticamente
diferentes. No obstante, se observa una
reducción del crecimiento de la parte aérea
en el tratamiento P. cinnamomi.

El máximo diámetro medio correspondió
al Control (dcr=6,1 mm), mientras que el
valor mínimo 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 diámetro del tratamien-
to de P. cinnamomi. También debe destacar-
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se la reducción en diámetro de los tratamien-
tos curativos frente a los tratamientos pre-
ventivos. En el caso del alcornoque los valo-
res de altura oscilaron entre un máximo
alcanzado por Phytophthora (h=44, I cm) y
un mínimo valor que lo presenta el trata-
miento FP (h=33,9 cm). Las diferencias no
fueron significativas (F=0,644, P=0,668). El
diámetro también sigue una evolución simi-
lar, sin que se detecten diferencias signitica-
tivas (F=0,741, P=0,599). El Control es el
que presenta un valor de diámetro más alto
(dcr=5,5 mm) mientras que es el FC el que
presenta un valor mínimo (dcr=4 mm). En el
alcornoque la respuesta a la inoculación no
parece producir un efecto depresor de la
altura y el diámetro tan evidente frente a los
tratamientos con fosfonatos.

Pesos .recos
Los pesos secos de parte aérea no presen-

taron diferencias signiticativas. El valor
máximo y mínimo de las medias tanto para
encina como para alcornoque lo alcanzó el
tratamiento Control y el tratamiento Ph^^-
tophthora respectivamente. En el caso de la
encina (F=2,189, P=0,069), el valor máximo
de la media para el Control presenta un valor
de peso seco aéreo de 5,2 g y el valor míni-
mo correspondiente a Phytophthora con de
3,3 g. EI alcornoque tampoco presentó dife-
rencias significativas (F=0,621, P=0,685),
correspondiendo el valor máximo también al
control con un valor de peso seco aéreo de
6,4 g y el valor mínimo al control inoculado
con Phytophthora (peso de 4 g). AI igual que
con los anteriores atributos morfológicos, los
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pesos secos parecen indicar una reducción
del crecimiento para el tratamiento inocula-
do, frente a los tratamientos con fosfonatos.
Por otro lado, y aunque con diferencias entre
especies y tratumientos, parece mantenerse
la tendencia de un mayor peso seco de los
h-atamientos preventivos frente a los curati-
vos.

En cuanto a los valores de la raír secunda-
ria para encina se obtuvieron diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos (F=4,309,
P=0,01) (Cuadro I). El tratamiento Brifos K
preventivo (peso seco raíz secundaria de 5,5
g) alcanzó el máximo valor con respecto al
resto de tratamientos, presentando el resto de
los tratamientos con fosfonatos valores inter-
medios de aproximadamente 3,4 g. EI valor
mínimo correspondió al control inoculado
con Pht^tophthorc^ (2,7 g). En el caso del
alcornoque también se encontraron diferen-
cias significutivas entre tratamientos
(F=3,0(>4, P=0,017). El valor máximo de raíz
secundaria lo presentó también el tratamiento
Brifos K preventivo (10,9 g) y el valor míni-
mo correspondió también al control inoculado
(3,9 g). EI 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).

Medición de ln fluoresce^aciu
En el caso de la encina (Figura 1) se

observa como los valores de la relación
Fv/Fm fuemn menores en la segunda rnedi-
ción en todos los tratamientos. En la segun-
da medida las diferencias fueron estadística-
mente signiticativas, siendo el control el yue

Cuadro I. Peso seco de raíz secundaria y error típico para cada tratamiento de Quercus ilex y Q. suber al final
del ensayo. Letras iguales indican pertenencia a un mismo subconjunto se^ún el método para comparaciones

múltiples de ^ukey para un nivel de significación de (1,05.

"Cratamiento Quercus i[ex Quercus suber

Control 4,87 (Q27)ab 6,65 (o,89)ab

Control inoculado 2.71 (o,47)c 3,99 (o.63)b

Brifos K preventivo 5.53 (1,41)a 10,97 (4,38)u

Britbs K curativo 3,37 (o.79)abc 6,08 (2,22)ub

Fosfonato preventivo 3.53 (o,79)abc 5,99 (o,67)ab

Fosfonato curativo 3,50 (1,77)abc 4,68 (o,78)b
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Figura I. Valor medio de Fv/Fm y error típico para cada tratamiento de Quercus itex en las dos mediciones realizadas
durante los días 29 de abril y 26 de julio. Letras iguales indican pertenencia a un mismo subconjunto según el método

para comparaciones múltiples de Tukey para un nivel de significación de 0,05.

presentó un nivel mínimo 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 presentó un des-
censo muy poco acusado. Los tratamientos
con fosfonatos presentaron en todos los
casos un patrón 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-
minución 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 observó que la
relación F^/Fm fue casi idéntica en ambas
medidas. En la medición de abril todos los
tratamientos presentaron un valor similar
(Fv/Fin a 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 medición de fluorescencia durante la
segunda medición mostraron diferencias sig-
nificativas entre tratamientos (F=7,56,
P<0,001). Al igual que con la encina, el con-
trol inoculado presentó 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), próximos al tra-
tamiento control inoculado.

DISCUSIÓN

Recientemente, el fungicida fosfonato, ha
demostrado su eficacia en el control de
daños de P. cinnamomi en brinzales de espe-
cies mediterráneas europeas (NAVARRO et al.,
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Figura 2. Valor medio de Fv/Fm y error típico para cada tratamiento de Quercus suber en las dos mediciones realira-
das durante los días 29 de abril y 26 de julio. Letras iguales indican pertenencia a un mismo subconjunto segtín el

método para comparaciones múltiples de Tukey para un nivel de significación de QOS.

2004). El fosfonato es un fertilizante que
actúa 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 asociación con los foto asimilados
en una relación fuente-sumidero (GuEST y
GaArvT, 1991). Los foto asimilados, y de la
misma manera el fosfonato, parecen concen-
trarse más en las partes de la planta que pre-
sentan un mayor crecimiento, tales como las
raíces finas y los crecimientos apicales
(WH1LEV et al., 1995).

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

(BROwN, 2002; NAVAaRO et al., 20(>4), aunyue
las concentraciones empleadas han sido muy
inferiores a las recomendables para especies
forestales (HAa^Y et crl., 2001) y la duración
del ensayo fue sólo de siete meses. Los incre-
mentos de alturas y diámetros, no manifesta-
ron diferencias signiticativas entre el control,
y ninguno de los diferentes tratamientos
incluido el control inoculado. Estudios reali-
zados con ejemplares adultos muestran yue la
infección de P. cinnctmomi produce parada de
crecimiento y pérdidas de biomasa aérea
(MAUaEL 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 duración total fue sólo de
siete meses. El escaso crecimiento del diáme-
tro y de la altura, dificultarían apreciar dife-
rencias asociadas a la podredumbre radical en
las fases iniciales de la enfermedad.
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El atributo morfológico más afectado por
la inoculación con P. cinnamomi fue el peso
seco de la raíz secundaria. El análisis de la
biomasa radical secundaria mostró diferen-
cias significativas entre los tratamientos, tanto
en encina como en alcornoque, aunque la
separación entre grupos no fue muy clara. P.
cinnumomi actúa sobre el sistema radical en
general, pero especialmente sobre las raicillas
tinas (MARKS y SMITH, 1992). Los resultados
obtenidos indican que el hongo sí infectó el
sistema radical, aunque no se mostraran sínto-
mas aéreos. En ambas especies, el tratamien-
to Brifos K preventivo alcanzó una mayor
biomasa de raíz secundaria frente al control,
lo que indica que P. cinnamomi no ha eausa-
do daños en el sistema radical de los brinzales
que han recibido este tratamiento. Estos resul-
tados coinciden con las experiencias de con-
trol de P. cinnnrnomi mediante fosfonato rea-
lizadas por otros autores (W^LK^NSON et al.,
2001; TvNAN et al., 2001). Los tratamientos
Brifos curativo, fosfonato preventivo y fosfo-
nato curativo presentan entre ellos unos valo-
res muy parecidos y ligeramente más 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
raíz secundaria. La diferencia es mayor en el
caso de la encina, por lo que parece confir-
marse los resultados de Ro^Rí^uEZ MOL ĴNA et
al. (2002), que señalan a la encina como más
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 trabajó con brinzales.

La tluorescencia de la clorofila permite
estudiar las limitaciones a la fotosíntesis de
origen no estomático (WERNER et al., 2001).
La fluorescencia relativa Fv/Fm es un índice
adecuado para la evolución del nivel de
estrés de una planta (STRASSER et al., 2000).
El parámetro más frecuentemente utilizado
es la relación Fv/Fm (STRASSER et al., 2000).
Los valores de la fluorescencia entre los días
de medición (29 de abril y 26 de julio) en

este trabajo presentaron un descenso de la
relación Fv/Fm en todos los tratamientos.
Esto indica que el estrés aumentó con la lle-
gada del verano, y el incrementó de la
demanda hídrica de las plantas, encontrán-
dose diferencias significativas entre trata-
mientos en la segunda medición. En la enci-
na, los valores de fluorescencia (Fv/Fm) dis-
minuyeron a medida que progresó el ensayo
y la planta aumentó su nivel de estrés. El
control inoculado con Ph^^tophthora, junto
con el tratamiento Brifos K curativo presen-
taron un nivel máximo de estrés, aunque las
diferencias fueron muy pequeñas 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 Phyropht-
hora alcanzó el valor máximo de estrés,
seguido del tratamiento Brifos K curativo,
presentando el resto de tratamientos un valor
de estrés moderado. Los resultados de t7uo-
rescencia obtenidos parecen corroborar los
resultados obtenidos para raíz secundaria,
pudiéndose establecer una relación entre
afectación al sistema de raíces finas de la
planta y nivel de estrés hídrico expresado a
través de la fluorescencia relativa.

La efectividad de los fosfonatos parece que
aumenta cuando se aplica con carácter pre-
ventivo, aunque MARKS y SM^TH (1992)
encontraron un efecto positivo en la reducción
de daños de P. cinnamomi en Leucadendron
cuando se hacen los tratamientos de forma
simultánea a la infección, e incluso se ha
documentado el efecto protector de los fosfo-
natos cuando se aplican 24 horas después de
la infección (RoHRBACH y ScHENC Ĵc, 1985).
En este trabajo los fosfonatos como trata-
miento preventivo parecen haber contribuido
a controlar la acción de P. cinnamomi, en par-
ticular cuando se ha utilizado Brifos-K con
carácter preventivo. La escasa diferencia de
tiempo entre el tratamiento curativo y la infec-
ción parece demostrar que el uso de fosfona-
to protege a la raíz de la invasión del patóge-
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no de forma casi inmediata, debido posible-
mente a la rápida actividad del fosfonato
(GuEST y GRANT, 1991). Aunque en este tra-
bajo no se han medido las concentraciones de
fosfonato en ningún tejido vegetal, parece que
la protección del fosfonato podría estar rela-
cionada con una rápida traslocación desde las
hojas a la raíz. Sin embargo, DAVts (1989)
encontró que el efecto del fosfonato decrece
cuando el intervalo de tiempo entre el trata-
miento y la inoculación aumenta por lo que
los tratamientos curativos pueden ser poco
eficaces. La protección frente a Phytophthoru
purasiticu fue mínima cuando el tratamiento
de fosfonato se aplico 3^ semanas después
de la inoculación, incluso cuando se hicieron
aplicaciones múltiples (DAVIS, 1989).

Los resultados de este trabajo parecen
confirmar el efecto positivo de los fosfonatos
en el control de Ph^^tophthora en especies del
genero Quercus. En cuanto al tiempo que
dura la acción protectora del fosfonato, diver-
sos autores la sitúan alrededor de los 6 meses,
aunque varía con muchos factores (WILKIN-
soN et a1., 2001). En este caso, entre el trata-
miento preventivo y la inoculación pasaron
pocos días, pero el efecto se mantuvo duran-
te los 7 meses que duró el ensayo. El carácter
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preventivo observado en este ensayo parece
recomendar el uso de la fer[iliración con fos-
fonatos en especies del genero Quercus dada
el efecto preventivo contra daños de P. cinttu-
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 (Wn.
KtNSON et nl., 2001), y desarrollando los pro-
cesos operativos más adecuados para su apli-
cación en campo de fonna sencilla y econó-
mica (HARw et nl., 2001).
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NAVARRO CERR[LLO R. IVÍa. , A. t. TE.RÁN BOCERO, M. • . ‚ÁNCHflZ. 200%. preVCnIÍVe

and curative effect of the application of phosphonate in the control of Phvtophthurn rin-
namomi Rands in holm and cork oak seedlings. Bol. Sun. Ueg. PlaXas, 32: 685-694.

phosphonate is a fertilizer with a systemic fungicidal function, which has been suc-
cessfully used in the control of P. cinmm^omi 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 Phi^tuphthnro cinna-
momi. The experiment was designed so as to verify if the phosphonate was capable of pre-
venting and/or controlling P. cinnnmami infection, for which a multifactorial assay was
opted for with two factors, the type of phosphonate and Ihe 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 to conflrm the posi-
tive effect of phosphonates in the control of Ph^taphthnra in species of the genus Que^c•us.

Key words: Quercus ile.x, Q. suber, tbrest decline, treatment.
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Estudio de patogenicidad a melón de hongos del suelo causantes
de colapso

R. BELTRÁN, .T. ARMENGOL, .I. GARCÍA-.IIMÉNF.Z

EI síndrome del "colapso" en los cultivos de melón y sandía puede venir asociado a
la presencia en las raíces de las plantas afectadus de distintos hongos del suelo, como
Mano.rporascus cannonbullus, Acremonium cucw^hituceunon, Rhizrq?vcnis vugum y
Plectosporium Iabacinum. En este trabajo se ha estudiado el compurtamiento del melcín
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 la parte aérea indican que éste no es un parámetro adecuado para eva-
luar la patogenicidad de estos hongos. El índice de daños en raíces se presenta como un
parámetro más fiable y, dentro de él, las eombinaciones con M. cannonbu!lus y/o A.
cucurbitacearum presentaron daños más severos que las inoculaciones de R. vagum y/o
P. tubacinum.

R. BELTRÁN, J. ARMENGOL, .1. GARCÍA-JIMÉNEZ. InS[itnt0 A^,fOfOfeti[al IVÍedilCffáne0.

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

Palabras clave: Acremonium cucurbituceurunt, Cucumis melo, Monosporuscus cun-
nonbullus, Rhizupycnis vugcan, Plectosporium tabacimcm.

INTRODUCCIÓN

El síndrome del "colapso" es uno de los
principales problemas fitosanitarios que
afectan a los cultivos de melón (Cucumis
melo L.) y sandía (Citrullus lanatus (Thunb.)
Matsum & Nakai) a nivel mundial (MARTYN
y MILLER, 1996; CoHEN et al., 2000). Esta
afección está causada por múltiples agentes
patógenos entre los que se incluyen hongos,
bacterias y virus (BRUTON, 1998).

Uno de los más importantes es el hongo
ascomiceto del suelo Monos^oruscus can-
nonbal[us Pollack et Uecker, que fue citado
por primera vez en España afectando a
melón en el año 1989 (LoBO-RuANO, 1990),
siendo actualmente uno de los principales
factores limitantes del cultivo de cucurbitá-
ceas en algunas de las zonas productoras de
nuestro país (BELTRÁN et al., 2005). Otros

hongos del suelo asociados a este síndrome
son Acremonium cucurbitacearurn Alfaro-
García, W. Gams et J. García-Jiménez, Rhi-
zopycnis vaguni D. F. Farr y P[ectosporiurrr
tnbacinum (van Beyma) M. E. Palm, W.

Gams et Nirenberg (ALFARO-GARCíA et u1.,
1996; GARCÍA-.IIMÉNEZ et a^., 2000; ARMEN-
GOL et al., 2003).

Uno de los síntomas del ataque de M. cun-
nonballus es la presencia de necrosis y
podredumbres en la raíz principal y raíces

secundarias (MARTYN y MILLER, 1996). El
ataque de A. cucurbitacearum se caracteriza
por la destrucción de raicillas absorbentes y

la presencia de acorchamientos en la raíz

principal y secundarias (ALFARO-GARCÍA et
ul., 1996). Estos daños reducen la capacidad
de absorción de agua por parte de la planta,

produciéndose un desequilibrio hídrico que

provoca en pocos días la marchitez completa
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de la parte aérea (MERTELV et ul., I 991). R.
vagum y P. tabucinum han sido descritos
como hongos secundarios que, con su ataque
a las raíces afectadas por los hongos anterio-
res, contribuyen al deterioro del sistema
radical de la planta (Pí;REZ-PiQuERES, 2002;
ARMENGOL Ct al., 2003).

Hasta la fecha, se han efectuado ensayos
de patogenicidad con estas cuatro especies
fúngicas en diversos hospedantes. En los pri-
meros años de la aparición de los problemas
de "colapso", MERTELV et al. (1993) com-
probaron la patogenicidad de M. ccnmonbu-
//us a diversas especies de cucurbitáceas.
ALF:ARO et al. (1996) estudiaron la patogeni-
cidad de A. cucurbitaceurum a melón, 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 cucurbitáceas, otros cultivos y malas
hierbas, completando así la información
sobre su rango de hospedantes. Más adelan-
te se realizaron ensayos de patogenicidad a
melón que sirvieron para comprobar la
implicación en el síndrome del "colapso" de
R. vagum (ARMENGOL et al., 2000; 2003) y
de P. tubacinum (PÉREZ-Pic^uERES, 2002).
Recientemente, AN^RADE et aL (2005) efec-
tuaron ensayos de patogenicidad a melón de
M. cannonballus evaluando diversos pará-
metros y estudiando la correlación entre
ellos.

Por otro lado, BRUTON et al. (2000a) estu-
diaron la patogenicidad a melón de M. cun-
nonballus y A. cuc•urbituceurunt, comparan-
do ambos hongos, pero siendo inoculados
también por separado. BtERNACtc^ y BRUTON
(2001) efectuaron un ensayo similar al ante-
rior, añadiendo a R. vugum entre los hongos
ensayados. En otros estudios, se comparó la
patogenieidad de A. cucurbitncenrum, M.
cannonballus y R. vuKum, junto a otros hon-
gos que también provocan podredumbres en
las raíces de cucurbitáceas, tales como
Macrophomina phuseo/inu, Fu.rarium soluni
y P1'th[Uln Spp. (AEGERTER et al., 2000).

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

fecha no se ha realizado ningún estudio que
analice el efecto de inoculación conjunta de
estas especies, lo que se aproximaría más a
la situación que se da en ambientes natura-
les, donde lo común es que se presenten a la
vez varios de estos hongos.

El objetivo de este trabajo es estudiar el
comportamiento del melón frente a inocula-
ciones con los hongos del suelo implicados
en el síndrome del "colapso" en sus distintas
combinaciones.

MATERIAL Y MÉTODOS

Aislados fúngicos utilizados
Los ensayos se realizaron utilizando los

aislados fúngicos mostrados en el Cuadro l,
en el que se indica su procedencia y el culti-
vo del cual fueron obtenidos.

La conservación de estos aislados se efec-
tuó en tubos con turba autoclavada almace-
nada a temperatura ambiente y para la reali-
zación de los ensayos se hicieron crecer en
placas Petri con medio Patata Dextrosa Agar
(PDA) durante 15 días a una temperatura de
26°C en ciclos alternantes de oscuridad y l2
horas de luz día + ultravioleta cercano (Syl-
vania F-40 BLB).

Preparación del inóculo
Para la preparación del inóculo, se mez-

claron 1000 ml de arena lavada (0,5 mm de
diámetro) y 91,5 g de salvado de avena,
poniendo 500 ml de esta mezcla en frascos
de cristal de 1 litro. Se añadieron 75 ml de
agua destilada a cada recipiente, se agitaron
y se esterilizaron al autoclave tres veces a
120°C durante 1 hora, con una separación
entre cada autoclavado de 24 horas como
mínimo.

Cada uno de los frascos de cristal fue ino-
culado con dos fragmentos de PDA en los
que había crecido el hongo a inocular, incu-
bándose a 25°C hasta que la mezcla coloni-
zada tenía unos 5 cm de diámetro. En este
momento, se agitó el recipiente con el t7n de
distribuir uniformemente el hongo por toda
la mezcla, y se abrió en cámara de tlujo para
favorecer la aireación y el crecimiento del
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Cuadro I. Origen de los aislados.

Especie Aislado Localidad Provincia Hospedante

M. cannonballus M I Xilxes Casiellón Calabaza

A. cucurbitucearum A419 Llanos del Caudillo Ciudad Real Melón

R. vugwn R25 Argamasilla de Alba Ciudad Real Melón

P. tabuciru^m P467 Ciudad Real Ciudad Real Melón

hongo. Posteriormente, la incubación de los
frascos se prolongó a 25°C durante otros 21
a 28 días.

