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para el control del picudo de la platanera
(Cosmopolites sordidus Germar)
en condiciones de laboratorio
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Hl Resumen

El picudo de la platanera (Cosmopolites sordidus) es una plaga
prioritaria para los agricultores de este sector, que demandan
soluciones para su gestion, cuyas alternativas de control son
limitadas. Para intentar responder a esta demanda, y dentro
del enfoque de la Gestion Integrada de Plagas (GIP), que
prioriza los métodos bioldgicos, culturales y biotécnicos, se
han evaluado diferentes productos comerciales en base al
hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana frente al picudo
de la platanera, en condiciones de laboratorio. Los productos
seleccionados fueron: Naturalis®, Serenisim®, Ostrinil®, Velifer® y
Phoemyc+®. Aunque los tres primeros productos estan registrados
como fitosanitarios, sélo Serenisim® esta autorizado para el control
de picudo de la platanera, mientras que Velifer® y Phoemyc+®
estan en proceso de registro. En el ensayo realizado se encontro
que la mortalidad maxima fue obtenida con la aplicacion de
Serenisim® (50%), seguida del tratamiento con Velifer® (35%).
Phoemyc+® y Ostrinil® alcanzaron mortalidades algo menores
(25% en ambos casos), y Naturalis® fue el producto que presento
menor mortalidad por B. bassiana (15%).




M Introduccién, antecedentes y justificaciéon

El picudo negro de la platanera Cosmopolites sordidus afecta al
cultivo de la platanera en Canarias, encontrandose en las islas de
Tenerife, La Gomera y La Palma, donde se la considera como la
plaga principal (Perera y Molina, 2002). Es un curculiénido de 9-16
mm de longitud, cuyas larvas se alimentan de la cabeza o cormo
de la planta excavando galerias y destruyendo tejidos y vasos
(Fig. 1). Esto provoca un debilitamiento general de la planta con
amarilleos foliares, falta de desarrollo y problemas en el “llenado”
de la fruta que pueden afectar gravemente a la produccién (Perera
etal., 2011).

Figura 1. Larva (izquierda) y adulto (derecha) de C. sordidus en cormos de platanera. Fotos:
COPLACA OPP.

En la actualidad, el control de esta plaga se basa principalmente
en el empleo de trampas cebadas con feromona de agregacion,
medidas culturales y en el control quimico (MAPA, 2016) con un
numero de materias activas restringidas, en momentos puntuales
del cultivo y/o condiciones especificas de aplicacién (numero de
tratamientos anuales limitado, sélo por riego por goteo, solo en




invernaderos con cubiertas permanentes, o en un maximo de
superficie de cultivo). Ademas, este ultimo método puede tener
efectos negativos sobre el medio ambiente, y presentar riesgos
para el aplicador. Por ello, el sector platanero demanda alternativas
eficaces, que se puedan incluir en un programa de Gestion
Integrada para esta plaga.

El marco normativo actual (Real Decreto 1311/2012, de 14 de
septiembre, por el que se establece el marco de actuacion para
conseguir un uso sostenible de los productos fitosanitarios) obliga
a realizar una Gestién Integrada de Plagas para toda la agricultura
profesional espafola, haciendo un uso responsable de los
fitosanitarios para reducir los riesgos a la salud humana y el medio
ambiente. La puesta en practica de la GIP exige que se aplique en
cada caso la técnica mas respetuosa de entre todas las existentes,
priorizando asi los métodos biolégicos, culturales y biotécnicos.

Uno de los agentes de control bioldgico mas prometedores para
el control del picudo de la platanera es el hongo entomopatégeno
Beauveria bassiana, aunque con resultados dispares en
condiciones de campo en diferentes paises (Batistas Filho et al.,
1987; Castineiras et al., 1990; Castrillon, 1991; Araujo Eraso et al.,
2002; Castrillén et al., 2002; Rojas y Gaotilla, 1992; Sirjusingh et
al., 1992; Tinzaara et al., 2007; Ubilla, 2007; Perera et al., 2011;
Armendariz et al., 2016; Perera et al., 2018). El modo de accién
del hongo consiste en la adherencia de sus conidios al cuerpo
del insecto, que en contacto con la cuticula del mismo germinan y
penetran en su cavidad interna, atacando los tejidos grasos y los
organos. El insecto deja de alimentarse y muere al cabo de 4-10
dias después de la infeccion. La eficacia del hongo en condiciones
de campo es influida por diversos factores, como la patogenicidad
de la cepa, el sustrato, conservacion y aplicacién del producto, el
estadio de desarrollo del insecto, la temperatura, la humedad y la
radiacion solar (Perera et al., 2011).

