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] Resumen

El picudo de las cuatro manchas del cocotero, Diocalandra frumenti
(Fabricius), es un insecto que amenaza, entre otras, a la palmera
canaria, la cual es considerada simbolo vegetal territorial del
archipiélago canario, y esta protegida por ley. Teniendo en cuenta
la importancia cultural y paisajistica de esta planta, y dentro del
enfoque de la Gestion Integrada de Plagas (GIP), se han evaluado
diferentes productos comerciales con el hongo entomopatégeno
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, como agente de control bioldgico
frente a adultos de este picudo en condiciones de laboratorio.
Los productos evaluados fueron: Naturalis®, Serenisim®,
Ostrinil®, Velifer® y Phoemyc+®. Los resultados de este ensayo
muestran que los productos que alcanzaron mayor porcentaje de
mortalidad frente al picudo de las cuatro manchas del cocotero
fueron Naturalis® y Velifer® (75%), seguidos de Ostrinil® (65%) y
Serenisim® (55%), siendo Phoemyc+® el producto que presentd
menor mortalidad por B. bassiana (35%).

Palabras clave: Diocalandra frumenti, picudo de las cuatro manchas del cocotero,
picudin de la palmera, Beauveria bassiana, hongo entomopatdgeno, Phoenix
canariensis, palmera canaria, gestion integrada de plagas.



B Introduccién, antecedentes y justificacion

El picudo de las cuatro manchas del cocotero, Diocalandra
frumenti  (Fabricius) (Coleoptera: Dryophthoridae), también
conocido localmente como “picudin® de la palmera, es un pequefio
coleoptero de color negro (6-8 mm de longitud), de cuerpo alargado
y generalmente de color pardo-rojizo a negro, con marcas negras
en el pronoto y en los élitros (Hill, 1983; Singh y Barrikkad, 2017)
(Figura 1).

—

Figura 1.
Adulto de D. frumenti (Fabricius) (Fuente: Ramos-Cordero, C.).

Este insecto es originario del Sureste Asiatico: Bangladesh, India,
Indonesia, Tailandia, ... (Lepesme, 1947), y se encuentra extendido
por los tropicos en diversas areas litorales de los océanos Pacifico e
indico. La distribucion actual de la especie se muestra en la Figura
2. En Canarias, desde su primera deteccion en Maspalomas (San
Bartolomé de Tirajana, Gran Canaria) en 1998 sobre palmera
canaria (Salomone et al., 2000b), D. frumenti se ha ido expandiendo
rapidamente a otras islas del archipiélago, causando un aumento
drastico en la infestacion de las palmeras. Actualmente, segun los
muestreos realizados por el Gobierno de Canarias, se confirma la
presencia de D. frumenti en todas las islas del archipiélago, salvo en
la isla de El Hierro y La Graciosa (http://www.picudorojocanarias.es).
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Figura 2.
Distribucion de D. frumenti (Fabricius) (Fuente: EPPO, 2021).

Este insecto ha sido detectado en al menos 17 géneros de la familia
Arecaceae, la mayoria de los cuales son especies de palmeras
de importancia econdmica, cultivadas por su interés alimenticio u
ornamental. Sus huéspedes principales son el cocotero (Cocos
nucifera L.), la palmera canaria (Phoenix canariensis H. Wildpret) y
sus hibridos. Por su interés botanico, cientifico, ecolégico, cultural
y paisajistico, la palmera canaria es considerada simbolo vegetal
territorial del Archipiélago Canario (Ley 7/1991 de Simbolos de la
Naturaleza para las Islas Canarias), y como tal esta protegida por la
Orden de 20 de febrero de 1991 de Proteccion de la Flora Vascular
Silvestre de Canarias. Otros huéspedes de menor relevancia son la
palmera datilera (Phoenix dactylifera L.), la palma de aceite (Elaeis
guineensis Jacq.), la nipa (Nypa fruticans Wurmb) y muchas otras
palmeras ornamentales (Hill, 1983; Gonzalez Nufez et al., 2002;
EPPO, 2019).

El ciclo de vida de D. frumenti se compone de cuatro estadios bien
diferenciados: huevo, larva, pupa y adulto, con una duracion desde
huevo a adulto de unas 10-12 semanas (Hill, 1983). El principal
dafo que ocasiona es durante su estado larvario. Para alimentarse,
las larvas excavan galerias de 1-2 mm de diametro en tejidos
sanos del tercio basal del raquis de hojas verdes, produciendo
exudaciones gomosas y provocando la seca prematura de hojas




de la corona de la palmera, desde las exteriores hacia las interiores
(Salomone et al., 2000b) (Figura 3).

el

Figura 3.