E1 conteo de los propágulos presentes en

la mezcla de arena y salvado de avena se rea-

lizó mediante el método de las diluciones

sucesivas, utilizando una solución 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 inóculo (DHIN-
GRA y SWCLAIR, 1995).

Sustrato
Se escogió como sustrato de crecimiento

de las plantas un suelo natural procedente de
Calasparra (Murcia), de una parcela en la
que nunca se había cultivado melón, ni se ha
detectado la presencia de "colapso" en la
comarca. Este suelo se empleó sin autoclavar
y esterilizado al autoclave, tres veces a
120°C durante una hora en días sucesivos.

Preparación e inoculación de macetas
Para la inoculación se utilizaron macetas

de 16 cm de diámetro y 1,5 litros de capaci-

dad. A cada una de ellas se les añadió el sus-

trato y el inóculo 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-

coL et al., 1998), ].000 UFC/g de suelo para
R. vagum (MILLER et al., 1996; ARMENGOL et

a1.,2000) y 150.000 UFC/g de suelo para P.
tabacrnum (PFRez-PIQuERES, 2002).

Se realizaron cinco repeticiones (mace-
tas) para cada una de las tesis consideradas
( l6 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, Rv, Pt.
- Combinaciones secundarias: Ac+Mc,

Ac+Rv, Ac+Pt, Mc+Rv, Mc+Pt, Rv+Pt.
- Combinaciones terciarias: Ac+Mc+Rv,

Ac+Mc+Pt, Ac+Rv+Pt, Mc+Rv+Pt.
- Combinación cuaternaria: Ac+Mc+Rv+Pt.
(Siendo: C= control sin inocular; Ac = A.

cucurbitacearum; Mc = M. cannonhullus;
Rv = R. vagum y Pt = P. tubacinum)

Este estudio se efectuó en dos años con-
secutivos (2002 y 2003). El tipo de suelo y
las combinaciones consideradas fueron las
mismas durante los dos años; la única excep-
ción fue la combinación Rv+Pt, que sola-
mente se realizó en el año 2003, para los dos
suelos. La variedad de melón empleada en
este ensayo fue Temprano RocheL Las semi-
llas fueron esterilizadas superficialmente
con una solución de hipoclorito sódico
(1,5°Io de cloro activo durante 1 minuto) y,
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-
nación, se dejó una planta por maceta.

Parámetros evaluados
A los 45 días se extrajeron las plantas cui-

dadosamente, lavando las raíces, y evaluan-
do los siguientes parámetros: peso fresco de
la parte aérea, índice de daños en raíces
(IDR) y la frecuencia de aislamiento de hon-
gos en raíces.

Para la medición del peso fresco de la
parte aérea y con el fin de estandarizar el
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método, se realizó un corte en la planta al
nivel de los cotiledones. En la evaluación de
daños en raíces se utilizó la escala de valores
siguiente (Bruton, comunicación personal):

0: El hipocotilo, la raíz primaria y las raí-
ces secundarias no muestran ningún tipo de
síntomas de la afección

1: El hipocotilo, la raíz primaria y las raí-
ces secundarias comienzan a mostrar un
ligero pardeamiento

2: El hipocotilo presenta un pardeamiento
moderado y comienza a notarse una reduc-
ción del córtex alrededor del cilindro vascu-
lar. En la raíz primaria empieza a observarse
un pardeamiento moderado, y se ven algunas
pequeñas lesiones. Las raíces secundarias
también presentan un pardeamiento modera-
do y empieza a notarse una reducción de bar-
bada.

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

4: El hipocotilo se encuentra muy dañado,
en algunos casos con consistencia blanda; el
córtex suele estar completamente ausente y
los haces vasculares completamente expues-
tos. La raíz primaria está muy dañada y se
ven áreas necróticas. Las raíces secundarias
están muy afectadas, con necrosis abundan-
tes, la reducción 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 ]a evaluación de daños,
se tomaro q pequeños trozos de raíz, hipoco-
tilo y raíces secundarias, preferentemente de
las zonas en que se veían 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, raíz principal y raíces secunda-

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

Análisis estadístico
Los datos de peso fresco de la parte aérea

y de daños en raíces fueron sometidos a un
análisis de varianza (ANOVA), usando el
test LSD (P=0,05) para realizar la compara-
ción entre medias, realizándose un análisis
multifactorial y de interacciones consideran-
do como factores a cada uno de los hongos
inoculados en el trabajo. Asimismo, se reali-
zó una regresión lineal entre los parámetros
"peso fresco de la parte aérea" e"índice de
daños en raíces", para estudiar su relación.
Todos estos análisis se efectuaron mediante
e] software Statgraphics Plus 5.1 (Statistical
Graphics Corp., Englewood Cliffs, NJ,
USA).

RESULTADOS

Peso fresco de la parte aérea
Tras la comparación estadística de los

datos de peso fresco y daños en raíces, se
determinó que existían diferencias significa-
tivas entre los dos años de estudio, por lo que
se procedió a su análisis tomando los datos
de cada año 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 años de
duración del estudio, así como el análisis
estadístico de estos datos. Asimismo, en
estos cuadros se representa la comparación
estadística de los datos totales en ambos
tipos de suelo para cada uno de los años de
estudio.

En el ensayo de 2002, el menor valor de
peso fresco de la parte aérea en el suelo auto-
clavado lo presentó la combinación cuater-
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Cuadro 2. Media de peso fresco de la parte aérea para cada tipo de suelo y año de estudio (Años 21N12 y 21N13).

Año 21102 Año 211113

Combinaciónx Suelo
autoclavado

Suelo
no autoclavado

Suelo Suelo
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 bcde

Mc 3,33 def 9,27 abcde 4,52 d 22,33 ab

Rv 4,64 cdef 9,60 abcde 20,34 bc 16,53 bcde

Pt 11,25 ab 10,02 abcd 17,7 c 14,27 defg

Ac+Mc 2,23 ef R,80 bcde 19,82 c 12,21 defg

Ac+Rv 8,62 bc 5,40 de 29,14 ab I 8,94 abrd

Ac+Pt I1,81 b 11,64 ab 15,49 c 21,45 abr

Mc+Rv 9,67 cde 9,71 abcde 21,66 c 15,62 cdef

Mc+Pt I ,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 bcde - - 22,65 bcde

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 bcde l8,_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 I5,50 B

xAc = A. cucurbrtacearum; Mc = M. cannonba/lus; Rv = R. va^um; Pt = P. tabacinum
YPeso fresco de la parte aérea en gramos (media de cinco plantas)
'^Números en la columna seguidos de Ia misma Ietra no son estadísticamente diferentes según el tetit LSD (P=0,05). Las
letras minúsculas corresponden a la comparación entre tratamientos. Las levas mayúsculas corresponden a la compara-
ción 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 1,11
g, 2,23 g y 2,60 g, respectivamente. En cam-
bio, el mayor valor de peso fresco en la parte
aérea correspondió 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 correspondió a la combinación 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 g y 11,62 g, respectivamente. De
igual forma, se observaron diferencias signi-

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

En el año 2003, las plantas de la combi-
nación Ac+Mc+Rv en el suelo autoclavado
se secaron antes de la finalización del perio-
do de estudio, no pudiéndose determinar las
causas de su muerte, de ahí yue su peso fres-
co no fue considerado. En el suelo autocla-
vado, la combinación sólo con Mc fue la de
menor peso fresco, con 4,52 g. En cambio, la
combinación yue 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-
ción con mayor peso fresco fue el control sin
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Cuadro 3. Análisis de la varianza para el efecto de los diferentes hongos inoculados en el peso fresco de la parte
aérea de las plantas, en los ensayos realizados durante los años 21102 y 2003, en suelo autoclavado

y no autoclavado.

Año 2002 Año 21103

Factores Suelo
autoclavado

Suelo
no autoclavado

Suelo
autoclavado

Suelo
no autoclavado

A: A. cucurhitaceurum 0,7320x 0,0643 0,2743 0,0831

M: M. cnrurorrbnllus 0.0000 0,2403 0,0002 0,0139

R: K. vngum 0,0607 0,4950 0,0008 0,0000

P: P. tabncinum

lnteracciunes

Q3648 0.0058 0,0001 Q,0033

AxM 0.2970 0,8375 0,4437 0,2298

AxR 0,1429 0,0708 0,0022 O,I984

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 Q 1030

RxP 0,5801 0,3302 0,4143 0,4012

AxMxR Q8699 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 Q0041 0,9603 0,6003

AxMxRxP - 0.0000 0.8325

xValor de P(<0,05) ó 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 signiti-
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 año 2002, las plantas cultivadas en
el suelo autoclavado obtuvieron un valor
medio de 6,09 g, que difería signihcativamen-
te de las cultivadas en el suelo no autoclavado,
que Ilegaron a alcanzar una media de 9,03 g.
Por el contrario, en el año 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 quedó en 15,50 g.

En el Cuadro 3 se muestran los resultados
del análisis multifactorial para el parámetro
del peso fresco, calculando el efecto de los
hongos inoculados para cada tipo de suelo,
durante los dos años de duración del estudio.

En el año 2002, para el suelo autoclavado

solamente fue significativo M. cannonballus,
así como algunas de las interacciones en las
que estaba presente este hongo, que fueron
las que menor peso fresco obtuvieron. En ese
mismo año, para el suelo no autoclavado, el
único hongo que resultó 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 año 2003, para el suelo
autoclavado fueron considerados significati-
vos M. cannonballus, R. vcrgum y P. tabaci-
nuna, 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
año, 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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Evaluación de daños en raíces
Los resultados de la evaluación de daños

en las raíces de las plantas inoculadas
(IDR) se muestran en el Cuadro 4, para
todas las combinaciones y suelos conside-
rados, durante los dos años de estudio. En
estos mismos cuadros se observan también
los valores medios de IDR para el total de
plantas cultivadas en cada suelo y año de
estudio.

Respecto a los resultados del año 2002, en
el suelo autoclavado, la combinación que
obtuvo un IDR significativamente menor al
de todas las demás 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 máximo valor en
la escala de daños (4). Se encontraron dife-
rencias significativas entre estas combina-
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ciones y las que obtuvieron menor IDR,
comentadas anteriormente.

En el suelo no autoclavado, la combina-
ción yue obtuvo menor índice de daños en
raíces también fue el control no inoculado,
con un valor de IDR de 0,42. Por otra parte,
la combinación con mayor IDR fue
Mc+Rv+Pt, con un valor de 3,83. De la
mistna forma, se encontraron diferencias
significativas entre todas estas combinacio-
nes.

En el año 2003 y suelo autoclavado, la
tesis que tuvo un menor valor de IDR fue el
control sin inocular, con ausencia de daños
en todas las raíces evaluadas. Por otro lado,
la combinación con mayor [DR fue la de Ac,
con un valor de IDR de 3,6. Se hallaron dife-
rencias signiticativas entre las combinacio-
nes que presentaron menor IDR y las que
presentaron un mayor IDR.

Cuadro 4. Media de índice de daños en raíces ( IUK) para cada tipo de suelo y afiu de estudiu lAñus 21102 y 211t13).

Añu ZI102 Añu 2U03

CombinaciónX Suelo Suelo
autoclavado no autoclavado

Suelo Suelu
autoclavadu no autocluvado

Control 0,92y a^ Q42 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 3,50 de

Rv 2J 7 b 2.33 c 2 ^ I.SO b
Pt 2.33 b 2.5 cd I,SO bc 190 c

Ac+Mc 4 e 3,17 tg 3,50 jk 3 fg

Ac+Rv 3.25 c 3 ef 2,90 ef 2,90 g

Ac+Pt 2,75 c 2,75 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 ^.90 g

Rv+Pt I .60 b I .90 c

Ac+Mc+Rv 4 e 3,42 g 2,60 ef

Ac+Mc+Pt 3,83 e 2,75 de 3,20 ghi 2.90 g

Ac+Rv+Pt 3,5 d 3,42 g 3.40 ijk ? 90 g

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 ^,80 f'g

!^ledia 3,27^ A 2,76 B ^,77 A 2,36 B

xAc = A. c-ucurbitacearurn; Mc = M. rnnnonballus; Rv = R. ragum; Pt = P. tabacinum
yÍndice de daños en raíces en una escala de 0 a 4(media de cinco plantas)
%Números en la columna seguido5 de la misma letra no son estadísticamente diferentes según eI test LSD (P=o,05). Las
letras minúsculas corresponden u la comparación entre vatamientos. Las letras mayúsculas corresponden a la compara-
ción entre tipos de suelo.
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Cuadro 5. Análisis de la varianza para el efecto de los diferentes hongos inoculados en el índice de daños en raí-
ces, en los ensayos realizados durante los años 20U2 y 21103, en suelo autoclavado y no autoclavado.

Año 2002 Año 2U03

Factores Suelo
autoclavado

Suelo
no autoclavado

Suelo
autoclavado

Suelo
no autoclavado

A: A. cucurbitacearum O,OOOOx 0,0109 0,00(>0 Q0000

M: M. cannonbal/us 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

R: R. vagum 0,0000 0,0000 0,0003 0,0000

P: P. tahacinum

Inte^racciones

0,0009 0,0000 0,3811 0,0000

AxM 0,(A)00 0,1495 0,0000 0,0000

AxR 0,1 177 0,0021 0,0000 0,0947

AxP 0,0000 0,0000 0,00(Hl 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,OD00 0,0002

^^Valor de P(<0,05) ó probabilidad ANOVA

Por otro lado, en el suelo no autoclavado,
la inoculación con mayor IDR fue la de
Ac+Mc con un valor de 3. La tesis que mos-
tró un menor valor de IDR fue, aI igual que
en el suelo autoclavado, el control sin inocu-
lar, también con un IDR de 0(ausencia de
síntomas en raíces). Se encontraron diferen-
cias significativas entre estas últimas tesis de
menor IDR, y las tesis con mayor valor de
índice de daños.

Por último, según los valores del índice de
daños medio para el total de plantas de cada
suelo, en el año 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 año 2003, el IDR
medio calculado para las plantas del suelo
autoclavado fue de 2,77, mientras que en el
suelo no autoclavado, solo llegó a 2,36. En
ambos años el valor de IDR fue superior en
el caso del suelo autoclavado, encontrándose
diferencias significativas para el valor de
IDR entre ambos suelos considerados.

En el Cuadro 5 se muestran los resultados
del análisis multifactorial para el índice de
daños en raíces, calculando el efecto de los
hongos inoculados para cada tipo de suelo
durante los dos años de estudio.

Durante el año 2002 todos los hongos ino-
culados tuvieron un efecto significativo, al
igual que la mayoría 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 año 2003,
excepto con la inoculación de P. tabacinum
en suelo autoclavado, que no resultó signifi-
cativa.

En el estudio de regresión lineal efectua-
do entre los parámetros de peso fresco en la
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parte aérea y el índice de daños en raíces
(datos no mostrados), se obtuvieron índices
de correlación inferiores al 35%, signiticati-
vos en todos los casos durante los dos años
de duración del estudio y para los dos suelos
considerados.

Reaislamiento de hongos
Tanto en el año 2002 como en el 2003,

todos los hongos inoculados en todas las
combinaciones fueron posteriormente reais-
lados. De esta manera se veritlcaron los pos-
tulados de Koch, demostrándose que las ino-
culaciones fueron correctas.

DISCUSIÓN

Esta es la primera vez que se realiza un
ensayo de patogenicidad con los principales
hongos causantes de "colapso" descritos en
España, 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 año 2002 fue precisa-
mente uno de los valores más bajos (6,57 g).
Asimismo, en el suelo autoclavado también
del año 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 año 2002 como en el año 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 sílas presentaron.

También destacan los diferentes resulta-
dos obtenidos entre los dos tipos de suelo en
los dos años de duración del estudio. Así, en

el año 2002, al comparar los valores medios
totales de peso fresco en la parte aérea, se
observó que en el suelo q o autoclavado el
peso fresco medio en la parte aérea (9,03 g)
era signiticativamente mayor yue en el no
autoclavado (6,09 g). En 2003 se dio el caso
contrario, observándose diferencias signiti-
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,SOg.

Los resultados obtenidos en el análisis
multifactorial también denotan cierta contra-
dicción entre los dos ensayos, puesto que en
el año 2002 únicamente fueron signiticativas
las inoculaciones con M. cunnonba!/u.ti^ en el
suelo autoclavado (como el hongo que dio
menor peso fresco) y P. tnbnrinum en el
suelo no autoclavado (como el hongo que
dio mayor peso fresco). Por otro lado, en el
año 2003 fueron signiticativas las inocula-
ciones con M. cc^nnoitballus, R. vuku^^n y P.
tabncinum, así como la mayoría 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 índice de
daños en raíces (IDR), se obtuvieron resulta-
dos similares para cada tipo de suelo en los
dos años de duración del estudio. Así, en
2002, el IDR medio total para todas las com-
binaciones del suelo autoclavado fue signiti-
cativamente mayor yue para el suelo no
autoclavado, con valores de 3,27 y 2,76, res-
pectivamente. En el año 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. cn^utoriba-
llus, por sí solo o en sus combinaciones con
otros hongos. Así, en el año 2002 en el suelo
autoclavado, las combinaciones yue incluye-
ron a M. cc^nno^tbullus presentaron valores
elevados de [DR, oscilando entre 3 y 4, a
diferencia de otras combinaciones que no
presentaban este hongo, cuyo IDR fue infe-
rior. En ese mismo año, para el suelo sin
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autoclavar se obtuvieron valores similares de
IDR, aunyue ligeramente inferiores. En el
año 2003, los valores de IDR fueron inferio-
res para los dos tipos de suelo, aunque tam-
bién se observó que las combinaciones con
M. cannonbcrllus poseyeron mayor IDR. Del
mismo modo, se obtuvieron valores elevados
de IDR en las combinaciones con A. cucur-
bitacearurn, excepto en algunos casos, como
el suelo sin autoclavar del año 2002, en el
que la inoculación únicamente con A. cucur-
bituceruum fue la que obtuvo el menor valor
de IDR después del control sin inocular
(1,92).

En cambio, respecto a R. vagum y P. tabu-
cinucn, se observa cómo en los dos tipos de
suelos, y para los dos años de estudio, sus ino-
culaciones individuales y binaria fueron las
que menor valor de IDR presentaron, con la
salvedad del control. Se puede atlrmar por
tanto que, en general, las plantas que a priori
mostraron menos daños en raíces fueron las
que se inocularon únicamente con estos hon-
gos, sin la presencia de A. cucurbitucearucn y
M. cannonbullus. Además, el análisis multi-
factorial de los datos de IDR, reveló que todas
las inoculaciones de todos los hongos, así
como de la mayoría de sus interacciones fue-
ron significativas, exceptuando a P. tabaci-
num en el suelo autoclavado, en el año 2003.

A la vista de estos resultados, se podría
decir que el factor limitante en esta afección

es la presencia en el suelo de M. cunnonbu-

Ilus y A. cucurbitaceurum, siendo menos
importante la presencia de R. vugurn y P.
tubucinum. Estos resultados son coherentes

con los obtenidos en otros trabajos, en los

que se cita a M. cannonbullus y A. cucurbi-
tucearum como los principales agentes fún-

gicos causante de "colapso" en cucurbitáce-
aS (1VIERTELY Ct [i^., 1991; GARCíA-J[MÉNEZ et

Cl%., 1994a y b; MARTYN y IVIILLER, 1996).

Los resultados obtenidos en la regresión
entre los dos parámetros considerados, peso
fresco de la parte aérea e IDR, mostraron una
correlación muy baja entre ellos. Como ya se
ha comentado respecto al análisis multifac-
torial efectuado para ambos parámetros, des-
taca yue en el caso delíndice de daños en

raíces, todas las especies fúngicas inocula-
das fueron importantes en los dos años 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 así, puesto yue en el año 2002 sólo resul-
taron significativos M. cannonballus y P.
tabacinum, en el suelo autoclavado y sin
autoclavar, con mayor y menor peso fresco,
respectivamente, mientras yue en 2003, A.
cucurbitucearucn no fue signihcativo en nin-
gún tipo de suelo, a diferencia de los otros
hongos inoculados. Así pues, no parece que
exista una relación clara entre el peso fresco
en la parte aérea y los daños causados por los
hongos en las raíces. AN^RA^E et ul. (2005)
tampoco encontraron una correlación signi-
ticativa entre el peso fresco de la parte aérea
y la severidad de síntomas de "colapso" en
un ensayo de patogenicidad de M. cannon-
bullus a melón llevado a cabo en Brasil.

Para poder explicar estos resultados, hay
que hacer referencia a otros trabajos que
relacionan este síndrome con la fructifica-
ción 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 maduración del fruto. En este momento,
los frutos son un importante sumidero de
agua para la planta; este hecho, unido al
notable deterioro de la raíz tras la infección
causada por los hongos del suelo, hace que
en la planta se produzca un estrés hídrico que
provoyue la marchitez y muerte de la parte
aérea de la planta en unos pocos días (BRU-
TON, 1998).