La combinacién de hongos entomopatdgenos con trampas
cebadas con feromonas (trampas infectivas) constituye una
alternativa de aplicacion de estos agentes de control biolégico




que busca maximizar su contacto con el insecto, proteger al
hongo de las condiciones ambientales adversas, disminuir efectos
adversos sobre organismos no diana, y ocasionar zoonosis en las
poblaciones de picudo presente en el cultivo.

Como paso previo para la utilizacion de formulados con B. bassiana
en trampas infectivas en condiciones de campo, se planted6 el
objetivo de este trabajo evaluar la eficacia de los tratamientos con
productos comerciales conteniendo el hongo entomopatégeno
B. bassiana sobre adultos de C. sordidus, en condiciones de
laboratorio.

l Material y métodos
1. Localizacion del ensayo

El ensayo se realiz6 en el Laboratorio de Entomologia de la Unidad
de Proteccion Vegetal del Instituto Canario de Investigaciones
Agrarias.

2. Tratamientos

Los productos comerciales que se evaluaron fueron: Naturalis®,
Serenisim®, Ostrinil®, Velifer® y Phoemyc+®, los cuales se
seleccionaron por contener en su composicion conidios del
hongo entomopatégeno B. bassiana (Tabla 1). Los tres primeros
productos evaluados tienen registro como fitosanitarios, pero el
unico de ellos que esta registrado para el control de picudo negro
de la platanera es Serenisim®. Velifer® y Phoemyc+® estan en
proceso de registro como productos fitosanitarios. En cuanto a
su presentacién, Naturalis® y Velifer® son suspensiones oleosas,
Serenisim® y Ostrinil® estan formulados como microgranulos, y
Phoemyc+® viene sobre sustrato vegetal (granos de arroz).




Tabla 1. Resumen de la ficha técnica de los productos evaluados.

Nombre
comercial

Naturalis®

N° registro
20111

Ostrinil®

N° registro
ES-00581

Phoemyc+®

Serenisim®

N° registro
ES-00582

Velifer®

Materia activa

B. bassiana cepa
ATCC 74040 2,3%
[OD] PV

Concentracion B.

bassiana en el
formulado

2,3 x 107 conidios
viables/ml

Plagas sobre
las que actua

Acaros
tetraniquidos

Arafa roja

Gusanos de
alambre

Mosca blanca

Mosca de la cereza

Mosca de la fruta

Mosca del olivo
Psila
Pulgones

Thrips

Cultivos

Vid

Berenjena, cucurbitaceas,
fresal, manzano, pimiento,
tomate

Berenjena, patata,
pimiento, tomate

Arbustos pequefios y
arboles ornamentales,
berenjena, brécol, coliflor,
cucurbitaceas, fresal,
haba para grano, judias
para grano, haba verde,
judia verde, ornamentales
herbaceas, pimiento,
tomate

Cerezo

Caqui, citricos, frutales
de hueso

Olivo

Peral
Achicoria, endibia, lechuga
Berenjena, cucurbitaceas,

fresal, frutales de hueso,
pimiento, tomate, vid

Picudo rojo de la

sélido y seco

B. bassiana cepa s palmera i
147 [MG] P/P U ety Palmaceas
Barrenador
B. bassiana cepa o Picudo rojo de la
203, Formulado | 3,3 x 10° conidios/g palmera Palmerales

Picudo rojo de la

Palmaceas, palmera

PPRI 5339 8%
[OD] PNV

8 x 10° conidios/ml

Mosca blanca

B. bassiana cepa palmera datilera
NPP111B005 [MG] 5 x 108 ufc/g
P/P Picudo negro de la Platanera
platanera
Acaros En invernadero:
B. bassiana cepa Thrips Ornamentales, frutales,

hortalizas, plantas
herbaceas, plantas
aromaticas




3. Diseno experimental y aplicacion de los tratamientos

Previo al inicio del ensayo, se seleccionaron 120 adultos de picudo
de tamano y edad similar (20 adultos por producto a evaluar, mas
20 para el tratamiento control). El ensayo se llevo a cabo en placas
de Petri de 9 cm de diametro, vacias en el caso del control, y
con la cantidad de producto (en g o ml) correspondientes, en los
tratamientos bio-insecticidas a evaluar. Todo el proceso se realizé
en condiciones de esterilidad en camara de flujo laminar.