Se debe Cener en cuenta que en este ensa-
yo de inoculación de hongos del suelo en
condiciones de invernadero, al cultivarse las
plantas en macetas pequeñas, no es posible
obtener la fructificación, con lo cual no se
debe considerar al peso fresco en la parte
aérea como un buen indicador de la enfer-
medad en melón cultivado en maceta. En
cambio, el valor de peso fresco de la parte
aérea tendría mayor importancia en plantas
de mayor edad y cultivadas en mejores con-
diciones, ya que entonces sería posible obte-
ner fructificación. En este sentido, se ha



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 32. ?006

demostrado que al disminuir la carga de fru-
tos de las plantas de melón infectadas por M.
cmznonfiallus 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 (PlvoNtA et al.,
2002). Por todo ello, el [DR se presenta
como el parámetro más 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 parámetro para
medir la incidencia y severidad de los sínto-
mas de "colapso" en ensayos de patogenici-
dad llevados a cabo en invernadero, en plan-
tas de menos de 60 días.

Como ya se ha comentado, para el IDR no
se observaron los resultados contradictorios
entre los dos tipos de suelo que sí se presen-
taron para el peso fresco en la parte aérea.
Para la explicación de estos resultados, hay
que tener en cuenta la presencia en el suelo
de otros hongos que podrían actuar de modo
antagónico frente a los hongos asociados al
"colapso". En este sentido, se conocen bien
las aptitudes de algunos géneros de hongos
para el control biológico de otros agentes
fúngicos, como es el caso de Trichoderma o
de Chaetontium (Dotv^scH 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 carácter saprofito
como Fusurium y P^^thium. Algunas espe-
cies de este género han sido citadas por algu-
nos autores como propiamente asociadas al
síndrome, y no sólo como saprotitas (Ptvo-
NtA et al., 1997; TELLO et al., 1990). En cual-
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quier caso, el aislamiento de diversas espe-
cies de Fusnrium y P^•tl^trum es un resultado
que también ha aparecido en otros estudios
de patogenicidad con A. cucurhrtncenrum y
M. ccmnonbullus (GARCfA-J Ĵ MÉNEZ et al.,
1992; GARCÍA-.IIMÉNF:Z Pl U^., lyy4b; BRU-
ToN er af., 2000a; SALES er al., 2001), ya que
cuando las raíces se hallan muy deterioradas,
estos hongos pueden presentarse como
saprofitos.

Por último, no parece que la presencia de
todos los hongos asociados al colapso con-
juntamente suponga un mayor deterioro de

la raíz y una mayor incidencia de "colapso";
visto de otra manera, con la presencia en

suelos de cultivo de melón y sandía de M.
cannonbnllus o A. cucurbitaccurum, aun por
sí solos, es más que suticiente para que se
produzcan ataques a las raíces de las plantas
con el posterior desarrollo de los síntomas
típicos de "colapso", y con la gravedad que

ha conseguido elevar a estos hongos dentro
de los principales problemas de sanidad del

cultivo de éstas cucurbitáceas (MeRTELV et
al., 1y91; GARCÍA-11MÉNEZ P/ u]., 1994a y b;
GARCÍA-.IIMÉNEZ et C4L, ZOOO). AGGFRTER et
aL (2000) destacan la idea que la presencia

de los hongos causantes de "colapso" A.
cucurbitacearum, M. canunnbn!!us y R.
vagum no es suficiente para el desarrollo del
síndrome, pues hay que tener también en

cuenta otros factores de tipo biótico, climáti-
co, etc. Sin embargo, los resultados obteni-
dos en este estudio confirman la importancia
de M. cannonbctllus y A. cucurhitacearunt,
que pueden causar daños más severos que
otros hongos implicados en el síndrome del
"colapso".

BtiLTRÁN R., ^. ARMENGOL, ^. CiARCÍA-^IMÉNEZ. 2oÍ1%. Pa[hogenicity to n7Utikmelon of

soilborne tLngi associated with cucurbit vine decline. Bnl. San. ^eg. Plagces, 32: 695-707.

Vine decline or collapse of muskmelon and watermelon can be atisociated to the pre-
sence on the root system of several soil-borne fungi, like Monosporuscus cannunhullus.
Acremoniwn cururbilcrcennAm. Rhizopyenis ^^ngum and Plectosporium tuhncinuni. 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. cnnnonbullus and/or A. cucurhituccarum
showed more damage that inoculations with R. vagum and P. rabucinum.

Keywords: Acremonium cucurbitacearum, Cucumis melo, Monosporascus cunnon-
ballus, Rhizopycnis vagum, Plectosporium tabacinum.
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EI Escudete de la aceituna I: Biología y daños en olivares de la
provincia de Sevilla

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

EI Escudete de la aceituna, causado por el hongo Cunraracporiurn dedmurie•run, es
una enfermedad ampliamente distribuida en la Cuenca Mediterránea pero de escasa
importancia general, aunque en ocasiones se han observado graves atayues yue suponen
una merma considerable en la calidad de la aceituna de verdeo. La incidencia del pató-
geno se ha asociado a los daños previos causados por la mosca del olivo (Bartrnrera
nleae) y a la presencia de un posible agente vector, el díptero cecidómido Pmlasiopreru
berlesimm, cuyas larvas pueden alimentarse de huevos de la mosca. En nuestras obser-
vaciones de campo y en los análisis de laboratorio no se observó C. Jalmrrricum ni P.
herlesiana en las aceitunas sin dartos de mosca. Los datos obtenidos de incidencia de
Escudete y del cecidómido no permiten confirmar ni rechazar la hipótesis de que P. her-
lesiana sea vector de C. dalmaticam, ya que en un porcentaje elevado (77.5%) de acei-
tunas con Escudete no se encontró P. herlesiana y en el escaso número de larvas de ceci-
dómido analizadas no se detectó C. clalmoticum. La mayor incidencia de P herlesiana
en picada de mosca no viva frente a picada viva, así como en lesiones de Escudete, sugie-
re el papel del mosquito como depredador de huevos de mosca y/o micófago, si bien
habría que confirmar estas posibilidades con trabajos en condiciones controladas. EI
estado sexual del hongo, desconocido hasta ahora, no se ha podido obtener en condicio-
nes controladas, aunque se produjeron cuerpos inmaduros que podrían corresponderse
con ascomas de dicho estado. Las aceitunas afectadas de Escudete produjeron un aceite
de calidad °Virgen Extr•a", aunque con mayor acidez e índice de peróxidos y menor esta-
bilidad que el obtenido de aceitunas sanas.

N. CiONZÁLEZ, A. TRAPF.RO. CiNPO de Pa[OIOgÍa AgrOfOreSlAl, ^pt0. AgfO00mÍa,

ETSIAM. Universidad de Córdoba. Campus de Rabanales, Edif. Celestino Mutis,
14071-Córdoba, España. Dirección de correo electrcínico: trapero@uco.es
E. VARGAS-OsuNn. Grupo de Entomología Agroforestal. Dpto. Ciencias y Recunos
Agrarios y Forestales, ETSIAM. Universidad de Córdoba, Campus de Rabanales, Edif.
Celestino Mutis, 14071-Córdoba, España.

Palabras elave: Buctrocera nleae, Botrvnsplweria clndrirleu, Comarnsporiunr dul-
muticurn. Prn/usioprcra herlesicutu, calidad de aceite.

INTRODUCCIÓN

El Escudete de la aceituna, causado por el
hongo Camarosporium dalrrtaticum, es una
enfermedad ampliamente distribuida en la
Cuenca Mediterránea, pero de escasa impor-
tancia general (TRAPERO y BLANCO, 2004).
Las aceitunas afectadas presentan una lesión
necrótica circular muy característica, que da

nombre a la enfermedad en español y en por-

tugués, y que las inutiliza para mesa o ver-

deo (ANORÉS, 1991). EI efecto ocasionado en

la extracción y calidad del aceite parece

escaso, pero no ha sido suficientemente estu-

diado. SALGUES (1937) indica una disminu-

ción 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 ocurrió en Brindisi (Italia),

en el año 2002, donde las condiciones de

temperatura y humedad mucho más elevadas

que en años 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 bióticos como vec-

tores de C. dalmaticum (PETRi, l9lS; HAR-

PAZ y GERSON, 196ó; ANDRÉS, 1991 ).

Las infecciones causadas por C. dalmati-

cum están relacionadas con las heridas de

oviposición causadas porla plaga principal

del olivo, la mosca Bactrocera oleae, espe-

cie que se caracteriza por estar asociada a un
reducido número de enemigos naturales que

regulen sus poblaciones (CtvANTOS, 1999).

El díptero cecidómido 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 además se ha sugerido que

pueda actuar como vector de C. dalmaticum

(ARAMBOURG, 19H6; FRAVAL, 1997), sobre

todo en condiciones de humedad especial-
mente baja y elevada temperatura. Este ceci-

dómido, al pasar el invierno en forma de
pupa en el suelo, podría adquirir las esporas

del hongo procedentes de frutos, hojas y

ramitas de olivo caídas y llevar consigo el

patógeno hasta las aceitunas, constituyendo

así la fuente de inóeulo primario (SARElANNt

y PAPA[OANNAU, I9S2). LA GRECA y VRENNA

(1995) consideran a este cecidómido como

el principal responsable de la dispersión del

hongo al existir una relación saprofítica con

éste y ectoparasitaria con B. oleae (Figura

1). Según esta hipótesis los ciclos secunda-
rios de la enfermedad vendrían condiciona-

dos a nuevas generaciones del insecto, aun-

que las interacciones entre los tres agentes

no se han probado suficientemente

(ANDRÉS, 1991).

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

MATERIAL Y MÉTODOS

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
años anteriores habían presentado una eleva-
da incidencia de Escudete. La Parcela 1,
situada en el término municipal de Algámi-
tas, estaba plantada con la variedad `Hoji-
blanca', pero tenía también algunos árboles
de `Manzanilla de Sevilla' y la producción se
destinaba al verdeo. La Parcela 2, situada en
Villanueva de San Juan, presentaba un
mayor número de variedades entre las que
destacaban `Lechín de Sevilla' como princi-
pal y un cultivar local de Marchena, `Tetu-
da', destinando la producción para aceite.
Semanalmente, de julio a septiembre de
2004, se recogieron de SO 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
algún tipo de daño (biótico o abiótico) y en
los que posteriormente se intentaba detectar
la presencia de P. berlesiana y el desarrollo
de C. dalrnaticum. Los muestreos iban enca-
minados también a la obtención de adultos
del cecidómido para su determinación taxo-
nómica y a la observación de los estados
preimaginales (huevo, larva y pupa) del
mismo. También se colocaron trampas cro-
motrópicas amarillas engomadas para hacer
un seguimiento poblacional de los adultos
del cecidómido aunque no se tenía constan-
cia de su efectividad.
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VERANO/OTOÑO

B. oleae

coniaios

INVIERNO/PRIMAVERA

Figura 1. Ciclo biológico del hongo Cantarosporii^m dalmaticum y su relación con la moscu (Bactnu•era olene)
y el mosquito (Pmlasioptern berlesiana) de la uceimna.

Observaciones en laboratorio
Las aceitunas se lavaron bajo chorro de

agua durante 30 minutos y se secaron en
cámara de flujo laminar, lugar donde se
hicieron todas las observaciones. A conti-
nuación se inspeccionaron en el microscopio
estereoscópico cada una de las lesiones que
presentaban las aceitunas. Con un escalpelo
se retiraban finas láminas de la zona lesiona-
da y se extraía un pequeño trozo de la zona
interior dañada que se colocaba en una placa
Petri de 6 cm de diámetro con un disco de
papel estéril humedecido con agua destilada

711

desionizada (ADD) estéril para evitar la
desecación. EI tipo de lesión se clasificó en
dos categorías principales: herida producida
por B. oleue al realizar la puesta (picada de
mosca) y herida producida por cualquier otro
tipo de agente (biótico o abiótico). Estas dos
categorías se dividían a su vez en otras dos,
según hubiese o no presencia del cecidómi-
do. Por último, en las aceitunas con picada
de mosca se indicaba si era picada viva o no,
llamando picada viva a la que Ilevaba 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-
gún estado del insecto, ya que era evidente el
desarrollo previo de la mosca en la aceituna.
Tras las observaciones en el microscopio
estereoscópico, 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 cáma-
ra de incubación a 2S°C y se observaba
durante las tres semanas siguientes el desa-
rrollo de C. dalmaticum. Si durante las ins-
pecciones de aceitunas se detectaba algún
huevo, larva o pupa de P. berlesiu^ui, 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 observación de las lesiones en aceitu-

nas y de larvas del cecidómido, se llevaron a
cabo aislamientos de C. dahnaticum para los
que se empleó como medio Patata-Dextrosa-
Agar (PDA). Los cultivos puros obtenidos se
mantuvieron en el medio PDA y, a partir de

ellos, se prepararon aislados monoconídicos
siguiendo la metodología habitual (DHtNGRA

y SWCLAIR, 1995).
De las larvas de P. berlesiana se intentó

aislar el hongo mediante dos métodos: desin-
festándolas superticialmente con lejía (15^Ic
durante 30 segundos) y sin desinfestar. Tras
el tratamiento la larva se trituraba en un
vidrio de reloj con 250 µl de ADD estéril y
se hacía 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 ( I 2 h-12 h).

Identiticación de los agentes
En la identificación de B. oleae se consi-

deró suticiente la observación en los frutos
de las heridas de puesta o salida característi-
cas de este díptero y de los estados preima-
ginales (huevo, larva y pupa). Los adultos
del cecidómido, obtenidos a partir de larvas

que se habían dejado evolucionar en condi-

ciones controladas de 22° C y 12 h luz- 12 h
oscuridad, fueron identificados mediante
claves taxonómicas (ARAMBOURG, 1986).
Por último, se realizaron montajes para la
observación 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 llevó a cabo un
ensayo inicial utilizando una suspensión de
micelio y conidios obtenida a partir de la
mezcla de 6 aislados monoconídicos proce-
dentes de las parcelas de muestreo. En ella se
introdujeron durante 45 min dos sustratos
esterilizados: ramitas de olivo de un año de
edad y palillos de higiene dental. Las ramitas
fueron colocadas en cajas de plástico con un
ambiente saturado de humedad (LÓPEZ-DON-
cEL et al., 2000), mientras que los palillos se
dispusieron en placas de Petri con el medio
Czapek-Dox, colocándose tres palillos for-
mando una "N" en cada placa ( CoRReLL et
al., 2000). En ambos casos las condiciones
de incubación fueron 12 h luz- 12 h oscuri-
dad a 22°C y se realizaron observaciones
quincenales de los sustratos inoculados, así
como montajes para observación microscó-
pica de los cuerpos formados.

Análisis de aceitunas y aceite
En noviembre de 2004 se tomaron dos

muestras de frutos de la variedad 'Manzani-
Ila de Sevilla' de la parcela "Triángulo" del
C.IF.A.-Alameda del Obispo (Córdoba),
una de aceitunas afectadas de Escudete con
distinta severidad y otra de aceitunas sanas.
Se determinó el índice de madurez (AN^RÉS,
1991) y el índice de severidad de las infec-
ciones, considerando 4 clases en función de
la superticie de la aceituna afectada por la
enfermedad (1 =<25%, 2= 25-50%, 3= 50-
75%, 4=>75^Io). Las muestras se Ilevaron a
la almazara experimental del Instituto de la
Grasa de Sevilla en cuyo laboratorio se ana-
lizaron los siguientes parámetros: °lo Hume-
dad, contenido en aceite parcial (ABEN-
COR) y aceite total (SOXHLET), contenido
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en aceite sobre materia seca, acidez (%
ácido oleico), índice de peróxidos (meq02/
kg), absorbancia a la radiación ultravioleta
(K27t^, K,32, ^ K), estabilidad (RANCI-
MAT) y valoración sensorial (Atvótv Ĵ n^to,
1999).

Análisis de los datos
Los datos de desarrollo del hongo en la

placas de medio de cultivo se sometieron a
un análisis estadístico de la Chi-cuadrado
para comprobar si los valores de frecueneia
obtenidos eran o no significativamente dife-
rentes a los teóricos. EI análisis se aplicó a la
incidencia de P. berlesiana en relación al
tipo de daño en las aceitunas y a la inciden-
cia de C. dalmaticum según tipo de daño y
presencia de P. berlesiana.

RF,SULTADOS

Evaluación de síntomas y daños en acei-
tunas

Los daños observados en las aceitunas se
clasificaron en cuatro categorías: "picada
viva" de mosca, "picada no viva' de mosca,
Escudete y otros. En la categoría "Escudete"
se incluyeron las aceitunas con claros sínto-
mas de esta enfermedad (Figura 2). Todas las
aceitunas afectadas de Escudete presentaron
"picada" de mosca aproximadamente en el
centro de la lesión necrótica (Figura 3). Final-
mente, en la categoría "otros daño^' se inclu-
yeron pequeños daños o heridas del fruto que
no se podían identificar como "picada" de B.
olene. En estas aceitunas no se detectó la pre-
sencia de ninguno de los agentes estudiados.

^
Figura 2. Aceitunas de la variedad 'Tetuda' afectadas de Escudete (iryda: frutos momificados de suelo; dreha. infcrior:

frutos momificados deI árbol; y dreha. superior. frutos inmaduros). Nótense los picnidios de C. dulrna^icum en el
interior de las lesiones.
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Los ataques de Escudete fueron más fre-
cuentes en las variedades de mesa (`Manza-
nilla de Sevilla', `Hojiblanca' y`Tetuda') y
en la orientación norte de la copa de los oli-
vos. Se observaron dos síntomas: la mancha
necrótica característica, más o menos circu-
lar, deprimida en el centro y con los bordes
más elevados, y una podredumbre parcial
que deshidrataba y arrugaba al fruto de
forma parecida al momificado producido por
Colletotrichum spp. (Figura 2). La mancha
necrótica se desarrolló durante el verano, en
aceitunas verdes; mientras que la podredum-
bre lo hizo durante el otoño, en aceitunas
maduras o en proceso de maduración. Gene-
ralmente, la podredumbre progresaba desde
la mancha necrótica, pudiéndose apreciar la
lesión original de Escudete en las aceitunas
podridas. No obstante, muchas aceitunas
afectadas de Escudete durante el verano lle-
garoq a la madurez sin desarrollar la podre-
dumbre.

Aislamiento de Camarosporium dalma-
ticum

El hongo C. dalmaticum se aisló muy
consistentemente de las aceitunas con sínto-
mas de Escudete. En cambio, el aislamiento
del patógeno a partir de aceitunas sin sínto-
mas resultó muy escaso, indicando que el
periodo de incubación de las infecciones es
muy corto, inferior a una semana, que fue el
tiempo transcurrido entre las observaciones
de campo. En las aceitunas asintomáticas el
hongo sólo se aisló de las que presentaron
daños de mosca, tanto de las que tenían heri-
das de oviposición como de las que presen-
taban orificios de salida.

En la siembra a partir de larvas de P. ber-
lesiana no se desarrolló ningún microorga-
nismo cuando se desinfestaron, mientras que
en la siembra 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.

Identificación de los agentes
Los adultos del cecidómido, obtenidos

todos ellos de las larvas recogidas en las

Figura 3. Lesión de Escudete con picnidios de
C. dalntaticum y herida de puesta de Bactmcc ra oleae.

aceitunas, pues no se hallaron adultos en las
trampas cromotrópicas, se clasificaron taxo-
nómicamente como Prolasioptera berlesia-
na, en base a sus caracteres morfológicos
externos, tales como antenas, oviscapto y
sistema de venación alar.

La presencia del cecidómido coincidió
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 sí se detectó en
frutos aislados afectados por el hongo. Se
encontraron todos los estadíos preimagina-
les: huevo similar al de B. oleae pero de
menor tamaño (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
(a 22° C con l2 h luz-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 morfológicas de las
estructuras fúngicas (picnidios y conidios)
formadas en las lesiones de las aceitunas y
en el medio de cultivo nos llevaron a identi-
ficar al hongo fitopatógeno como Camaros-
porium dalmaticum (ZACHOS Y TznvELLA-
KLONARI, 1979). Los conidios presentaron
una gran variación en forma, tamaño y colo-
ración, incluso dentro de un mismo aislado
monoconídico, confirmando la elevada
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Figura 4. Fases de desarrollo de P. berlesiana: a) Huevo de P. berlesiana (menor tamaño) junto a un huevo de
B. aleae, 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, e) Pupa, ^ Hembra adulta (detalle del oviscapto).
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Figura 5. Picnidius y conidios de Ccu^iarn.cporium dolmntic^^m formados en las lesiones de Escudete: a) picnidios junro
a herida de puesta de mosca, b) detalle de picnidios con filamentos blanquecinos (cirros) de conidios,

c) conidios hielinos, fusiformes y aseptados, d) conidios oscuros, ovoides y septados.

variabilidad morfológica de este hongo
(Figura 5).

EI ensayo de reproducción sexual se man-
tuvo durante 3 meses al cabo de los cuales se
obtuvieron, únicamente en las ramitas de
olivo, picnidios con conidios de C. dalrncrtr-
curn y algunos cuerpos inmaduros que podrí-
an corresponderse con ascomas (pseudote-
cas) o espermogonios del hongo (Figura 6).

Incidencia de los agentes
Se determinó la incidencia de C. dalmuti-

curn y de P. belesiann para cada categoría de

daño: picada viva de mosca, picada no viva,
Escudete y otros daños (Cuadro 1). En pri-
mer lugar hay que destacar que no se obser-
vó ni P. berlesiana ni C. dalmaticum en acei-
tunas catalogadas con otros daños, es decir,
sin "picada" de mosca. La evolución tempo-
ral de los diferentes tipos de daños 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 síntomas de Escudete no se
observaron hasta un mes después. No obs-
tante, durante las primeras 5 semanas fueron
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Cuadro I. Incidencia de Prolasioptera berlesiana y Camarosporium dalmaticam en función de la categoría de
daños observados en aceitunas

CATEGORÍA
N

%CADA

CATEGORÍA

INCIDENCIA

DE

INCIUA:NCIA llP:
DF. C. dalmaticum 1°lo )

DE DAÑOt (n° easos) P. berlesiana CON SIN
DF, DAÑO (% ^ p berlesiarza P. ber/esiana

Picada viva 845 49.R 5.1 I.I 1.3

Picada no viva 225 13.3 10.7 5.3 3.5

Escudete 396 23.3 22.5 22.5 77.5

Otros daños 230 13.6 0 0 0

TOTAL I 696 I (x) 9.2 6.5 19.2

TOTAL
1466 100 10.6 7.5 22,2

(sin contar otros daños)

tPieada viva = herida de puesta de la mosca (Bacrrorerc^ oleael con algún est^do imuginal (huevo, larva, pupa) o herida
de tialida de lu mosca, picada no viva = herida de puesta de la mosca sin estados preimaginales. Escudete = aceitunas
cun Ic^^i^,ne^ típicas de esta enfermedad, otros daños = pequeñas heridas no asociadas con ninguno de los tres agentes
estudi;ul^^^.

muy abundantes los daños o heridas no aso-
ciados con ninguno de los agentes estudia-
dos. A partir de la sexta semana el muestreo
se dirigió principalmente a las aceitunas
"picadas'" de mosca, ya que en todas las acei-
tunas con lesión de Escudete se hallaron las
heridas de oviposición.

En las aceitunas dañadas de mosca, la
incidencia total de P. t^erlesiana resultó baja
(10.6°^0), dándose el mayor valor en las que
estaban afectadas con Escudete (22.5%). En
frutos sólo atacados por B. oleae se obtuvo
una mayor incidencia del cecidómido en

Figura 6. Cuerpos inmaduros ( ascomas o
espermogonios) formadot en las ramitas de olivo

inoculades con una mezcla ^le aislados de
C. d^th^iuticum.

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 habría sido devorado por la
larva de P. berlesinnu.

Por otro lado, la incidencia de C. dcil^rrutr-
curn se determinó para las mismas categorí-
as de daño pero haciendo además la separa-
ción de con o sin presencia de P. berlesiunr^.
La incidencia global de C. clc^lmaticu^n fue
del 29.7%, 22.2% sin presencia de P. berle-
siaiia y 7.5% con el cecidómido, aunque no
podemos descartar que en algunas muestras
el cecidómido podría haber abandonado ya
la aceituna para pupar. Considerando separa-
damente por categoría de daño, C. clnlmciti-
cum se obtuvo en el 100°Io de las aceitunas
afectadas de Escudete y en el 3.7°lo de las
"picadas" de mosca (8.9% en picada no viva
y 2.4% en picada viva).

EI análisis estadístico de la Chi-cuadrado
puso de manifiesto diferencias signiticativas
respecto a la incidencia de P. berlesiu^io y C.
dnlmaticum para los diferentes tipos de
daños. Así, la incidencia conjunta de ambos
agenies (7.5%) fue mayor que la esperada
por efecto del azar (3.2^I^, P = 0.05); mien-
tras que tanto P. berlesin^zu como C. dulrrra-
trcu^n tuvieron una mayor presencia relativa
en la picada no viva que en la picada viva de
mosca (Cuadro 1).
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-^Sin Escudete - ^- Con Escudete
^Sin Escudete con P. beriesiana
-^- Infecciones latentes de C. dalmaticum

-^- Con Escudete y P. berlesiana

1 3 4 5 6 7

Agosto

8

Tiempo (semanas)

2

Julio

9 10 11 12

Septiembre

Figura 7. Evolución temporal de la incidencia de aceitunas "picadati' de mosca (B. oleae) en relación con la incidencia de
Escudete (C. cinlm^ticum) y del cecidómido (P. herlesiana). La muestra semanal incluyó de 50 a 200 aceitunas dañadas.

Análisis de aceitunas y aceite
Aunque no pudo realizarse ningún tipo de

análisis estadístico 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
parámetros, incluso el contenido en aceite
parcial según ABENCOR, el cuál se aproxi-
ma al rendimiento industrial, resultó similar
en los dos casos. Tan sólo se observaron dife-
rencias en acidez, índice de peróxidos y esta-
bilidad de forma llamativa (Cuadro 2). Pese a
ello, el aceite procedente de aceitunas con
Escudete se catalogó como "Virgen Extra".

DISCUSIÓN

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

terística de B. oleae, apoyando la correlación

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. Los mayores daños 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 relación entre daños de mosca y ata-

ques de Escudete está generalmente acepta-

da (PETRI, 1915; ANDRÉS, 1991), d1VerSOS

autores han observado ataques de Escudete

sin heridas de mosca u otros agentes (NAVA-

RRO, 1923; 1VIATEO-SAGASTA, 1968). Es pro-

bable que en condiciones ambientales favo-

rables la enfermedad pueda desarrollarse sin
presencia de heridas, sobre todo durante la

maduración de la aceituna en otoño, como
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Cuadro 2. Caracterización del aceite de aceitunas sanas y afectadas de Escudete

Parámetro Aceituna Sana Aceituna con Fscudete

Índice de madurez I .99 2? I

Severidad 0 ?.I1I

Humedad %a fi4.34 62.65

Aceite parcial: ABENCOR % I 2.96 I 2.96

Aceite total: SOXHLET %a 12.37 17.K5

Aceite sobre materia seca % 4R.70 47. H

Acidez: % ácido oleico 0.34 0.55

Índice de peróxidos: meq0z/ kg 3.7 6.2

Kr7o 0.16 0.15

4K 0 0

Estabilidad (horas a 98° C)

I .73 I .74

Valoración sensorial

indican los resultados recientes de inocula-
ciones en condiciones controladas (GoNZá,-

LEZ y TRAPERO, 2OOG).
Las dos síndromes observados de la

enfermedad, mancha seca y momitlcado,
coinciden en tiempo y expresión a los des-

critos por otros autores y parecen estar rela-
cionados con el estado de madurez y el con-

tenido de agua en la aceituna (ZACt[os y
TZAVELLA-KLONARI, 1983). EI desarrollo de

la enfermedad en verano, en condiciones

extremas de baja humedad y elevada tempe-
ratura, sugiere la participación de algún

agente vector. Aunque los ataques de Escu-
dete están relacionados con daños de mosca,
este insecto no se ha considerado como vec-
tor de C. dalmaticum (ARAMBOURG, 1986;

ANDRÉS, 1991), como sugieren los resulta-
dos de nuestras observaciones. En cambio,
diversos autores señalan como posible vector

de C. dalmaticum al cecidómido P. berlesiu-

na (ARAMBOURG, 1986; LA GRECA y VREN-
NA, 1995; FRAVAL, 1997). En nuestras obser-

vaciones, este cecidómido se halló en las
lesiones de Escudete, pero su presencia no se
detectó hasta después de los primeros sínto-

mas de la enfermedad en campo. La inciden-
cia de C. dalmuticum con presencia del ceci-

dómido fue del 22.5°Io, un nivel yue podría
resultar bajo para considerarlo como un
agente vector, sin embargo, ello es posible si

97.9 71.tt

Propia de un virgen extra Menor frescura y aroma a hierba

consideramos la opción de yue en muchas
muestras el cecidómido hubiese abandonado
la aceituna para pupar. Nuestros resultados
indican algún tipo de asociación entre P. her-
lesiana y C. dulmaNcurrl, pero no pueden
atribuirle al cecidómido lu función de vector
debido a los resultados negativos en el aisla-
miento del hongo a partir de las larvas y a la
asociación completa entre daños de mosca y
Escudete. Esta asociación entre P. berlesiuna
y C. dulmuticum podría explicarse por una
mejor detección de las aceitunas afectadas
de mosca, al presentar la lesión de Escudete,
o por un hábito micófago de P. lierle.ciunu.
Sería necesario utilizar un mayor número de
muestras durante varios años y experimentos
en condiciones controladas para determinar
con precisión la interacción entre los tres
agentes estudiados en este trabajo.

La incidencia de P. herlesianu en aceitu-
nas con picada de B. oleae no superó el I 1°lo
y fue mayor en picada no viva. En este caso,
cabría suponer que la larva del cecidómido
se alimenta de huevos de B. oleae enmasca-
rando así el verdadero porcentaje de aceitu-
nas con picada viva lo que explicaría la dife-
rencia entre picada viva y no viva con pre-
sencia del cecidómido.

En cuanto al ciclo biológico del cecidó-
mido, la fecha de emergencia y de actividad
de los adultos no se puede concretar porque
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no fueron atraídos por las trampas cromo-

trópicas. Carecemos de datos como para
concretar un número de días o semanas de

duración del desarrollo larvario, aunque en

condiciones controladas (22°C) el desarro-

Ilo fue como mínimo de 3 semanas, lo que

no se corresponde con lo señalado por

ARAMBOUaG (1986) quien cita periodos de

desarrollo de 9 días en verano y 13 días en

invierno. Se acepta generalmente que a par-

tir del mes de octubre la especie inverna en

fase de pupa hasta la próxima estación cáli-

da (ARAMBOURG, 19ó6; HEPDURGUN y

ONDER, 1999), pero nosotros observamos

larvas hasta la 3a semana de noviembre.

Probablemente ésta fuese la generación 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

más cálida.
El hongo C. dalmaticum se aisló de todas

las aceitunas afectadas de Escudete y en el
3.7°^o de los daños por mosca; mientras que
no se obtuvo de las aceitunas con otros daños
ni de muestras de aceitunas sanas. La baja
proporción de infecciones latentes y su aso-
ciación exclusivamente con daños de mosca
destacan la importancia se la interacción
entre estos dos agentes en el desarrollo de la
enfermedad, al menos durante el verano y
principios del otoño cuando se tomaron la
mayoría de las muestras. Asimismo, el esca-
so número de infecciones latentes durante
todos los mues[reos semanales sugiere un
periodo de incubación de las infecciones
relativamente corto, inferior a 1 semana.

Las características morfológicas 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

deSCCltO pOC ĴACHOS y TZAVELLA-1{LONARI

( I 979). Las recientes reclasificaciones de

este hongo como Fusicoccum dalmaticum

(AA y VANEV, 2002) y Botryosphaeria dothi-

dea (anamorfo Fusicoccum aesculi) (PH[-
LL • PS er aL, 2005), junto a la gran variación

observada en la forma, tamaño y coloración

de los conidios, nos han Ilevado a realizar un

estudio más detallado sobre caracterización
de este patógeno (GoNZÁLEZ 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 podrían
corresponderse con ascomas de dicho esta-
do. Habría que continuar con estos ensayos,
modificando las condiciones de incubación
(temperatura, humedad relativa, etc.) para
simular la fase de supervivencia del patóge-
no durante el invierno y primavera.

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

GONZ.ÁLEZ N., E. VARGAS-OSUNA, A. TRAPERO. 2t)l)6. DalmalÍa q dÍSeaSe Uf OIÍVe

fruits 1: Biology and damages in olive orchards of the Seville province. Bul. .Sun. ^['g.
Plaga.r, 32: 709-722.

Dalmatian disease (DD) of olive fruits, caused by the fungus Ca)narnspnrium rlulmcr-
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 [he pathogen has been associated to the pre-
vious damages caused by the olive tTy (Bactrncera 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 G dnl-
mutirum and P. berlesiana did not cause any damage without tly attacks. Incidence of
hoth agents did not let us ro confirm or to reject the hypothesis of P. berlesiruto as vector
of C. dalmoticwn, because a high percentage (77.5%r) of olive fruits atfected by DD did
not bear P herlasiruru, and C. dnlmaticurn wus not detected in isolations from cecydo-
miid larvae. Fruits damaged by olive tly had a higher incidence of P. berlesinnu when
they were free from olive fly eggs or larvae, or when they were affected by Dalmatian
disease (DD), suggesting that P. berlesianu is a mywphagus and predator of olive fly.
This suggestion needs to be confirmed under controlled conditions. Attempts to induce
the sexual stage or teleomorph of C. dol/nnticrnn 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: Buctrorera nleae, Bntn^ospltaeria duthidea, Cantamsporium dcdmati-
c'tun, Prnlasiopteru herlesiunu, olive oil yuality.
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El Escudete de la aceituna II: Caracterización morfológica,
fisiológica y patogénica del agente causal

N. GONZÁLEZ, A. TRAPERO

Las observaciones morfológicas del hongo causante del Escudete de la aceituna en
Andalucía lo identifican con la especie Camccrnspuriurn dulnreuirum descrita en Grecia
y que ha sido reclasiticada recientemente como Butrvosphneriu dorhidecc lanamorfo:
Fu.ric•occum aesculi). La caracterización fisiológica deI patógeno determinó que se trata
de un hongo con un amplio rango de temperaturas de crecimiento y germinación de
conidios, con una temperatura óptima elevada (26"C para el crecirniento en medio de
cultivo y 30°C para la germinación de conidios), mos[rando así una buena adaptación
para su desarrollo en la uceituna durante el verano y el principio del otoño. Los reyueri-
mientos de humedad son similares a los de la mayoría de los hongoti, lo yue indica yue
este patógeno no etitá adaptado a condiciones excepcionales de baja humedad, tiino yue
obtiene los requerimientos de agua de la propia aceituna en la yue tie desarrolla. Las ino-
culaciones artificiales realizadas en aceitunas contirmaron la patogenicidad de C. dal-
rnatic•um 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 típica
mancha circular, oscura y ligeramente deprimida observada en campo. La variedad
'Manr.anilla de Sevilla' resultó mas susceptible yue 'Hojiblanca' en la inoculación arti-
ficial.

N. GoNZ,^^ez, A. TRnPEao. Grupo de Patología Agroforestal, Dpto. Agronomía,
ETSIAM, Universidad de Córdoba. Campus de Rabanales, Edif. Celestino Mutis,
14071-Córdoba, España. Dirección de correo electrcínica traperoL uco.es

Palabras clave: Cumurosporirurr dcdnrnticu^n, Hon_vosphoeriu dnihidea, temperatu-
ra, potencial hídrico, pa[ogenicidad. 'Manzanille de Sevilla', 'Hojiblanca'.

INTRODUCCIÓN

El Escudete de la aceituna es una enfer-
medad ampliamente distribuida en la mayo-
ría de los países donde se cultiva el olivo
(Olea europaea) y, especialmente, en la
Cuenca mediterránea (ANDRÉS, 1991). Las
aceitunas presentan manchas más o menos
circulares de color marrón, deprimidas en el
centro y con el borde ligeramente más eleva-
do y oscuro (NAVARRO, 1923). Esta sintoma-
tología tan característica es la que da nombre
a la enfermedad y puede observarse en las
aceitunas verdes a lo largo del verano hasta
principios de otoño. Durante el otoño e

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

EI patógeno fue descrito por primera vez
en 1883 en olivos de la región de Dalmacia
(Croacia) por Von Thiimen, quien lo nombró
como Phyllosticta dalmaticu Thiim., hongo
imperfecto del grupo de los coelomicetos
formadores de conidios en picnidios. Desde
entonces la confusión sobre su correcta iden-
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tificación ha sido la nota dominante, debido

a la diversa morfología de los conidios y a la

ausencia de reproducción sexual. Ello ha lle-

vado a la inclusión de esta especie en dife-

rentes géneros, como Phoma, Macrophorna

y Sphaeropsis (ANDRÉS, 1991). En 1979,

ZACHOS y TznvELLA-KLONARt realizaron un

estudio detallado sobre este patógeno que los

Ilevó a reclasificarlo como Camarosporium

dulmaticum (Thiim.) Zach. et Tzav.-Klon.,

en base a la coloración y septación de los

conidios. Estos autores describieron dos

tipos principales de conidios, que se forma-
ban en los mismos o en diferentes picnidios.

Los conidios de] primer tipo eran fusiformes,

hialinos, aseptados o con varias septas, y de

dimensiones 20-34 x 6.5-9 µm. Los del

segundo tipo, formados en picnidios más
pequeños, 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 µm. Las característi-

cas peculiares de este segundo tipo de coni-

dios, sobre todo la coloración oscura y la

septación, sirvieron para reclasiflcar este

hongo como C. dalmaticum, que es el nom-

bre utilizado actualmente para referirse al

patógeno causante del escudete de la aceitu-

na (TRAPERO y BLANCO, 2004^.
En una revisión reciente del género Phv-

llnsticta (AA y VANEV, 2002), la especie des-
crita originalmente como P. dalmatica fue
reclasificada como Fusicoccum dalmaticum
(Thiim.) Vanev. Por ello, PwLLtPS etal. (2005)
han realizado un estudio taxonómico compa-
rativo, utilizando varios aislados de este pató-
geno procedentes de Grecia y otras especies
del género Botrvosphaeria, basándose en cri-
terios morfológicos y moleculares. Los análi-
sis filogenéticos, utilizando las secuencias de
las regiones ITS y EF 1-a, han demostrado
que los aislados causantes del Escudete mues-
tran una homología plena de estas regiones
con el ascomiceto Botryosphaeria dothidea
(Moug.:Fr.) Ces. & De Not., cuyo anamorfo
es Fusicoccum aesculi Corda. Los datos mor-
fológicos 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
reclasificación como F. aesculi, ya que el
oscurecimiento y septación de los conidios
con la edad es una característica incluida en
las enmiendas recientes del género Fusicoc-
cum (CROUS y PALM, 1999; SLiPPERS et al.,
2004). Por tanto, PH^LL Ĵ PS et aL (2005) propo-
nen que el hongo causante del Escudete de la
aceituna sea designado como B. dothidea y su
anamorfo como F. aesculi.

Los estudios sobre tisiología y patogeni-
cidad de este hongo son todavía más 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-
nídicos 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
(máximo) y formaron los dos tipos de coni-
dios El tiempo requerido para la germina-
ción 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 presión osmótica del medio,
creada por adición de glucosa a una solución
de Richards (YosH Ĵ ^A et al., 2000). Este cre-
cimiento resultó óptimo a 51 bares y satis-
factorio entre 10-71 bares, pero no hubo
diferencias entre aislados del hongo.

La infección 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 parásito de ésta (Prolasiop-

tera berlesiana), el cual se cree que actúa

como vector del patógeno (ARAnnBOURG,

1986; ANDRÉS, 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. dahnuticu^n (MATEO-SACASTA, 1971).
En 1934, GtcArJTE llevó a cabo inoculaciones
artificiales en aceitunas, peras y manzanas
empleando una suspensión de conidios, con-
cluyendo que los resultados eran positivos en
todos los casos sólo si se practicaba una
pequeña lesión. Ante estos resultados,
ZACHOS y TzAVE^^A-KLONAat (1983) realiza-
ron inoculaciones en aceitunas y manzanas
empleando micelio en lugar de conidios y rea-
lizando una pequeña incisión, con resultados
positivos en todos los casos. Aunque no se
han desarrollado experimentos respecto a la
resistencia varietal, son claras las diferencias
encontradas por diversos autores (Lotvco et
ul., 2004), resultando más susceptibles las
variedades de verdeo que las de aceite.

En España, la enfermedad es conocida

desde antiguo, pero ha sido poco estudiada.

Fue citada por primera vez por Paúl y Aro-
zarena en Huévar, Sevilla (GorrzÁLEZ FaA-

coso, 1914). Poco después GorrzÁ^EZ FttA-
coso (1914) menciona a M. dalrnaticn como

agente del "escudete de la gordal" y lo inclu-
ye como un componente más de los cuatro

hongos patógenos que los agricultores anda-

luces confundían bajo la denominación de

"repilo". Posteriormente, hay referencias de

graves pérdidas en aceituna de verdeo en

Sevtlla (1yfAVARRO, 1 Ĵ23; GONZÁLEZ FRAGO-
so, 1927; BEtv^^ocH, 1942). Hasta el trabajo

de MATEO-SAGASTA (1968), donde se pone

de manifiesto que el patógeno origina tam-
bién una podredumbre y momificado de la

aceituna, parecido al causado por Gloeospo-
rium olivarum, pero de menor gravedad. En

las últimas décadas no se ha Ilevado a cabo
ningún estudio sobre esta enfermedad en

nuestro país (TaAPErto y Bt,Atvco, 2004). Por
ello, se planteó este trabajo sobre caracteri-

zación del patógeno por su morfología, cre-
cimiento en diferentes medios de cultivo y

temperaturas, y patogenicidad en aceitunas.