Para calcular las dosis por placa, se tuvo en cuenta que el objetivo
del trabajo era comparar la eficacia del producto a las dosis
recomendadas por el fabricante para su aplicacion en campo.
Por ello, se tomé como referencia la dosis indicada en la etiqueta
y la superficie cubierta por este tratamiento en el tratamiento de
campo, y se realizaron los calculos necesarios para obtener, en la
superficie de una placa de Petri (9 cm de diametro, 63,6 cm?), la
misma cantidad de inéculo por cm? que en las condiciones reales
de aplicacion del producto. En el caso de los productos granulados
y sobre arroz, para simular las condiciones de una trampa infectiva,
la superficie de aplicacion se consideré como la superficie de una
trampa (14 cm de diametro, 154 cm?). En el caso de los productos
de formulacion liquida, se tomo en cuenta el gasto de caldo por
planta (350 ml para una buena cobertura del suelo) y la superficie
de suelo mojada por este caldo (un radio de 40 cm alrededor del
pseudotallo, 7567 cm?). Las dosis calculadas por placa se muestran
en la Tabla 2.




Tabla 2. Dosis aplicada de cada producto en las placas de Petri del tratamiento en
laboratorio.

Nombre Dosis de referencia Superficie en
comercial trampa o planta*

Dosis aplicada por placa
de Petri

Naturalis® 11/ha 7567 cm? 3 ml caldo = 0,0048 ml
350 cc caldo/planta producto
Ostrinil® 30 g /trampa 154 cm? 12,59
Phoemyc+® 25 g/planta 154 cm? 10,59
Serenisim® 30 g /trampa 154 cm? 12,59
Velifer® 200 ml/100 | 7567 cm? 3 ml caldo = 0,006 ml
350 cc caldo/planta producto

*Superficie de placa de Petri: r>*m = (4,5 cm)?*3,1416 = 63,6 cm?
Superficie de trampa: r2*m = (7 cm)?*3,1416 = 153,94 = 154 cm?
Superficie mojada alrededor de la planta: superficie circulo mojado — superficie pseudotallo
(R#*11) — (r?*) = [(55 cm)?*3,1416] - [(25 cm)?*3,1416] = 9503,3 — 1963,5 = 7566,8 cm?

El primer tratamiento aplicado fue el control, para posteriormente
efectuar consecutivamente cada uno de los tratamientos con los
productos. Entre uno y otro se limpié la superficie de la camara
con alcohol, para evitar la contaminacion cruzada entre cepas de
B. bassiana. Los tratamientos consistieron en la colocacion de un
adulto de picudo por placa (20 por tratamiento = 20 placas) donde
se habia aplicado la cantidad de producto calculada (Tabla 2). Cada
placa se cerré con su tapa durante los 15 minutos del tratamiento
para evitar que el insecto escapara (Fig. 2).

Transcurrido este periodo, cada individuo fue transferido a una
nueva placa de Petri estéril, con un trozo de papel de filtro en la
base, humidificado con 600 [Jl de agua estéril. Estas placas fueron
etiquetadas indicando el tratamiento, niumero de repeticién y fecha
de inicio del ensayo. Se sellaron con Parafiim® y se mantuvieron
bajo condiciones controladas (25+1°C, 60% HR, oscuridad) durante
39 dias para su seguimiento.




Figura 2. Tratamiento en laboratorio con
productos basados en B. bassiana para
C. sordidus. A) Aspecto de tratamiento
con Naturalis® y Velifer®; B) Aspecto de
tratamiento con Serenisim® y Ostrinil®; C)
Tratamiento con Phoemyc+®. Fotos: Ana
Piedra-Buena.

4. Evaluacién del ensayo

Las placas se revisaron tres veces por semana para registrar la
mortalidad de los individuos. Si durante la revision se observaba
algun papel de filtro seco, se volvia a humedecer con agua
destilada estéril.