MATERIAL Y MÉTODOS

Caracterización morfológica
Las observaciones sobre características

morfológicas del patógeno se realizaron

72S

sobre muestras de aceitunas con síntomas de
Escudete ( Figura I) procedentes del campo y
sobre cultivos puros en el medio Patata-Dex-
trosa-Agar (PDA). Las muestras de aceitu-
nas, procedentes de las variedades 'Munza-
nilla de Sevilla', 'Hojiblanca' y `Tetuda',
fueron tomadas periódicamente en dos cam-
pos de la Sierra Sur de Sevilla, una zona
endémica de mosca que en años anteriores
había presentado una elevada incidencia de
Escudete. Además, se incluyeron muestrus
de tres campos de la provincia de Córdoba:
dos de la variedad 'Hojiblanca' situados en
los términos de Montilla y de Córdoba, y
uno de la variedad `Gordal sevillana' situado
en la tinca Alameda del Obispo, Córdoba.

Las observaciones sobre cultivos puros se
realizaron con 6 aislados monoconídicos
obtenidos a partir de siembra de trozos de
aceitunas afectadas de Escudete en el medio
PDA. Los aislados procedían 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 I), o en el medio PDA,
y se determinó la morfología y el tamaño de
30 conidios seleccionados. Para cada conidio
se indicó además su coloración (hialino u
oscuro) y el número de septas. EI tamaño de
los conidios se determinó midiendo su longi-
tud y anchura a 400 aumen[os y se calculó la
relación longitud/anchura.

Efecto de la temperatura sobre el creci-
miento micelial

Se seleccionaron 6 aislados monoconídi-
cos del patógeno cultivados en el medio
PDA. Utilizando un sacabocados de 5 mm
de diámetro se cortaron discos de la zona
periférica en crecimiento activo del hongo
para realizar la siembra en el medio PDA.
Una vez sembradas, las placas se sellaron
con parafilm y se metieron en doble bolsa de
plástico. A continuación se sometieron a dis-
tintas temperaturas, de 5 a 40°C a intervalos
de 5°C, en oscuridad. AI cabo de 3 días se
midió el diámetro medio de la colonia con el
que se obtuvo la tasa de crecimiento diaria
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(mm/día). El diseño experimental fue facto-
rial con dos factores (temperatura y aislado)
y tres repeticiones (placas) completamente al
azar. El experimento completo se repitió tres
veces. Con los valores obtenidos se determi-
nó la curva de crecimiento a distintas tempe-
raturas de cada aislado y su temperatura
óptima de desarrollo. Para la comparación
entre aislados se realizó un análisis de la
varianza de la Tasa máxima ajustada y del
Área bajo la curva de crecimiento, utilizando

las repeticiones del ensayo como bloques. La

comparación de medias se hizo según el test

LSD protegido de Fisher (P=0.05) (STEEL y

TORRIE, 19HS).

Efecto de la temperatura sobre la ger-
minación de conidios

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

Figura I. Síntomas de Escudete: a) lesiones en aceitunas verdes, b) lesiones en aceitunas maduras, c) lesión con
picnidios caracteristicos del patógeno y el daño de la mosca del olivo.
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siembra y agua desionizada y destilada
(ADD) estéril. La suspensión conidial se ajus-
tó a 105 conidios ml-^. Se realizaron cámaras
húmedas que consistían en placas de Petri con
una capa de agar-agua (2%) en la base y otra
en la tapa. En el interior de la cámara húmeda
se situaron 3 cubreobjetos de vidrio, en el
centro de los cuales se depositó una gota de
10 µl de la suspensión de conidios. Las cáma-
ras húmedas se incubaron en oscuridad a 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 °C. Como
tiempos de incubación se utilizaron: 6, 12, 24
y 48 h para cada temperatura. Para cada par
temperatura-tiempo se preparó una cámara
húmeda con tres repeticiones (gotas).

Transcurrido el tiempo de incubación, los
cubreobjetos de vidrio se situaron sobre por-
taobjetos eon una gota de fucsina ácida en lac-
tofenol para detener la germinación. El por-
centaje de conidios germinados se determinó
con el microscopio a 400 aumentos, contabi-
lizando al azar de 100 a 200 conidios entre los
tres cubreobjetos de cada combinación de
temperatura-tiempo de incubación y sin tener
en cuenta la morfología de los conidios. Otro
parámetro utilizado para evaluar la germina-
ción fue el tiempo medio de germinación
(TMG) durante las 48 h que se calculó como:

TM(; - 2G ^ I^r, - r; ^^ x^G, + G, ^^^
„;^

donde t^= Tiempo de evaluación de la ger-
minación de la conidios, G= Germinación
(%) a tiempo i, G^= Germinación a las 48h.

El experimento se repitió tres veces y se
determinaron las curvas de regresión que
mejor ajustaban los valores del porcentaje de
germinación y del TMG en función de la
temperatura. Utilizando la ecuación resul-
tante para el porcentaje de germinación, se
calculó la temperatura óptima de germina-
ción para la mezcla de aislados.

Efecto del potencial hídrico sobre el
crecimiento micelial

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

adición de un soluto al medio PDA (H,attkis,
1981) y que éste no tuviera un efecto perju-
dicial en el crecimiento. Se consideró un
único aislado y dos solutos (glicerol y cloru-
ro sódico) bajo condiciones de oscuridad a
25°C. Se hallaron diferencias en la tasa de
crecimiento según el soluto empleado y por
ello en los sucesivos ensayos se empleó gli-
cerol por afectar menos al desarrollo del cul-
tivo. En el experimento final se evaluaron 4
aislados monoconídicos y el siguiente rango
de potenciales: 0 (testigo), -5, -10, -25, -50, -
100, - I 50, -200, -250, y-300 bares. El expe-
rimento se repitió tres veces y se realizó un
análisis de regresión lineal de la tasa diaria
de crecimiento en función del potencial
hídrico.

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 "Triángulo" del C.LF.A.
"Alameda del Obispo" de Córdoba. Las acei-
tunas se lavaron y desinfestaron (15 min bajo
chorro de agua corriente, baño de ultrasoni-
dos con Tween-20 durante 4 min, inmersión
en una solución al 10°Io de hipoclorito sódi-
co por 1 min, y aclarado con agua destilada
y desionizada estéril), se secaron, y se colo-
caron en cámaras húmedas para evitar su
desecación.

Se utilizaron dos tipos de inóculo: micelio
y conidios. En la inoculación con micelio se
emplearon discos de ]0 mm de diámetro
obtenidos de la periferia de la colonia de un
cultivo en PDA. Para la inoculación con
conidios se obtuvo una suspensión ajustada a
1.2 x 106 conidios/ml. La inoculación se rea-
lizó depositando un disco de micelio o una
gota de 10 µl de la suspensión 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 sufrió
ningún tipo de daño, mientras que en la otra
mitad se practicó una herida empleando un
alfiler estéril, bien antes de añadir la gota de
inóculo o bien sujetando el disco de micelio
con el mismo altiler.
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Tras la inoculación las aceitunas se incuba-
ron a 22° C y 12 h de fotoperiodo en cajas de
plástico con un ambiente saturado de humedad
(LóPEZ-DoNCEL et ul., 2000). El diseño experi-
mental fue factorial con tres factores (variedad,
inóculo 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 combinación
experimental se dispusieron 60 aceitunas.

En la sexta y octava semana después de la
inoculación se determinó un índice de enfer-
medad ( [E) para cada unidad experimental
según la siguiente expresión:

^ ^^; ` ^5^;
IE(%) _ ' " * 1INI = ^ p; + S;

^ * ^II ; ^^

donde, S,= severidad de la infección, según
una escala 0-5 en función de la superticie del
fruto afectada (0= no síntomas, 5= >75 °Io
superticie afectada, Figura 2); n;= número de
frutos afectados de cada valor S;.

Análisis de los datos
Los datos se analizaron utilizando el pro-

grama estadístico "Statisti.z^ H" (ANALVTICAL

SoF•TwARE, 2003). Para los datos de factores

cualitativos se aplicó el análisis de la varian-

za y las comparaciones de medias según el

test LSD (Mínima Diferencia Signiticativa)

protegido de Fisher (P=O.OS) (STEEL y

TORRIE, IyHĴ ).

Para los datos de factores cuantitativos se

empleó el análisis de regresión. La elección

del modelo de regresión se realizó según los

criterios: i) coeficiente de determinación

(R'-), ii) significación de los coeficientes de

las variables independientes y, iii) distribu-

ción de los residuos estandarizados (CAwiP-

BELL y MADDEN, I9yO).

RF,SULTADOS

Caracterización morfológica
En las muestras de aceitunas los picnidios

se desarrollaron en el interior de la lesión de
Escudete (Figura 3) y fueron muy variables
en tamaño (100-380 Nm). Los conidios tam-
bién variaron marcadamente en su morfolo-
gía, habiéndose observado dos tipos morfo-
lógicos principales: alargados (cilíndricos-
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 síntomas (0- 5) en aceitunas afectadas por Camarusporium dalnxnic•^^m.
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Figura 3. Picnidios y conidios de C. dnbnaticiun: a) picnidios formados en la lesión de Escudete en la aceiwna, b)
picnidios tbrmados en el medio de cultivo PDA, c) conidios del tipo alargado: fusitbnnes, hialinos y muyoritariamente
aseptados, d) conidios del tipo redondeado: ovoides-piriformes, frecuentemente oscuros y septados (nótense algunos

conidios fusiformes, y otros hialinos o aseptados).

el mismo picnidio. Los conidios alargados
fueron más frecuentes (72%), la gran mayo-
ría 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 µm, media
± S.D. de 90 conidios = 21.2 ± 3.4 x 5.2 ±
0.7 µm, relación longitud/anchura (L/A) _
4.2 ± 0.8. Los conidios del segundo tipo fue-
ron predominantemente de color marrón
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 µm, media y
S.D. de 90 conidios = 13.7 ± 2.5 x 6.0 ± 1.1
µm,L/A=2.3±0.4.

En el medio PDA, el tamaño de los picni-
dios osciló entre 110 y 520 µm. La morfolo-
gía, coloración y tamaño de los conidios
también resultaron muy variables, habiéndo-
se observado los dos tipos morfológicos
encontrados en campo. Los dos tipos morfo-
lógicos (alargados y redondeados) tuvieron
una frecuencia similar y fueron predominan-
temente hialinos y aseptados, aunyue tam-
bién resultó frecuente observar conidios de
color marrón 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 µm, media y S.D. de 90 conidios = 19.2
±2.8x5.2±0.6µm,L/A=3.7±0.7;mien-
tras que las del segundo tipo de conidios fue-
ron: 12.5-20.0 x 3.7-8.7 µm, media y S.D. de
90 conidios = 14.6 ± 1.9 x 5.2 ± 0.9 µm, L/A
= 2.8 ± 0.5.

Los análisis de varianza realizados pusie-
ron de manifiesto diferencias significativas
para la longitud y para la relación L/A entre
los dos tipos de conidios, tanto en las mues-
tras de campo como en los cultivos en PDA.

micelio blanquecino superf'icial que tornaba
a verde oliva en el centro cuando la colonia
tenía cierto desarrollo. EI 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 más favorables
(20, 25, 30 °C).

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

Estas diferencias fueron independientes de la Y= aT-^ + bT2
muestra o aislado, ya que la interacción aisla-
do*tipo morfológico no resultó significativa.
Asimismo, existieron diferencias significati-
vas, aunque de menor cuantía, entre las dife-
rentes muestras de campo o aislados en PDA,
debidas al menor tamaño de los dos tipos de
conidios en una muestra de campo y en dos
aislados en PDA. No se observaron diferen-
cias signiticativas 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 morfológico, un

donde Y es el porcentaje de germinación, T la
temperatura y a, b los coeficientes de la regre-
sión. En base a esta ecuación se determinó la
temperatura óptima y la tasa máxima de cre-
cimiento para cada aislado. El análisis de la
varianza realizado para estos dos parámetros
no mostró diferencias significativas entre ais-
lados, oscilando la temperatura óptima entre
25.7 y 26.2°C. Los valores del Área bajo la
curva de crecimiento también fueron someti-
dos al análisis de la varianza mostrando en
este caso pequeñas diferencias significativas
entre algunos aislados. Por ello, se ajustó una
curva global de crecimiento para el conjunto

Figura 4. Colonias de Camaros^orium dalmaticum en PDA a dis[intas temperaturas.
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El modelo de regresión que mejor se ajus-
tó a la germinación de conidios en función
de la temperatura para todos los tiempos de
incubación fue un polinomio de tercer grado
con la ecuación:

Y = aT3 + bT2
^-,-.-

s ,. ,s :. :s ^. u
1^ry^runt^Ct

Figura 5. Tasa de crecimiento global (mm/día) de
C. dalmaticum en función de la temperatura. Se indica

la temperatura óptima.

de los 6 aislados, la cual reveló una tempera-
tura óptima de 26°C y una tasa máxima de
crecimiento de 16.5 mm/día (Figura 5).

Efecto de la temperatura sobre la ger-
minación de conidios

Los diferentes tipos de conidios germina-
ron formando uno o dos tubos germinativos,
aunque se apreció un menor número de
tubos y una velocidad de germinación más
lenta en los del tipo redondeado (clavifor-
mes-piriformes-ovoides); no obstante, estas
diferencias no se cuantificaron. El rango de
temperaturas de germinación fue amplio, de
5 a 40°C en todos los tiempos de incubación,
e incluso germinaron a 45°C tras 48 h. EI
porcentaje de germinación aumentó con el
tiempo y tuvo una respuesta curvilínea
homogénea en función de la temperatura.

O 8 hores 0112 horas • N hons ^^s horas

s 10 1s 211 Zs ]0 33 ^0 ^s SO

T^n>qratura (C)

Figura 6. Curvas de germinación de conidios de
Camaroapnrium dalmnticum en función de la

temperatura para distintos tiempos de incubación.

donde, Y es el porcentaje de germinación, T
la temperatura y a, b los coeficientes de la
regresión (Figura 6). Del ajuste global se
obtuvo la temperatura óptima de germina-
ción que fue 30°C. El tiempo medio de ger-
minación (TMG) se ajustó a una parábola
que indicó la temperatura de 23.2° C para el
menor TMG (5.15 h), aunque el ajuste de
regresión fue mejor para el porcentaje de
germinación (Figura 7).

Efecto del potencial hídrico 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). EI potencial hídrico o la
actividad de agua (Aw), determinada por la
concentración de glicerol en el medio, tuvo
un efecto muy marcado en el crecimiento del
hongo. La tasa de crecimiento aumentó line-
almente con el incremento de Aw desde Aw
= 0.8964 (-150 bares) hasta Aw = 1(0 bares)
(Figura 9). Para Aw = 0.8644 (-200 bares) no
hubo ningún crecimiento fúngico. La com-
paración de las rectas de regresión permitió

0 s 10 7s 20 25 ]0 36 ^0 ^5 5D

T.^t^r.l^C)

Figura 7. Curva del Tiempo Medio de Germinación
(TMG) de conidios de C. dalmaticum en función de la

temperatura.
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Figura S. Colonias de Carnarosporiiun dubnoticun^ 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 rápida madu-

ración de las aceitunas colocadas en las cajas
húmedas en comparación con los frutos en el
árbol, siendo más acusada en la variedad
`Manzanilla de Sevilla'. El primer síntoma
que se apreció fue una isla verde, que se
manifestó como una zona verde más o menor
circular alrededor del punto de inoculación.
Este síntoma fue más evidente cuando se
practicó una herida y en la inoculación con

:s

N tS H 23 >t f1 N

*....+^..ni

Figura 9. Línea de regresibn global de la Tasa de
crecimicnto (mm/día) de C. dalmaticum en función de

la Actividad de agua.

conidios, siendo la variedad `Manzanilla de
Sevilla' la primera en expresarlo (2 semanas
desde la inoculación). También `Hojiblanca'
mostró la isla verde, pero una semana más
tarde que la anterior, siendo al principio más
difuminada y duradera en el tiempo. Los pri-
meros síntomas necróticos aparecieron a las
4 semanas de la inoculación en la variedad
`Manzanilla de Sevilla', en las aceitunas ino-
culadas con conidios y herida. Consistían en
pequeñas depresiones con una coloración de
la piel marrón cobrizo que daba un aspecto
blando a la aceituna y en muchos casos aflo-
raban picnidios por toda la superficie (Figu-
ra IOa). En `Hojiblanca' la depresión apare-
cía de forma más o menos marcada y los pic-
nidios atloraban sólo en la lesión y no por
toda la superficie. En ambos casos, la sinto-
matología era muy diferente a la que presen-
taban en campo las aceitunas afectadas de
Escudete (Figura lOb), debido probablemen-
te al diferente ritmo de maduración. En los
casos en que no se practicó herida se produ-
jo un retraso en la expresión de síntomas,
aunque tanto los conidios como el micelio
resultaron patogénicos.

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

b)

Figura 10. Síntomas presentes en aceitunati inoculadas con C. dnlmoticum, según lu variedad:
a) 'Manzanill^i de Sevilla'. b) 'Hojiblanca'.

dad (IE), lo primero a destacar es que a las 6 diferentes interacciones entre factores no
semanas resultaron signiticativos los tres fac- resultaron signiticativas (Figura 1 I).
tores analizados, según el siguiente orden de
importancia: variedad (`Manzanilla de Sevi- DISCUSIÓN
lla'>`Hojiblanca'), tipo de inóculo (conidios
> micelio) y herida (si > no). En cambio, a las La variación observada en la morti>logía,
8 semanas sólo el factor herida resultó signi- coloración y septación de los conidios del
ticativo. En los dos tiempos de incubación las hongo causante del Escudete de la aceituna
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en Andalucía se corresponde bien con la des-
cripción de C. dalmaticum realizada por
ZACHOS y TZAVELLA-KLONARI (19^9) eri

Grecia. No obstante, estos autores destaca-
ron una mayor septación 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 últimas
características fueron precisamente las que
tuvieroq un mayor peso para la inclusión de
este hongo en el género Camarosporium
(ZACHOS y TZAVELLA-KLONAR[, 19^9). ASí

pues, esta reclasificación del patógeno desde

el género Macrophoma o Sphaeropsis a

Camarosporium genera ciertas dudas, ya
que, al menos desde nuestras observaciones,
se basa en las características de los conidios

Índice de enfermedad: 6 semartas

Ír^áoe de erie^rreáa^ 8 sar>^as

c«;da ^, r^,^oaio i cp;aa I nAc^lo

n,g>^a de s^if,a I Ĵ^mma

Figura 1 1. Índice de enfermedad a Ias 6 y 8 semanas
después de la inoculación con micelio y conidias en

aceitunas de las vaziedades `Hojiblanca' y`Manzanilla
de Sevilla'.

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

La reciente reclasificación del patógeno
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 homología 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-
lógico, este hongo presenta unas característi-
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; PH[LLIPS et al., 2005). SU
inclusión en la especie compleja B. dothidea
ha obligado a redefinir esta especie, para
incluir aislados con esporas oscuras y septa-
das, características no consideradas anterior-
mente en esta especie morfológica, al igual
que ha ocurrido con otras especies del géne-
ro Fusicoccum (CROUS Y PALM, 1999). Por
todo ello, creemos que aunque la denomina-
ción B. dothidea parece la más adecuada con
los datos disponibles hasta ahora, deberían
realizarse análisis moleculares más comple-
jos, incluyendo otros genes o regiones del
ADN y otras especies del género Botryosp-
haeria (anamorfos Fusicoccum, Diplodia y
Dothiorella), para confirmar su identifica-
ción. El teleomorfo del hongo podría ayudar
a su correcta identificación, pero hasta ahora
no se ha observado el estado sexual del pató-
geno causante del Escudete de la aceituna
(GoNZÁLEZ et al., 2006).

La temperatura tuvo un claro efecto sobre
el crecimiento del hongo, pero lo más 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/día). 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 óptima (en torno a 26°C para
todos los aislados) presentando a su vez el
mismo patrón de crecimiento (polinómico).
Este efecto se aprecia aún más en la germi-
nación de conidios, donde el rango de tem-
peraturas (5-45°C) y la temperatura óptima
(30°C) son incluso mayores. Nuestros resul-
tados discrepan de los obtenidos por ZACxos
y TznvELLA-KLONARI (1979), quienes descri-
ben un crecimiento en placa casi lineal, y no
polinómico, a partir de ] 0°C y hasta 30°C,
temperatura donde se obtiene el máximo y
partir de la cual el crecimiento desciende
rápidamente hasta ser casi inapreciable a
35°C. Estos autores tampoco encontraron
diferencias significativas en las colonias,
aunyue ellos tuvieron en cuenta el tipo de
conidios del que procedía el cultivo y no
diferentes aislados. En cualyuier caso, el cre-
cimiento resultó más lento yue el observado
en nuestro trabajo puesto que las esporas
fusiformes requirieron 4 días para Ilenar una
placa Petri y 5 días las esporas ovoides. Las
diferencias pueden deberse a las distintas
condiciones climáticas 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 podría decirse en el
caso de la germinación ya yue los mismos
autores llevaron a cabo un ensayo sin tener
en cuenta la temperatura, considerando sólo
la morfología de las conidias y el tiempo de
incubación necesario para su germinación.
Las esporas del tipo fusiforme requirieron 2-
3 horas, mientras que las esporas ovoides
necesitaron 8 horas. Nosotros también
hemos observado una germinación algo más
lenta de los conidios redondeados y oscuros.
En cualquier caso todos los estudios realiza-
dos coinciden en un tiempo breve de germi-
nación de las esporas (ZACHOS y TznvELLA-
Kt,oNARt, 1979; GI^ANTE, 1934).

La actividad de agua (Aw) en el medio de
cultivo es la mejor expresión de la disponibi-
lidad de agua para el crecimiento y la activi-
dad enzimática (HARRts, 1981; ROSELLó et

al., 2004). En los ensayos realizados, los

valores de Aw estuvieron determinados por

la concentración de glicerol en el medio. El

rango de crecimiento fue desde Aw = 0.8964
hasta Aw = l, con una tasa de crecimiento

yue aumentó linealmente con el incremento
de Aw. Aunque existieron diferencias signiti-

cativas entre aislados, éstas sólo 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 yue se desa-

rrOlla. ZACHOS y TZAVELLA-KLONARI (1983)

ensayaron la influencia de la presión osmóti-

ca del medio de cultivo sobre el crecimiento

del hongo y obtuvieron un rango de presio-

nes adecuado entre ]0-71 bares (Aw =

0.9964-0.9503), destacando ligeramente la

presión de 51 bares (Aw = 0.9642) como

algo más favorable.

En la inoculación artificial la mezcla de
aislados resultó patogénica en las dos varie-

dades de aceituna y para todos los métodos

llevados a cabo. El índice de enfermedad

varió signiticativamente según se tuviese en

cuenta la variedad, el inóculo y la práctica de

herida, de manera que resultó mayor para la
variedad `Manzanilla de Sevilla', la suspen-

sión de conidios y la herida. Los conidios

resultaron mejor inóculo que el micelio, lo

que era esperable, ya que posiblemente el

inóculo natural esté constituido por conidios.

Las inoculaciones artificiales llevadas a cabo

con conidios por GIOANTE ( I 934) y con

micelio por ZACHOS y TZAVELLA-KLONARI
(1979) confirmaron la necesidad de herida

en los frutos para las infecciones de este

patógeno. De acuerdo con nuestros resulta-

dos, la práctica de herida favorece la infec-

ción pero no es necesaria, al menos en acei-

tunas recogidas en septiembre. Estos resulta-

dos están de acuerdo con las observaciones

de MATEO-SACASTA (1968), quién indicó ata-

ques de Escudete en ausencia de heridas u

otro agente parasitario. Por otro lado, los sín-

tomas obtenidos no se corresponden con los
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observados en campo y difieren ligeramente
según 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-
necía aún con un color verde intenso. Esta
diferencia en el ritmo de maduración, unida
a que las aceitunas separadas del árbol
maduran más rápidamente, podría explicar el
desfase en la aparición de síntomas entre las
variedades y las ligeras diferencias entre
ellos. Por otro lado, la diferente intensidad
en que se manifestaron los síntomas según 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 teoría de que el grado de madura-
ción juega un papel crítico. La evolución de
síntomas, especialmente necróticos, que se
observó entre las 6 y 8 semanas de la inocu-

lación, tiempo durante el cuál los frutos
siguen madurando, confirmó la marcada
intluencia del estado de madurez sobre la
susceptibilidad de las aceitunas. A las 6
semanas la mayoría de las aceitunas presen-
taban un índice de enfermedad por debajo
del 50%, mientras que al cabo de 8 semanas
todas las aceitunas presentaban un índice de
enfermedad entre el 90-100%.
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ABSTRACT

GorJZÁt,EZ N., A. TRnPeao. 2006. Dalmatian disease of olive fruits II: Morphological,
physiological, and pathogenic characterization of the causal agent. Bol. San. Ueg. Plagas,
32: 723-737.

Morphological observations on the causal agent of the Dalmatian disease of olive
fruits in Andalucia, southern Spain, confirm its identitication as Camarosporium dalmn-
ticum. This species was identified in Greece and it has been recently reclassitied as Botr-
^ushhaeria dothidea (anamorph Fu.ricoccum ae.rculi). 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. dahnaticum 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. dalmcuicum was pathogenic in olive fruits inoculated wi[h 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: Camarospurium dalrnaricum, Boh^vosphaeria dothidea, temperature.
water potential, pathogenicity, 'Manzanilla de Sevilla', 'Hojiblanca'.
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TERAPÉ UTICA

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. FARFÁN, .I. C. GUERRERO, .T. OLIVERO, .1. 1ZQUIERDO, .I. M. VARGAS

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 artrópodos comparable con el de la ausencia de tratamiento y con el de la apli-
cación del estt^ndar en Pmducción Integrada Dimetoato. Para ello se ha realirado un
ensayo en la provincia de Málaga centrado en la diversidad y la abundancia de los artrcí-
podos del olivar y, particularmente, en las de ayuellas familias yue resultan potencial-
mente útiles para la lucha biológica contra las plagas del cultivo. En el ensayo se han
seleccionado dos fincas constituidas por áreas 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 caída y trampas cromotrcípicas. En total se ha trabujado con 35.401
individuos pertenecientes a 97 grupos taxonómicos diferentes. No se han detectado dife-
rencias estadísticamente significativas en la abundancia y diversidad total de artrópodos,
ni en relación con los grupos útiles para la lucha biológica, debida a la naturaleza activa
de las diferentes estrategias fitosanitarias puestas en práctica. SGIo la abundancia de
nueve grupos taxonómicos se ve afectada de forma diferente según el tratamiento apli-
cado, aunque no siempre hay una tendencia clara que permita constatar yue 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. FARFÁN, J. C. GUERRERO, J. OLIVERO, I. M. VARGAS. Departemen[O de BIOIOg,ia

Animal, Universidad de Málaga, E-29071 Málaga, España. e-mail: mafarfanaguilarCn^
hotmaiLcom
J. [zQUtea^o. Bayer CropScience. Departamento de Desarrollo. Pau Claris 196. 08037
Barcelona, España.

Palabras clave: artrópodo, confidor, dimetoato, ensayo, impacto, ulivo.

INTRODUCCIÓN

La agricultura es una actividad que ha
experimentado numerosos cambios en las
Úl[1maS décadaS (FERNÁNDEZ-ALES Ct nl.,
1992; VARGAS, 2002). El modelo extensivo
vigente hasta finales de los años 60 se susti-
tuyó paulatinamente por una agricultura más
intensificada con la que se aumentó el uso de
maquinaria agrícola y de productos fitosani-
tarios y fertilizantes. Esta transformación,

denominada "Revolución Verde", dio lugar a
un incremento espectacular de la productivi-
dad sin necesidad de habilitar nuevos terre-
nos de cultivo. Sin embargo, este modelo
intensivo tiene consecuencias negativas. A
nivel local, ha supuesto un aumento de la
erosión, pérdida de fertilidad de los suelos, y
disminución de la diversidad biológica. A
nivel regional, los problemas principales son
la contaminación del agua, del suelo y de la
atmósfera.
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Para terminar con los problemas generados
por la Revolución Verde se han desarrollado
diversos modelos agrícolas para asegurar el
cumplimiento de cuatro objetivos: calidad,
seguridad alimentaria, respeto por el medio
ambiente y rentabilidad de las explotaciones.
Entre ellos están la Agricultura Ecológica y la
Producción Integrada. De éstas, sólo la segun-
da contempla la compatibilidad entre el res-
peto por el medio ambiente y el uso de recur-
sos tecnológicos como los productos fitosani-
tarios de síntesis. La Producción Integrada ha
sido dehnida por la Organización Internacio-
nal de Lucha Biológica (OILB) como un sis-
tema agrícola de producción de alimentos y
otros productos de alta calidad, que utiliza los
recursos y los mecanismos de regulación
naturales a fin de evitar efectos perjudiciales
al medio ambiente, asegurando una agricultu-
ra sostenible a largo plazo.

En el contexto de la Producción Integrada
es fundamental el uso exclusivo de sustan-
cias que, controlando las plagas agrícolas,
presenten efectos mínimos sobre el medio
ambiente y un reducido periodo de seguri-
dad. En plagas como la constituida por Bcic-
troceru olecie (la mosea 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 díptero en épocas cercanas a la cose-
cha y, b) es un cultivo frecuentemente explo-
tado en áreas de montaña y, por tanto, pre-
sente en espacios de interés para la conser-
vación de la naturaleza. Actualmente, los
Reglamentos autonómicos de Producción
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 proteína
hidrolizada, siguiendo un criterio de decisio-
nes basado en umbrales de tratamiento. Ello
da lugar a que sea el insecticida recomenda-
do y más 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 aparición de resistencias.

Las alternativas a los insecticidas utilizados

en Producción Integrada requieren, no obs-

tante, del cumplimiento de los requisitos

ambientales supuestamente cubiertos por las

sustancias ya admitidas. El presente estudio

es la comprobación 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 artrópodos

comparable con el de la ausencia de trata-

miento y con el de la aplicación del estándar

en Producción Integrada Dimetoato, cuyo

impacto sobre la comunidad de insectos ha

sido evaluado por diversos autores (Rulz y

MuÑOZ-CoBO, 1997; ToRRELL et ul., 1997;

VARELA y GONZÁLEZ, 2000; RU[Z y MONTIEL,

2002). Para ello se ha realizado un ensayo en

la provincia de Málaga centrado en la diver-

sidad y la abundancia de los artrópodos del

agrosistema y, particularmente, en las de

aquellas familias que resultan potencialmen-

te útiles para la lucha biológica contra las

plagas del olivar.

MATERIAL Y MÉTODOS

Para la realización del presente estudio se
han seleccionado dos tincas ubicadas en el
término municipal de Villanueva del Trabuco,
localizado en la comarca Norte de la provin-
cia de Málaga. Ambas tincas, "Pozo Román"
y"El Molinó', son áreas homogéneas de oli-
var en explotación cercanas entre sí.

La finca denominada "Pozo Román" se
encuentra a una altitud de 800-820 m y está
constituida por un olivar adulto de árboles
Hojiblancos con un marco de plantación al
tresbolillo de 15 x 16 metros. La plantación
está sobre un suelo labrado en régimen hídri-
co de secano.

La finca "El Molino" está situada a 720-
740 m de altitud y es un olivar joven de árbo-
les de la variedad Picual, con un marco de
plantación cuadrado de 7 x 7 metros, sobre un
suelo labrado en régimen hídrico de secano.

Los trabajos de campo se han Ilevado a
cabo entre el otoño de 2004 (septiembre-
noviembre) y la primavera de 2005 (mayo).
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Cuadro I. Calendariu de actividades de campo.

F'echa Código Actividad

27/09/Od T-0 Marcado de parcelas e instalación de trampas

30/09/O4 T-0'/Aplicación I Recogida de muestras y Aplicación I

0 I / I 0/(>4 T+la Instalación de trampas

04/ I 0/04 T+ I a' Recugida de trampas

1 I / I 0/(k3 Aplicación 2 Aplicación 2

12/ I 0/O4 T+lb Instalación de trampas

I S/ I 0/(M T+ I h' Recogidu de trampus

22/ I 0/0^3 T+11 [nstalación de trampas

25/ I 0/Od T+I I' Recogida de [rampus

02/ I I /04 T+22 Instalación de trampas

OS/ I I /04 T+22' Recogida de trampus

09/OS/OS T+i nv i ern o_pri m ave ra Instalación de trampas

I 2/O5/OS T+i nv i crn o_pri m a ve ra' Recogida de trampas

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

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

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

)FL^c9 `Poz o Ro^áa"
Fln^a "Fl Mnlinn"

i t +^M^ ++M +^ * *^M^+M^M D D ^ ^ * * * *

^^á>,^r^^
* ^ ^ * * *

* 4^ +áĴ 4^ 4^ ^M
I

MM+^^^ +^ +^Ĵ 4^ +M +M ^ +M ^ +4^ +^ ^ *^t^^*
^ +U ^M +1t1• +^ +^ ^h +M +^ ^ +^Ĵ ++M ^Ĵ * ^ ^ * M +U^ 4^ 4^ ^
*M^M^M^ * +M +^ M +M +M ^ * +^ +M t ***^*^

n ^+^*^* ^+^t^ T T +^M+^**^^ ^4^^+M** D

^^^^* *^^^^ ^^Q^^^
+^^*Q^^

*^^^*^
**^+^**

+^ +a ^ ^r * *+a^^^ +r*4*** **4***
^^+^^* ^^^^^ ^**+^^r* ^^r^**^

,I. *^*^* ^^*^^ I I +r**+^^* *+r^r^** T
+^ 4^ 4 +M 4^ * *+M^^*^+M +^ +^ t * # ^ +W ^M +^ +^^*+^^M^ *+M^41•^^

M^UM^* * +U +M ^ +^ +^*4^4^^ +^*4**+M
*#M+M*

Zona A

^^**+M

Zona B

^4^*+M+l^

Zona C

**+^^+^*

Zona D

Figura I. Distrihución de las zonas y de los tratamientos en las dos tincas utilir.adas en el presente estudio. Con
número se indican los árboles en los que se han rolocado los tres tipos de trampas utilizadas en la captura de

invertebrados. T: parcela tratada con proteína hidrolizada. L• parcela tratada con Imidacloprid 20 LS y proteína
hidrolirada. D: parcela tratada con Dimetoato 4(l Bayer EC y proteína hidrolizada.
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Figura 2. Dispositivos de captura empleados en el presente estudio. Cada uno de ellos está constituido por dos placas
cromotrópicas, una amarilla y otra azul, y por una trampa de caída ("pit-fall").

1) Parcela Testigo, ubicada dentro de una
banda de olivos tratados únicamente con
proteína hidrolizada, Buminal (proteína
hidrolizada 30 %) SOOcc/ha.

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

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

En la figura l se muestra cómo se han dis-
tribuido los diferentes tratamientos realiza-
dos en las dos zonas seleccionadas en cada
una de las tincas.

En la finca "Pozo Román" la zona mues-
treada tiene una superficie de 28.800 mz,
mientras que la finca "El Molino" incluye
8.820 m2. Ello implica que el tamaño de
cada parcela es de 4.800 m' en el caso de la
primera finca y 1.470 mz en la segunda.

En la región central de cada parcela se
han seleccionado tres árboles (figura 1), y en
cada uno de ellos han sido instaladas las
siguientes trampas siguiendo el método des-
crito por Rulz y MoNTtEL (2000):
l. Una placa cromotrópica amarilla engo-

mada ( figura 2) situada dentro de la copa
del árbol, en su parte orientada al sureste.
El único elemento atrayente de esta tram-
pa es el color, ya que ningún tipo de cebo
alimenticio ni sexual ha sido añadido a la
placa.

2. Una placa cromotrópica azul (figura 2)
situada también en la zona suroriental de
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Cuadro 2. Información sobre las condiciones ambientales y el estado de los cultivos existentes en cada tinca
durante la realización de las aplicaciones fitosanitarias, así como el tiempo invertido en las mismas.

Parámetros Finca "Pozo Román" Finca "F,'! Molino"

l° aplicación 2° aplicación 1° aplicuciórr 2° aplicaci6n

Fecha 30/09/^OOa 1 I/ 10/2(Nl4 30/09/2(>U4 I 1/ I 0/2011-1

Uuración 9:45-12:15 9: (>U- I I:30 I 3:1 S- I 5:00 12:00- I 3: I 5

Temperatura de! aire (°C) 29 IS 30 ix
Humedad relativa (%) 38 67 25 52

Nubosidad (%) 0 40 S 30

Viento Calma Calmu Brisa Britia

Temperafura del suelo (°C) 14 9 IH 10

Suelo Seco Ligeramente húmedo Seco Seco

Estado de! cu[tivo Fruto verde,
tamaño final

Fruto verde,
tamaño tinal

Fruto verde,
tamaño tinal

Fruto verde,
tamaño final

la copa de árbol, una vez más con el único
poder atrayente que le confiere el color.

3. Una trampa de caída ("pit-fall") (figura 2),
colocada a ras de suelo bajo la copa del
árbol y orientada hacia el sureste, consis-
tente en un recipiente plástico de 7 cm de
diámetro. En el interior de la trampa se ha
vertido un atrayente alimenticio compues-
to por una disolución de 25 ml de ácido
láctico, 25 ml de ácido acético y 15 ml de
formaldehído al 40 % en 1000 ml de cer-
veza. Para evitar riesgos debidos a posi-
bles Iluvias, a unos diez centímetros sobre
cada trampa se ha tendido una lámina de
plástico orientada perpendicularmente a la
dirección de mayor pendiente, y dispuesta
de modo que no interfiera con el acceso de
las presas al recipiente cebado.
Cada batería de trampas ha sido instalada

en 6 ocasiones según el calendario mostrado
en el cuadro 1. Con estas seis fechas de
muestreo se ha pretendido conocer la situa-
ción 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+la y T+lb), y c) una vez transcutrido 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 señalado,

mediante cintas de plástico, las áreas 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 días des-
pués de su instalación para la identiticación
de las capturas. Los artrópodos procedentes
de trampas de caída se han conservado en
alcohol al 70%, mientras que las placas cro-
motrópicas se han mantenido congeladas
hasta el momento de la identiticación de sus
capturas.

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

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

La identificación de los ejemplares captu-
rados se ha realizado, en la inmensa mayoría
de los casos, hasta la familia taxonómica. En
ocasiones, no obstante, tan sólo se ha deter-
minado hasta el nivel de orden o el de super-



744 M. A. FARFÁN, J. C GUERRERO, J. OLIVERO, J. IZQUIERDO, .I. M. VARGAS

familia. Se ha seleccionado la familia como
categoría taxonómica de interés por el hecho
de que es fácil de relacionar con una catego-
ría trófica común a la mayoría de las especies
que la componen. Esta característica es esen-
cial para un trabajo sobre la comunidad de
artrópodos del olivar, dado que son los hábi-
tos alimenticios de cada especie los que con-
dicionan que la fauna de artrópodos del agro-
sistema sea o no potencialmente útil para el
control biológico de sus plagas. Las categorí-
as tróticas en que han sido clasificados tales
hábitos alimenticios son: fitófagos (consumi-
dores de materia vegetal viva), xilófagos
(consumidores de madera), detritívoros (con-
sumidores de materia orgánica en descompo-
sición, tanto animal como vegetal), predado-
res (consumidores de otros animales que han
de capturar con vida), nectarívoros (consumi-
dores de néctares u otros líquidos superficia-
les), fungívoros (consumidores de hongos),
polífagos (omnívoros) y parásitos (de otros
animales, lo cual incluye, para los fines de
este trabajo, a los parasitoides).

Con la relación de los grupos taxonómi-
cos recolectados por cada trampa, y del
número de insectos en ellas pertenecientes a
cada grupo taxonómico, se ha procedido a
evaluar la influencia que la existencia de un
manejo determinado en el cultivo presenta
sobre dos características de la comunidad de
invertebrados artrópodos: la diversidad y la
abundancia. Esto se ha traducido en el cál-
culo, para cada árbol en que se ha instalado
una batería de trampas, de los siguientes
parámetros:
1. Diversidad de la fauna de artrópodos: esti-

mada como el número de grupos taxonó-
micos de artrópodos, principalmente
familias, que aparece en las muestras.

2. Abundancia de individuos en la fauna de
artrópodos.
Ambos parámetros han sido calculados

teniendo en cuenta la totalidad de los grupos
taxonómicos recolectados, y también consi-
derando tan sólo aquellos grupos taxonómi-
cos yue, por su comportamiento trófico pará-
sito o predador, pueden ser considerados úti-
les para la lucha biológica.

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 análisis de la varianza y las pruebas de
comparación de medias LSD y Scheffé (SNE-
^ECOR y CocHRAN, 1974). El análisis de la
varianza ha incluido como factores fijos la
tesis fitosanitaria y la finca, y como factor ale-
atorio la repetición 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 faunísticas 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 análisis de los datos poste-
riores al tratamiento.