Cuando en la revision se constataba la muerte de un insecto, se
realizaba la correspondiente camara humeda para detectar la
presencia de hongos entomopatogenos. Para ello, los insectos
muertos se lavaban con hipoclorito sédico (1%) durante 1 minuto,
tras lo cual se les sometia a tres lavados consecutivos con agua
destilada estéril (1 minuto cada lavado), reemplazando el agua
cada vez. Posteriormente, los insectos se dejaban secar sobre
papel de filtro estéril. Cuando estaban secos, se colocaban
sobre un portaobjetos de cristal, apoyado en papel de filtro estéril
humedecido con agua destilada estéril, dentro de una placa de
Petri estéril.




Las placas se sellaban con Parafilm® y se incubaban durante un
periodo maximo de 14 dias a 25+1°C, 60% HR, y en oscuridad,
observandose periddicamente para mantener la humedad del papel
de filtro y registrar a los insectos que presentaban crecimiento del
micelio blanco caracteristico de B. bassiana desde el interior de
su cuerpo (Fig. 3). Para calcular la mortalidad de picudos en cada
tratamiento sélo se consideraron aquellos con presencia de micelio

Figura 3. Aspecto del micelio de B. bassiana sobre adultos de C. sordidus. Fotos: José

Ramén Estévez Gil.

Por otra parte, se comprobo la concentracion de conidios viables
para cada producto, mediante diluciones del producto, siembra en
placa de PDA de cada concentracién y conteo de colonias.

Il Resultados y discusion

El ensayo tuvo una duracién de 39 dias desde el tratamiento. En
este periodo se observo que la mortalidad maxima causada por
B. bassiana (50%) fue obtenida con la aplicacién de Serenisim®,
seguida del tratamiento con Velifer® (35%). Mortalidades algo
menores se observaron con Phoemyc+®y Ostrinil® (25% en ambos
casos), mientras que Naturalis® fue el producto que presenté menor
mortalidad por B. bassiana (15%). Por su parte, en el tratamiento
control no se registré mortalidad por este hongo durante el periodo
de observacion (Tablas 3 y 4; Fig. 4).




Tabla 3. Mortalidad acumulada (n° individuos) por B. bassiana en cada uno de los
tratamientos aplicados sobre C. sordidus.

Dias desde el tratamiento

Tratamiento

Serenisim®
Velifer®

Ostrinil®

Phoemyc+®

Naturalis®

Control

Tabla 4. Mortalidad acumulada (%) por B. bassiana en cada uno de los tratamientos
aplicados sobre C. sordidus.

Tratamiento

Serenisim®
Velifer®
Ostrinil®

Phoemyc+®

Naturalis®

Control

Figura 4. Mortalidad acumulada (%) por B. bassiana, en adultos de C. sordidus.
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Se encontraron bajos niveles de mortalidad, en comparaciéon con
otros trabajos realizados en condiciones de laboratorio (Rodriguez
et al., 2006; Valencia Cortés y Torres, 2007; Barrios et al., 2016;
Piedra Buena et al., 2017). Sin descartar un posible efecto de la
metodologia utilizada en cada ensayo, se sugiere que los resultados
pueden estar afectados no sélo por la variabilidad en la virulencia de
las diferentes cepas del hongo entomopatdgeno, sino también por
la susceptibilidad de distintas poblaciones del insecto. En concreto,
en un ensayo similar donde también se ensayaron Phoemyc+® y
Naturalis® sobre adultos del picudo de la platanera (Piedra Buena
et al., 2017), los porcentajes de mortalidad alcanzados mostraron
notables diferencias con los aqui observados. En dicho trabajo, la
mortalidad maxima habia sido de 65% para Phoemyc+®y 55% para
Naturalis®, mientras que en este trabajo estos productos apenas
alcanzaron un 25% y un 15% de mortalidad, respectivamente.

Es importante tener en cuenta que los distintos productos no
s6lo contienen diferentes cepas de B. bassiana, sino distintas
concentraciones y dosis. La comprobacién de la concentracion
de conidios en cada producto, mediante siembra de diluciones
progresivas de los mismos en placas de Petri con PDA, mostro
diferencias en los conidios viables indicados en la etiqueta con
respecto a la concentracion real en algunos de ellos (Tabla 5).
Esto permitié confirmar, por otra parte, las concentraciones reales
aplicadas en cada tratamiento.

Tabla 5. Dosis y unidades formadoras de colonias (ufc) aplicadas sobre C. sordidus en
cada tratamiento.