Todo el proceso analítico de los datos
recogidos se ha desarrollado interpretando
como un solo dispositivo la combinación de
las placas cromotrópicas azul y amarilla
junto con la trampa de caída.

Finalmente, de la relación de grupos taxo-
nómicos recolectados se han seleccionado
aquéllos cuya representación, en la totalidad
del estudio, ha venido determinada por al
menos 30 individuos. La abundancia de
dichos grupos taxonómicos ha sido analiza-
da utilizando la misma metodología descrita
anteriormente en relación con la abundancia
de individuos totales. La única diferencia
metodológica ha consistido en la transforma-
ción de los valores de abundancia mediante
la siguiente expresión:

X= ^x+l

donde X es la variable utilizada como depen-
diente en el análisis de la varianza y x es el
valor de abundancia sin transformar. Esta
modificación 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).

RF,SULTADOS

Diversidad y abundancia de la entomo-
fauna recopilada

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

El número de ejemplares capturados que
pertenecen a grupos taxonómicos potencial-
mente útiles para la lucha biológica, considera-
dos así por pertenecer a las categorías tróficas
"predadores" o "parásitos", asciende a 11.608.

En el cuadro 4 se muestra el número total
de órdenes en los que se integran los indivi-
duos capturados, así como el número 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 la figura 3 se representa gráficamente
los valores medios de la diversidad y la abun-
dancia (total y de artrópodos útiles) en las
diferentes parcelas de tratamiento. En ellas se
observa el comportamiento mostrado por los
parámetros analizados en las parcelas some-
tidas a distintas tesis fitosanitarias. Así
mismo, en el cuadro 5 se muestran los resul-
tados obtenidos en los análisis de la varianza.

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

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

Tendencias detectadas en la abundan-
cia de las familias de artrópodos más
representativas

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

Cuadro 3. Grupos taxonómicos de artrópodos hallados en las muestras, categoría trófica y número de indivi-
duos capturados en cada uno de ellos.

ORDF.N FAMI/,/A CATEGOR%A TRÓFICA N° DE /ND/V/DUOS

Araneae predadores 504

Coleoptera Anobiidae xilófagos 25

Anthicidae detritívoros 238

Aphodiidae detritívoros 14

Bruchidae fitófagos 9

Buprestidae xilófagos 13

Carabidae predadores 42

Chrysomelidae fitófagos 8
Cleridae predadores 36

Coccinellidae predadores I 52

Colydiidae predadores 1

Cucujidae detritívoros 7

Curculionidae fitófagos 7

Dermestidae detritívoros 3
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Cuadro 3. Continuación
ORUEN FAM/L/A C'ATEGOR%A TRÓFICA N° DE /NU/V/DUOS

Malachiidae

Mycetophagidae

predadores

fungívoros

I

4

Nitidulidae detritívoros 166

Oedemeridae

Scarabeidae

xilófagos

detritívoros

I

2

Serropalpidae xilófagos 4

Staphylinidae predadores 350

Tenebrionidae fitófagos 8

Collembola - detritívoros 133

Dermaptera - detritívoros 1

Dictioptera Blattidae polífagos 3

Diptera Agromyzidae fitófagos 1.445

Anthomyiidae polífagos 2

Asilidae predadores 3

Bibionidae detritívoros 2

Calliphoridae detritívoros 1.205

Cecidomydae titófagos 41

Ceratopoginidae hematófagos 1

Chironomidae detritívoros 37

Chloropidae fitófagos 136

Conopidae parásitos 4

Culicidae

Dolichopodidae

hematófagos

predadores

I

90

Drosophilidae nectarívoros 1.814

Empididae predadores 287

Ephydridae detritívoros 100

Heleomyzidae detritívoros 902

Lauxaniidae detritívoros 33

Lonchaeidae parásitos 5

Milichidae detritívoros 9

Muscidae polffagos 2.743

Mycetophilidae fungívoros 1.097

Oti[idae detritívoros 2

Phoridae detritívoros 490

Sarcophagidae detritívoros 56

Scatophagidae predadores 45

Scatopsidae detritívoros 498

Sciaridae fungívoros 1

Sciomyzidae parásitos 267

Sepsidae detritívoros 5

Syrphidae predadores 112

Tachinidae parásitos l4

Tephritidae fitófagos 53

Therevidae titófagos l5
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Cuadro 3. Continuación
ORDEN FAMILIA CATEGORlA TRÓF'!CA N° DF,' /ND/V/DUOS

Heteroptera Aradidae fungívoros 2

Cimicidae hematófagos 10

Cydnidae fitófagos I

Lygaeidae fitófagos (ut

Miridae fitófagos 57

Pyrrhocoridae polífagos I

Himenoptera Superf. Apoidea nectarívoros (u35

Bethylidae parásitos 7

Braconidae parásitos 792

Cephidae fitófagos I

Superf. Chalcidoidea parásitos 6.237

Chrysididae parásitos 8

Cimbicidae nectarívoros 9

Cynipidae fitófagos 3

Formicidae polífagos 382

Ichneumonidae parásitos 41 I

Pompilidae predadores I

Supert^. Proctotrupoidea parásitos 3

Sphecidae predadores 26

Tenthredinidae titófagos 4

Vespidae polífagos 61

Homoptera Aleyrodidae fitófagos 466

Superf. Aphidoidea titófagos 2.495

Cercopidae fitófagos R

Cicadellidae fitófagos 594

Cicadidae fitófagos 3

Cixiidae fitófagos 3

' Superf. Coccoidea titófagos 75

Psyllidae fitófagos 352

Isopoda - detritívoros

Isoptera - xilófagos

Lepidoptera - fitófagos

I

5

795

Neuroptera Chrysopidae predadores 346

Coniopterygidae predadores 1.843

Hemerobiidae predadores 20

Orthoptera Gryllidae fitófagos 9

Pseudoescorpiones - predadores

Psocoptera - polinívoros

Thysanoptera - fitófagos

I

124

6? 2{9

747

De éstos, sólo nueve muestran diferencias sig- terygidae y Syrphidae), uno fitófago (la
nificativas entre parcelas de tratamiento: tres superfamilia Coccoidea) y cinco detritívoros
predadores (las familias Carabidae, Coniop- (las familias Anthicidae, Chironomidae, Hele-
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Figura 3. Vslores medios de los cuatro parámetros analiz^dos en las diferentes parcelas de tratamiento. TL testigo
finca Pozo Román; Il: imidacloprid tinca Pozo Román; D1: dimetoato finca Poro Romá^; T2: testigo finca EI

Molino; I2: imidacloprid fmca El Molino; D2: dimetoato finca EI Molino.
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Figura 3. Valores medios de los cuatro parámetros analizados en Ixs diferentes parcelas de tratamiento. TL testigo
tinca Poro Román: I1: imidacloprid tinca Pozo Román: D1: dimetoato finca Pozo Román: T2: testigo tinca EI

Molino; I2: imidacloprid tinca EI Molino; D2: dimetoato finca EI Molino. (Cont.)
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Figura 3. Valores medios de los cuatro parámetros analizados en las diferentes parcelas de tratamiento. Tl: testigo
tinca Pozo Román; I1: imidacloprid finca Pozo Román; Dl: dimetoato finca Pozo Román: T2: testigo finca EI

Molino; I2: imidacloprid tinca El Molino; D2: dimetoa[o 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 cromotrópicas amarillas, azules y los de las

trampas de caída.

FINCA "Pozo Román" T+0 T+la T+16 T+I1 T+12 T+inv^rimav

N° de órdenes 12 I I 11 13 13 13

N°de superfamilias y familias 50 45 43 55 52 59

N° de ejemplares I.659 2.4I 6 I.372 2.301 2.230 3.Sx I

N° superf. y fam. útiles 14 15 14 19 Ix 20

N° ejemplares útiles 636 1. I 90 44o I.2x2 x 19 xx I

FINCA "EI Molino" T+0 T+la T+lb T+11 T+22 T+inv^rimav

N°de órdenes II II 10 12 II 12

N° de superfamilias y familias 57 56 47 56 53 63

N° de ejemplares 3.332 1.889 2.467 5.298 2.801 6.091

N° superf. y fam. útiles 19 l x 17 17 lx 31

N° ejemplares útiles 913 621 xl3 2A61 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 día de muestreo ha
sido utilizada como covariable en los análisis
de los datos de muestreos posteriores.

En las familias Carabidae y Coniopterygi-
dae se observan diferencias estadísticamente
significativas debidas a los tratamientos
inmediatamente después de la segunda apli-
cación (T+lb) y en la última fecha de mues-
treo (T+inv_primav). Sin embargo, la com-
paración 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 núme-
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 más 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 días después de la segunda aplicación hay

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

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

Los detritívoros son la categoría trótica con
un mayor número de grupos taxon6micos
presumiblemente afectados de forma diferen-
[e 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+l I.
Por último, las diferencias relativas a las fami-
lias Heleomyzidae, Nitidulidae y Sarcophagi-
dae se observan en T+la, inmediatamente
después de la primera aplicación. 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
detritívoras en cada parcela de tratamiento.
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Cuadro 5. Resultados de los análisis de la varianza de los cuatro parámetros analizados en cada una de las
fechas de trampeo. FS = F de Fisher y Snedecor. P= significación; ns.: P?0.05 (no significativa); *: P<0.05; **:

P<0.01. -: factor no interpretado por la obtención de una FS negativa.

N° de grupos
taxonómicos

N° ejemplares N° de grupos
taxonómicos úti[es

N" ejemplares
útiles

T+0

Finca FS 49,000 861,474 1,331 400,000
P n.s. * n.s. *

Zona FS 1,174 ,007 1,800 ,011

Tratamiento

P

FS

n.s.

,736

n.s.

,179

n.s.

,177

n.s.

,027
P n.s. n.s. ns. n.s.

T+la

Finca Fs 3,610 5,390 ,008 5,601

Zona

P

FS

n.s.

,313

n.s.

,381

n.s.

,420

n.s.

,588

Tratamiento

P

FS

n.s.

,187

n.s.

,009

n.s.

,326

n.s.

,059
P n.s. n.s. n.s. n.s.

T+lb

Finca FS 16,810 12,722 5,062 3,659

Zona

P

FS

n.s.

,750

n.s.

,549

n.s.

-

ns.

,179
P n.s. n.s. - n.s.

Tratamiento Fs 14,333 1,246 4,742 1,894
P n.s. n.s. n.s. n.s.

T+11

Finca FS 184,960 21,245 361,000 24,619
P * n.s. * n.s.

Zona FS - - - -
P - - - -

Tratamiento FS ,027 ,105 3,000 ,817
P n.s. ns. ns. ns.

T+22

Finca Fs 4,176 3,391 ,405 ,612

Zona

P

FS

n.s.

1,949

n.s.

1,936

n.s.

2,077

n.s.

1,594

Tratamiento

P

Fs

n.s.

,961

n.s.

2,005

n.s.

3,912

n.s.

1,341
P n.s. n.s. n.s. n.s.

T+inv_primav

Finca Fs 9,000 32,248 ,111 28,654

Zona

P

FS

n.s.

,292

n.s.

,695

n.s.

,889

n.s.

-
P n.s. n.s. n.s. -

Tratamiento FS ,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 taxonómicos para cada una de las fecha de
muestreo en la que el análisis de la varianza (ANOVA) ha detectado diferencias estadísticamente significativas.

T: parcela Testigo; D: parcela Dimetoato; I: parcela Imidacloprid.

Carabidae

T+la T+/b

T D I T D 1

Coniopterygidae 1,35 1, I 0 1, ] 3

Syrphidae

Coccoidea 1,23 1, I 0 I,26

Anthicidae

Chironomidae

HeleomyZidae 1,46 1,62 1,33

Nitidulidae 1,21 L40 1,51

Sarcophagidae 1,07 1,I3 1,07

DISCUSIÓN

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

En trabajos similares al descrito en el pre-
sente artículo (Ru[z y MUÑOZ-Coso, 1997;

VARELA y GONZÁLEZ, 2000; RUIZ y MONT[EL,

2002; ADÁN 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 razón, llama la atención la
falta de diferencias observadas aquí 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

T+11 T+22 T+inv^rimav

T D I T D I T D I

1,12 1,40 1.62

1,17 1,13 1,04

1,07 1,19 1,04

1,07 I,00 1,07 1,22 1,66 1,23

lugar a la existencia de zonas del olivar que
no quedan expuestas a los tratamientos, las
cuales pueden estar ejerciendo el papel de
reservorios de insectos que actuarían 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 fenómeno está descrito en
VARELA y GoNZÁLez (2000). Otra fuente
habitual de artrópodos útiles que podría faci-
litar la recuperación de sus poblaciones tras
un tratamiento fitosanitario es la vegetación
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 vegetación.

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 ADÁN
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 más tóxicas que las realizadas con
Imidacloprid. Esto se explica, según dichos
autores, por el hecho de que Dimetoato es un
insecticida de amplio espectro con un poten-
te efecto por contacto, además de actuar por
ingestión (DE LItvÁN, 2004). Sin embargo, en
el presente ensayo no se ha detectado un
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efecto diferencial entre estos dos tratamien-
tos, sino más bien el comportamiento de
ambos productos fitosanitarios parece equi-
parable.

Por otro lado, el número de grupos taxo-
nómicos cuya abundancia se muestra afecta-
da de forma diferente por ambas sustancias 2.
es considerablemente bajo: sólo nueve de los
46 grupos taxonómicos representados en el
estudio por más 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 taxonómicos no es posi-
ble identiticar 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- 3.
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 consideración final, debido al tama-
ño de las parcelas de tratamiento utilizado, no
se descarta la posibilidad de que haya existi- 4.
do un cierto grado de deriva de artrópodos
procedentes de las parcelas Testigo.

CONCLUSIONF,S

1. El tamaño y la diversidad de la muestra
con la que se ha trabajado en el presente

ABSTRACT
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ensayo, compuesta por 35.401 individuos
y 97 grupos taxonómicos distintos, han
posibilitado que los análisis efectuados
estén sustentados en una matriz de datos
considerablemente sólida, lo yue 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 paru
el control de Bactrocera nleae (Mosca del
olivo), no se han detectado diferencias
estadísticamente significativas en la abun-
dancia y diversidad total de amópodos, ni
en relación con los grupos útiles para la
lueha biológica, de las que pueda respon-
sabilizarse a la naturaleza activa de las
diferentes estrategias titosanitarias pues-
tas en práctica en el ensayo.
A lo largo de ocho meses transcurridos a
partir de un tratamiento fitosanitario con
Dimetoato e Imidacloprid para el control
de Bactrocera uleue, tan sólo la abundan-
cia de nueve grupos taxonómicos de los
46 considerados (el 19,6 %) se ve signiti-
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 taxonómicos en los
que la abundancia es afectada por los tra-
tamientos aplicados no siempre hay una
tendencia clara que permita constatar yue
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.

FARFÁN M. A. ,.I. C. GUERRF:RO, .I. OLIVERO, .I. IZQUIERDO, .I. M. VARGAS. ^OO^i. EffCC[

on olive grove arthropod communities of a bait-application with Imidacloprid 20 LS for
the control of Bacrrocera oleoe (Gmel.) (Diptera: Tephritidae), Olive Fruit Fly. Bol. Sai^.
Ueg. Plaga.s, 32: 739-756.

In this study we verify the effect of a bait-application on olive grove arthropods with
[midacloprid for the control of Bacrrocera 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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classitied in 97 different taxonomic groups. We did not detect signiticant differences in
the diversity and abundance of the total arthropods neither in the taxonomic groups use-
ful for the biological control cuused by the applications. Individually, we found signifi-
cant differences in [he abundance of nine taxonomic groups only, although the abundan-
ce of individuals is not always higher in the plots with absence of treatment.

Key words: arthropod, contidor, dimethoate, experiment, impacL olive tree.
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Herbivoría diferencial frente al lepidóptero especialista
Phocides polybius phanias (Hesperiidae)

G. MAREGGIANI, fi. GARAU

Phocrde.c pah•F^iu.r phanias es un lepidóptero ultamente especialista, cuyos hospe-
dantes se circunscriben a la familia Mirtaceae, particularmente Furalvptu.ti spp. Se ana-
lizó la herbivoría ocasionada por larvas de tercer estadio en un ensayo de eleccicín sim-
ple, ofreciendo como alimento hojas de seis especies de Eucalvprus de cultivo freruen-
te en la Ciudad de Buenos Aires, Argentina. Se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) entre los tratamientos. E. cumaldulensis resultó la especie más dañada 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 consistió en materixl inerte
impregnado con un fagooestimulante y con uno de los metabolitos secundarios mayori-
tarios de Eucah•ptus spp., el 1,8 cineol. EI material tratado con fagoestimulante+I,R
cineol fue signiticativamente menos comido que el control (p<0.05). La preferencia dife-
rencial que P. polvhiu.r phanias mostró en el ensayo de elección simple con follaje,
podría entonces atribuirse a la concentración diferencial de este compuesto en las espe-
cies de EucnhPtus ensayadas.

G. MnRECGiANn. Cát. Z.oología Agrícola Fac. Agronomía UBA, Avda. San Martín 4453,
Bs.As., Argentina, email: mareggiaC^agro.uba.ar
A. Gattnu. Cát Dasonomía, Fac. Agronomía UBA. Avda. San Martín 4453, Bs.Ax.,
Argentina

Palabras clave: Fucal^•ptus spp, 1,8 cineol, preferencias alimentarias.

INTRODUCCIÓN

Phocides pol,ybius phanias Burmeister
(Hesperiidae) es un lepidóptero oligófago 0
especialista cuyos hospedantes se circunscri-
ben a la familia Myrtaceae, particularmente
ĴuCal}'/)tUS Spp. (LARRIERA URES, 199^)

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 últimos 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). EI perjuicio que pro-

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

El patrón de forrajeo de los insectos defo-

liadores es variable en función de numerosas

características 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 herbivoría

(STONE y BACON, 1994).

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

rendimiento y composición química varía

ampliamente entre especies, individuos o

época del año (BARTON et al., 1989; STONE y

BACON, 1994; ^ORAN y BELL, 1994; WILDY

et al., 2000). La complejidad química del

patrón de forrajeo de Eucal_yptus spp. está

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 fenólicos, los diformylphloroglucinoles

(MooRE et al., 2004). El 1.8 cineol se

encuentra distribuido en hojas jóvenes y

adultas de eucalipto (CLOSE et al., 2005) y su

actividad tóxica y subletal ha sido evaluada

sobre lepidópteros como Spodoptera litura

^^^^^^^^
i i

^I 1Ĵ 10 1 ^^2 13

Figura 3. Daño en tiemicírculos, causado por
P. pnlvbius phanias en E. rumuldu/ensis.

Figura 2. Refugio larval de P. pnlvbius 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 herbivoría
por P. poh^bius phanias en distintas especies
de eucaliptos ( MAREGGtANI et al., 2005b), así
como por antecedentes bibliográficos que
mencionan variaciones en la defoliación
debida a otros insectos, de acuerdo con la
especie y subespecie considerada, en este
trabajo se analizó la herbivoría ocasionada
por larvas de tercer estadio cuya oferta de
alimento consistió en hojas de seis especies
de Eucalyptus de cultivo frecuente en los
alrededores de la Ciudad Autónoma de Bue-
nos Aires, República Argentina. Además, 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 Eucahptus spp.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se efectuaron dos grupos de bioensayos
de elección simple:

a. Herbivoría sobre material vegetal
El bioensayo, con un diseño completa-

mente aleatorizado, comprendió seis trata-
mientos, representados por las especies de
Eucalyptus en estudio (E. camaldulensis, E.
tereticornis, E. dunnii, E. sideroxvlon, E.
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, (^

Figura 4. Vista parcial del bioensayo de herbivoría
sobre material de Euca(yprus spp.

grandis y E. globulus). Cada repetición 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 midió la superfi-
cie ingerida a las 24 y 48 h. Los resultados
fueron analizados a través de un ANOVA y
se utilizó la prueba de Tukey (p<0.05) para
establecer diferencias significativas entre
tratamientos.

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

Se efectuó un bioensayo con un diseño
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 tamaño y forma de
una hoja e impregnados con sacarosa (fago-
estimulante) y una solución acetónica de 1,8

7S9

Figura 5. Vista parcial del bioensayo de herbivoría
sobre material inerte impregnado con fagoestimulante

y con 1,8 cineol 0,1% (irquierda: control con
sacarosa, derecha: sacarosa + cineol).

cineol (standard comercial) en cuatro con-
centraciones: 0% (control), 0.1%, 1%, ]0%
y 100%. Se dejó evaporar la acetona durante
una hora, con posterioridad a lo cual se
incorporó una larva de tercer estadio por
repetición. Se midió 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).