Concentracion de B. bassiana Dosis Ufc/placa de Petri

T I aplicada
ndicada en el por placa Srico*

producto Real de Petri Tedrico Real
Naturalis® 2,3 x 107 ufc/ml | 3,9 x 108 ufc/ml | 0,0048 ml | 1,1 x10% | 1,9x 10*

Ostrinil® 5 x 108 ufc/g 1 x 10°ufc/g 12,59 6,3x10° | 1,3x 10"
Phoemyc+® 3,3 x 10°ufc/g 2 x 107 ufc/g 10,59 3,5x10" | 2,1 x108

Serenisim® 5 x 108 ufc/g 1 x 10° ufc/g 12,549 6,3x10° | 1,3x10%
Velifer® 8 x 10°ufc/ml 8 x 10° ufc/ml 0,006 ml | 48x107 | 4,8x 107

* Concentracioén calculada en funcion del dato de la etiqueta de cada producto.
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Con respecto a las diferencias entre la concentracion de conidios
indicada en la etiqueta y la obtenida en el estudio de viabilidad
de laboratorio, pone de manifiesto la importancia de mantener
este tipo de productos, basados en organismos bioldgicos, en
adecuadas condiciones de conservacion. Asimismo, destaca
la necesidad de efectuar controles continuos a lo largo del
proceso de elaboracién de estos productos para asegurar el
cumplimiento de sus estandares de calidad, principalmente la
viabilidad de los conidios.

Sin embargo, teniendo en cuenta las concentraciones reales
de conidios de B. bassiana aplicados en cada tratamiento y los
resultados de mortalidad obtenidos, no se observa una correlacion
directa entre ambas variables (datos no mostrados). Si bien parece
haber una tendencia a observar mayor mortalidad en los productos
con mayor concentracion de conidios, algunos productos con la
misma concentracién, como Ostrinil® y Serenisim®, ocasionaban
mortalidades bastante diferentes (25% y 50%, respectivamente).
De la misma manera, productos que alcanzaron el mismo nivel de
mortalidad, como Ostrinil® y Phoemyc+® (25% en ambos casos),
diferian bastante en su concentracion de conidios (1,3 x 10"
conidios en el caso de Ostrinil®, y 2,1 x 108 conidios en Phoemyc+®).
Un aspecto que puede estar relacionado con ello es la virulencia
o especificidad de la cepa del hongo. Parece menos probable que
el efecto sea debido a la dosis, puesto que los adultos de picudo
permanecieron practicamente inmdviles en los 15 minutos en que
se les dejo en contacto con el producto. Es decir, que la cantidad
de producto que recibieron durante el tratamiento era la que estaba
en contacto con su cuerpo, independientemente de la cantidad
aplicada en la superficie de la placa. Como indican Perera et al.
(2011), también se debe tener en consideracion la formulacion del
producto, cuya presentacion (liquida o sélida), asi como el uso de
determinados adyuvantes, puedan dar lugar tanto a una mayor
viabilidad del hongo, como a la adherencia de un mayor nimero de
conidios del hongo y/o por mas tiempo sobre el cuerpo del insecto,
incrementando asi su efectividad.




H Conclusiones

* Segun los resultados obtenidos en este ensayo, el producto
basado en B. bassiana mas efectivo para el control de C.
sordidus en condiciones de laboratorio fue Serenisim®, con
50% de mortalidad de adultos. Este producto mostré también
una accion mas rapida, y a partir de los 13 dias después de
la aplicacion fue claramente superior al resto de los productos
aplicados. Le siguen en eficacia el producto Velifer®, con 35%
de mortalidad, y Ostrinil® y Phoemyc+®, ambos con un 25%.

* La mortalidad de los adultos de C. sordidus parece estar mas
relacionada con la concentracién de conidios en el producto
que con la dosis aplicada, aunque es posible que otros factores
tengan aun mayor influencia, como la virulencia y especificidad
de la cepa, y las caracteristicas del formulado.

Estos resultados sugieren que Serenisim® (registrado para control
de C. sordidus en platanera) y Velifer® (en proceso de registro como
producto fitosanitario) serian los productos con mayor potencial
para ser incluidos en programas de Gestion Integrada de picudo
de la platanera. El uso de éstos, tanto por la propia definicion de la
GIP, como por los niveles de mortalidad registrados en el ensayo,
deberia combinarse con otras medidas de intervencion para ser
efectivo y mantener este efecto en el tiempo.

Se plantea evaluar la eficacia de los productos que mostraron
mayor eficacia en laboratorio en condiciones de campo, para
contrastar los datos con los resultados obtenidos en este trabajo.
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