RF.SULTADOS Y DISCUSIÓN

EI análisis de los resultados mostró que la
ingestión de E. camuldulensis 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 observación, E. globulus resul-
tó la especie menos comida. Estos datos
coinciden con las observaciones realizadas
en campo, ya que desde 2004, fecha en que
comenzó a detectarse este lepidóptero en
parques de la ciudad de Buenos Aires, la
mayor parte de los daños se han registrado
sobre E. cama[dulensis (MnRECCtntvt et al.,
2005a).

Las demás 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 Eucalvptus.

Letras distintas representan diferencias signiticativas
(p<0.05). Cam: E. camaldulensis, Sid: E. sideroxylon,

Ter. E. tereticornis, Dun: E. dunni, Gra: E. grandis,
Glo: E. gfobidus.

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

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

POC SU parte, QUEIROZ SANTANA y DOS

AN^os (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 dañada por una espe-

cie de hormiga en particular. Según VENDRA-

MIN et al. (1995) la variabilidad en los resul-

tados de preferencia entre distintos autores

podría asignarse a posibles diferencias entre

los orígenes genéticos del material utilizado,

observación que en parte coincide con la de

otros autores que observaron distinta suscep-

tibilidad a la defoliación según la población

de Eucalyptus en estudio (JoHNS et al., 2004).

E. sideroxylon contiene sideroxylonal, meta-

bolito que modifica el comportamiento de

forrajeo de folívoros arbóreos (W ĴGGINS y

MARSH, 2006) y que podría haber intervenido

en el caso de estos herbívoros.
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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. glohulus.

El menor daño observado sobre E. globu-

lus podría 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 herbí-

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 localización

del hospedante. Los monoterpenoides como

el cineol, por su volatilidad, intervienen
como claves para que las hembras de algunos

lepidópteros localicen la especie de Eucalyp-

tus más apropiada para realizar sus posturas

(STEINBAUER y SCHIESTL, 2004). Algunas lar-

vas de lepidópteros presentan en su intestino

oxigenasas dependientes del citocromo P-

450 que permiten su detoxificación, adecuán-

dolo como alimento (GERSHENZON y CROTE-

AU, 1991). Este proceso tiene un costo meta-

bólico que debe ser compensado por el bene-

ficio que otorga, y que se ha evaluado en

algunos marsupiales folívoros que se espe-

cializan en Eucalyptus (KROCxENBER^ER,

1988). El mecanismo de detoxificación

podría explicar la diferente respuesta en la

preferencia de una misma especie de eucalip-

to según el herbívoro de que se trate.

En nuestro ensayo, las larvas que recibie-
ron concentración de cineol puro mostraron
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100% de mortalidad a la hora de exposición,

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 causó efectos letales, la superficie

ingerida fue 9,8 veces mayor para el control

impregnado con sacarosa (ingesta promedio
de 40,2 mm2 ) en comparación con el trata-
do con sacarosa y cineol 0,1% (ingesta pro-

medio de 4,1 mm^). Estas diferencias Ileva-
rían a suponer que este metabolito, en dife-

rentes concentraciones según la especie de
Eucalyptus, podría actuar modulando la
aceptación 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)
coincidirían con los niveles de daño observa-
dos en nuestro ensayo.

Las preferencias aquí observadas también
podrían haber resultado influenciadas por
otros factores como palatabilidad, dureza y

contenido hídrico de las hojas así como por
la presencia de pelos o ceras en la superficie
(HowARD, 1987). Para ponderar adecuada-
mente su efecto, se hacen necesarios estu-
dios adicionales que definan la importancia
relativa de los factores químicos y físicos en
la selección del alimento.

CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias significativas
en el nivel de daño causado por Phncides
polybius phanias (Hesperidae) en hojas de
distintas especies de eucalipto. El contenido
de 1,8 cineol, u q importante metabolito
secundario típico del género Eucalyptus,
podría explicar la preferencia diferencial
hacia las seis especies analizadas.

AGRADECIMIENTOS

A la Universidad de Buenos Aires por el
apoyo económico
UBACyT G062).

ABSTRACT

MARECCiANI G., A. GARAU. 2006. Differential herbivory of the specialist lepidoptera
Phocides polvbius phanias (Hesperiidae). Bol. San. Ueg. Ptagas, 32: 757-762.

Phocirles pnh^bius phrmias is a lepidoptera with high specialization, whose hosts
belong to the Myrtaceae family, particularly Eucalyptus spp. Leaves of six Eucalyptus
species frequendy 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. gtobulus was the less preferred. These data were compazed with another test
with third instar larvae which were offered an inert material treated with a phagostimu-
lant+l,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 Euculyptus tested.

Key words: Eucalyptus spp, t,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. MONT[EL BUENO

Con el fin de comprobaz si existe alguna correspondencia entre el uso rontinuado de
insecticidas piretroides y la aparición de síntomas de acariosis en olivar, se ha realizado
una prospección en 365 olivos distribuidos en 73 fincas de la provincia de Jaén. EI tra-
bajo se ha Ilevado a cabo en 2004 y 2005, sobre tincas que hubieran empleando delta-
metrina, alfacipermetrín, lambdacihalotrín o dimetoato, al menos en los tres últimos
años. Además, se tuvieron en cuenta otros factores que pudieran influir en la plaga, como
eI hecho de ser explotaciones de secano o regadío, 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°/r
de los casos de acariosis.

Cuando se ordenan los resultados por tipo de manejo de suelo y por régimen de riego
o secano, se obtienen dos extremos claros: por un lado las fincas tratadas con deltametri-
na, que exhiben los mayores valores de presencia de acaziosis en la mayoría 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 lambdacihalotrín se asemejan a las tratadas con dimetoato.

El tipo de manejo de suelo no intluye en la presencia de síntomas de acariosis.
Se sugiere la conveniencia de haber tenido en cuenta la fertilización nitrogenada

como una vaziable más para explicar la presencia de acariosis.

M. Ruiz ToRRES, A. MoNTtEt. BuENO. Laboratorio de Producción y Sanidad Vegetal.
Cerro de los Lirios s/n. 23005 JAÉN.

Palabras clave: Impacto, deltametrina, alfacipermetrina, lambdacihalotrin, áraros.

INTRODUCCIÓN

EI manejo integrado de plagas en el culti-
vo del olivar cuenta con un reducido número
de insecticidas, de los que el dimetoato, sien-
do el más empleado, queda fuera del Anejo 1
de la Directiva 91/414 (85). Ante la posible
situación 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 están registradas
para el olivar, e incluidas en el Anejo 1 de la

Directiva 91/414 (85), pero con un uso muy

limitado. Este empleo más generalizado de

sustancias piretroides ha provocado el recelo

de especialistas, por el fuerte impacto sobre

la entomofauna (MUELLER-BEfLSCHMIDT,

1990). La reglamentación referente a Pro-

ducción Integrada es confusa al respecto,

pues en la actualidad hay comunidades autó-

nomas que permiten el uso de algunos insec-

ticidas piretroides, y otras comunidades

autónomas no lo permiten.

Por otro lado, la realidad del sector indica
que, independientemente del criterio de los
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Figura 1. Síntomas de acariosis en hoja del olivo.



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 32, 2006

especialistas, el consumo de insecticidas
piretroides en olivar se ha disparado en los
últimos años.

Con este trabajo se pretende analizar si
existe alguna relación entre el uso continua-
do de las materias activas más empleadas
(como son la alfacipermetrina, deltametrina
y lambdacihalotrin) y la aparición de sínto-
mas de acariosis.

La acariosis en olivares adultos es una

patología provocada por diversos ácaros

eriótldos, de los cuales el más relevante es

Aceria oleae (GoNZÁLt^z et al. (1999),
PAPAIOANNOU-SOULIOTIS y MARKOYIANNAKI-
PR Ĵ NTZ ĴoU, 2003). Como tal patología no
reviste importancia salvo en determinadas y

escasas situaciones (ALVARA^o et al., 2004),

en que puede afectar a la aceituna de mesa.

Su hipotética vinculación al empleo de pire-

troides podría arrojar información sobre el

impacto de estas sustancias sobre el cultivo

del olivar.

MATERIAL Y MÉTODOS

Para comprobar si existe algún tipo de
correspondencia entre la aparición de sínto-
mas de acariosis y la aplicación habitual de
insecticidas piretroides se han realizado
prospecciones visuales en olivares de los que
se tenía la información acerca de los insecti-
cidas empleados desde el año 2000/ 2001. La
presencia de acariosis se encuentra intluida
por diferentes factores ambientales, por lo
que se han buscado cultivos sujetos a distin-
to manejo de suelo y en régimen de secado y
regadío, que hayan sido objeto de aplicacio-
nes habituales de lambdacihalotrín, alfaci-
permetrina, deltametrina o dimetoato. Los
tratamientos con estas sustancias han sido
mayoritariamente contra las generaciones
filófagas, antófagas y/o carpófagas de Pruvs
oleue. Además, en unas pocas ocasiones se
han empleado contra Phloetribus scarabae-
oides y en una contra Otiorrhynchus crihri-
collis. En muchas de las fincas tratadas con
piretroides se hacían más de un tratamiento
anual. En cambio, entre las que han emplea-
do dimetoato para los mismos usos, son fre-

765

cuentes las fincas en las que ha habido algún
año sin aplicación de insecticidas.

La prospección ha consistido en analizar
diez brotes en cada uno de los cinco árboles
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 síntomas de ataque característicos
de la acariosis (deformaciones y abolladu-
ras en hojas y yemas, Figura I). La explo-
ración visual ha sido Ilevada a cabo por la
misma persona. En este muestreo visual de
campo se anotaba sólo presencia o ausencia
de síntomas en cada brote. EI resto de infor-
mación anotada que se ha considerado a
efectos de análisis, ha sido: tipo de insecti-
cida empleado, régimen de riego o secano y
manejo de suelo (laboreo, no laboreo y
cubierta vegetal).

Para los análisis estadísticos, la unidad
empleada ha sido la presencia de acariosis en
un árbol, expresada como el número de bro-
tes con síntomas dividido entre dier..

Tras la normalización de datos, mediante
la raíz (x+l)I^^ se ha empleado el análisis de
varianza y la posterior prueba de compara-
ción múltiple de Scheffé, para comparar la
presencia de acariosis según 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 clasificación
mediante un análisis de función discriminan-
te. Se ha empleado el paquete informático
SPSS 11.$ (FERRANZ, 1996).

RESULI'ADOS

Se han visitado un total de 73 fincas ubi-
cadas en diferentes comarcas olivareras de la
provincia de Jaén, tanto de campiña 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 árboles muestreados (cinco en cada
tinca) se distribuyen entre las variables con-
sideradas según se muestra en el Cuadro I.
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Cuadro I. Número de árboles 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 IS 35 50 ]0 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 síntomas de ata-
que ha sido de 27.5% para el caso de las fin-
cas tratadas con lambdacihalotrín, 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 sí 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-
dacihalotrín (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 síntomas
no difieren estadísticamente entre sí. En las
fincas con cubierta vegetal, la media de bro-
tes con síntomas de ataque es del 29.6%, en
las tincas con labrado es del 38.9% y en las
tincas con no laboreo es del 31.8%.

R 34.9

Cuadro 2. Porcentaje de brotes con síntomas de ataque de acariosis. EI signit'icado del encabezamiento de filas y
columnas, según se muestra en el Cuadro 1.

LA

57

Por último, cuando se han analizado los
casos por régimen de riego o secano, se
encuentran diferencias estadísticamente sig-
nificativas (F=21.06; p<0.000). La presencia
media de brotes con síntomas de ataque en
las tincas de riego, es del 43.5°Io y en las fin-
cas de secano, del 28.4%.

En el Cuadro 2 se presentan los valores
medios de ]a presencia de síntomas de ata-
que en brotes, ordenando los árboles según
su tipo de manejo de suelo y su condición de
riego o secano.

Como puede apreciarse, casi en todas las
formas de ordenar los datos, se encuentran
dos extremos bien diferenciados estadística-
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 proporción de ataque
debida a los tratamientos insecticidas y la

15.3 49.6

19.8 43.4

A Di DE

S 23.5

NL 32.6

L 25

C 13

Total 27.5

31.1

52

35.8

64

44.9

13.6 82

16 44.3

45

I 8.8 46.3
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Cuadro 3. Valores de la comparación múltiple Scheffé en los diferentes ANOVAs realizados, cuyos resultad^^s
son: RIEGO, F=7.97, p<0.000; SECANO F=7.66, p<O.UOU; 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 estadísticamente siKnificativas.

Di DE LA

A ILUOI O,R36 I).0?7

Riego Di ILI)161 p?p5

UE 0.182

A 0.227 U.3-i I (1.SU6

Secano Di fl.llllli 0.2{6i

DF, II,111)I

A 0.279 0.56 0.79

Laboreo Di I l.l l-1 p,yp

Dr. 0.31
A 1LUIIII 0.17 I1.lI?

No Laboreo Di I).llllfl IL1IlL'

DF. 11.1II1?

A 0.39 ILIIUII

Cubierta Ui IL11_'

DF,

proporción debida al régimen de riego, se
han llevado a cabo análisis de función 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
árboles prospectados, las variables RIEGO y
DELTAMETRINA (por orden de importan-
cia) son las únicas que se escogen para cons-
truir dos funciones que explicarían el 57.9%
de los casos.

Al considerar solo los árboles en tincas de
secano, únicamente la variable DELTAME-
TRINA es seleccionada para explicar el
68.6% de los casos.

Al considerar sólo los casos de tincas de
riego, las variables que selecciona el análisis
de funcióq discriminante son ALFACIPER-
METRINA y DELTAMETRINA, y ambas
explican el 51.4%^ de los casos.

Teniendo en cuenta sólo 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 árboles de fincas con no laboreo
como técnica de manejo de suelo, la función
discriminante que se construye para clasifi-

car los casos escoge las variables DIMETO-
ATO y LAMBDACIHALOTRIN, yue expli-
can el 62.4% de los casos.

Por último, considerando sólo las tincas
en las que mantienen una cubierta vegetal
como forma de manejo del suelo, las varia-
bles escogidas para las funciones discrimi-
nantes son LAMBDACIHALOTRW,
SECANO y DIMETOATO, y explican el
81.3% de los casos.

DISCUSIÓN

Las relaciones depredador-presa suelen
ser modificadas por los piretroides (MuF-
trLEa-BE Ĵ^sctiMl^T, 1990), puesto que pre-

sentan unas DLSO más bajas para los depre-

dadores. En el caso de los ácaros fitoseidos,

depredadores eficaces de otros ácaros fitófa-
gos, los valores de DL5t1 pueden llegar a ser

hasta quince veces menores que para las pla-

gas que controlan, hecho que explica la tre-

menda sensibilidad al tratamiento con pire-

troides de este equilibrio depredador-presa

en la comunidad de ácaros (EsNiNHA et ul.,
1998; SATO et nl., •^^l; VILLARONGA y GAR-

cíA-MARí, 1988). ZACHAa^A (2001) otorga a
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los fitoseidos el carácter 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 GoNZÁLEZ et nl. (1999) en Sevi-

lla y pOr PAPAIOANNOU-ĴOULIOTIS y MARKO-

YIANNAKI-PR[NTZIOU (2^^3^ en CireCla.

Los olivares tratados con deltametrina son

los que presentan una mayor frecuencia de

acariosis, hecho corroborado por el análisis

discriminante, puesto que la deltametrina es la
variable que más se escoge para construir las

funciones que clasifican los casos correcta-

mente en dicho análisis discriminante. Posi-

blemente el impacto de los piretroides sobre

los fitoseidos sea la causa de este incremento

significativo de los síntomas de acariosis.

VILLARONGA y CiARCÍA-Ñ1ARl (19óó^ deSCri-

ben el fuerte impacto que tiene la aplicación

de deltametrina sobre este grupo de ácaros en

avellano, y SATO et al. (2001) en cítricos.

El empleo de alfacipermetrina y de lamb-
dacihalotrín no parece e^star detrás de la pre-
sencia de acariosis, al menos cuando se consi-
deran todos los casos. El análisis 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 aná-
lisis discriminante. Los árboles presentes en
tincas de riego tienen un 43.5% de brotes
con acariosis, frente al 28.4% de las fincas
de secano. Esta circunstancia es lógica
teniendo en cuenta que la aplicación de rie-
gos tiene como consecuencia inmediata un
crecimiento rápido, con tejidos jóvenes 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
análisis 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 habría
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
e] crecimiento vegetativo del olivo, lo que
favorecería la presencia de Aceria oleae.

Por último, mencionar el hecho de que el
tipo de manejo de suelo no parece estar detrás

de la presencia de síntomas de acariosis.

Cuadro 4. Resultados de la prospección de acariosis, expresados como número de brotes con síntomas dividido
entre diez. LA: lambdacihalotrín, A: alfacipermetrina, D: dimetoato, DE: deltametrina, NL: No laboreo, L:

laboreo, C: cubierta, R: riego y S: secano.

Árbol I Árbol2 Árbol3 Árbol4 ÁrbolS [nsect. 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 0,4 0,4 0,6 LA NL S

0,8 0,5 0,5 0.9 0,8 LA NL R

0 0 Q2 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 Q4 Q9 0,3 LA NL S

0,4 0,2 0,4 0,4 Q4 LA L S

0 0,1 0,2 0,2 0 LA NL S
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Cuadro 4. Resultados de la prospección de acariosis, expresados como número de brotes con síntomas dividido
entre diez. LA: lambdacihalotrín, A: alfacipermetrina, D: dimetoato, DE: deltametrina, NL: No laboreo, L:

laboreo, C: cubierta, R: riego y S: secano. ( Continuación)

0,3 0,5 0,7 0,7 Q6 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, I 0 0,2 0 0, I LA C S
0 0 0 0 0, I LA C S

0 0 0 0, I 0 LA C S

0,1 0,4 0,4 0 0,2 LA NL R

0,3 0 0 0, I 0,2 LA NL R
Q I 0,1 0 0,1 0,3 LA NL R

0 0, I 0 0 0 LA NL R

0,9 1 0,8 0,8 I A C R

0 0 0 0,2 Q3 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

Q9 Q6 1 I Q9 A NL R

0,7 0,1 0,6 l I A L R

0 0,2 0,1 0,9 0,7 A C R

0,7 0,9 0,7 Q6 0,9 A N L R

0, I 0 0, I 0 0 A N l, R

0,1 0,1 Q2 0,3 0,2 A L S
0,3 0 0,1 0,1 0 A L S

0,4 0,3 0,2 0,7 0,6 A L S

0,6 0,3 0,4 0,3 0,3 A L S
0,2 0,3 0,2 0,5 0,5 A L S
Q 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 0,3 D NL S
0,3 0,5 0 0,4 QS D NL R

0,3 Q2 0,3 0, I 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, I 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 Q3 0 0,1 D L S

0 0,1 0,7 0,1 0,2 D NL S

0,4 Q4 0,5 0,6 Q4 DE L R

0,8 0,7 0,8 0,8 0,6 DE L R

0,2 0,1 Q6 0,8 0,4 DE L S
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Cuadro 4. Resultados de la prospección de acariosis, expresados como número de brotes con síntomas dividido
entre diez. I,A: lambdacihalotrín, A: alfacipermetrina, D: dimetoato, DE: deltametrina, NL: No laboreo, L:

laboreo, C: cubierta, R: riego y S: secano. (Continuación)

0,f 0,1 0,1 0,1 0,4 DE L R

0,3 Q 1 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 Ql DE L R

I 0,8 0,9 0,9 0,9 DE L R

0,2 0,5 Q8 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 S

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 I I I DE L S

0,7 0,8 Q6 1 I DE NL R

0,6 0,6 0,7 Q6 0,2 DE L S

0,6 I 0,7 0,9 Q9 DE L S

CONCLUSIONES

Para todas las variables de cultivo consi-
deradas (sistemas de manejo de suelo y
secano/regadío), las fincas tratadas con
deltametrina, presentan unos ataques de
acariosis significativamente mayores, que
las tratadas con otros piretroides o con
dimetoato.

En la misma situació q anterior, las fincas
tratadas con alfacipermetrina o con lambda-
cihalotrín, 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

Como se indica en el apartado anterior, en
las fincas tratadas con el insecticida clásico
en olivar (dimetoato), los ataques de acario-
sis son inferiores a los observados en las fin-
cas tratadas con piretroides.

Un factor agronómico, 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 fertilización nitrogena-
da no ha podido evaluarse puesto que la
información de la que se disponía 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. Ueg. 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
2(>O5, in olive groves with treatments of deltamethrin, alphacypermethrin, lambdacy-
halothrin and dimethoate in three yeazs or more time ago. Moreover, another factors that
they can have intluence 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), huve been stud-
ied too.

Irrigation and deltamethrin treatments are variables that they explain almost 60°Ir 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 trea[-
ments, with greater values of damage by mi[e Aceria olene, and another hand, lands with
dimethoate treatments, with smaller values. [n 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
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 ot' mite
damage.

Key words: impact, deltamethrin, alphacypermethrin, Iambdacyhalothrin.
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