Danos directos de D. frumenti sobre palmera: a) detalle de una larva excavando una galeria
en la nervadura del raquis de una hoja, b) galerias en corte transversal del raquis de una
hoja, ¢) tamafio comparativo entre un orificio de emergencia y un adulto de D. frumenti, d)
orificios de salida en la base del raquis de una hoja, e) exudados gomosos a la entrada de
las galerias y f) colapso de las hojas de la palmera (Fuente: a-b, d-f, Ramos Cordero, C. y
c, Pefia, A.).




La Orden de 29 de octubre de 2007, de la Consejeria de Agricultura,
Ganaderia y Pesca del Gobierno de Canarias, establece las
medidas fitosanitarias para el control de D. frumenti. Estas
medidas consisten en realizar una correcta poda de las palmeras
y gestion de sus residuos, en combinacion con el control quimico,
basado fundamentalmente en el uso de clorpirifos e imidacloprid,
ya prohibidos. ElI marco legal en Espafia es el Real Decreto
1311/2012, de 14 de septiembre, que traspone a la normativa
nacional la Directiva CE 2009/128 del Parlamento Europeo. Este
RD tiene por objeto establecer el marco de accion para conseguir
un uso sostenible de los productos fitosanitarios mediante la
reduccion de los riesgos y los efectos del uso de los productos
fitosanitarios en la salud humana y el medio ambiente, y el fomento
de la Gestion Integrada de Plagas (GIP) y de planteamientos o
técnicas alternativas, tales como los métodos biolégicos, culturales
y biotecnoldgicos. Dentro de los métodos bioldgicos que pueden
ser utilizados en la GIP se incluyen los hongos entomopatégenos,
que parasitan y causan la muerte de insectos.

El hongo entomopatégeno Beauveria bassiana (Bals.) Vuill
(Ascomycota: Clavicipitaceae) tiene la potencialidad de infectar y
provocar una alta mortalidad a un amplio rango de insectos, entre
ellos el orden Coleoptera, grupo al que pertenecen la mayoria de
las plagas agricolas (Fernandez-Larrea, 2004). Este hongo ha
mostrado un alto nivel de control sobre plagas como Cosmopolites
sordidus Germar (Batista Filho, 1989; Castifieiras, 1990; Castrillon,
1991, 2002; Rojas y Gotilla, 1992; Sirjusingh, 1992; Tinzaara,
2007), la broca del café Hypothenemus hampei Ferrari (Cardenas
et al., 2007) y Spodoptera frugiperda Smith en maiz (Gardner et
al., 1997). El modo de accién de B. bassiana es por contacto, ya
que sus esporas, al entrar en contacto con la cuticula del insecto,
germinan y penetran en su cavidad interna, atacando los tejidos
grasos y los érganos. El insecto deja de alimentarse y muere al
cabo de unos dias (4-10 dias después de la infeccion). La eficacia
del hongo en condiciones de campo depende de la patogenicidad
de la cepa, el sustrato, conservacion y aplicacion del producto, el
estadio de desarrollo del insecto, la temperatura, la humedad y la
radiacion solar (Perera et al., 2011).



Il OBJETIVO

Evaluar la eficacia de productos comerciales con el hongo
entomopatdgeno Beauveria bassiana (Bals.) Vuill sobre adultos de
Diocalandra frumenti (Fabricius), en condiciones de laboratorio.

Il MATERIAL Y METODOS
1. Localizacion del ensayo

El ensayo se llevd a cabo en el laboratorio de Entomologia
de la Unidad de Proteccion Vegetal del Instituto Canario de
Investigaciones Agrarias.

2. Tratamientos

Los productos comerciales evaluados fueron Naturalis®, Serenisim®,
Ostrinil®, Velifer® y Phoemyc+®, seleccionados por contener en su
composicion esporas de B. bassiana. Los tres primeros productos
evaluados estan registrados como fitosanitarios, aunque ninguno
de ellos esta autorizado para el control de D. frumenti. Phoemyc+®
esta en vias de registro como producto fitosanitario para el
control de D. frumenti. Naturalis® y Velifer® se presentan como
suspensiones oleosas, Serenisim® y Ostrinil® estan formulados
como microgranulos, y Phoemyc+® esta formulado sobre granos
de arroz (Tabla 1).

Tabla 1.
Resumen de las fichas técnicas de los productos evaluados.

Naturalis® Materia activa: B. bassiana cepa ATCC 74040 2,3% [OD] P/V
Concentracion de B. bassiana en el formulado: 2,3 x 107 esporas
viables/ml
Plagas sobre las que actua: acaros tetraniquidos, arafia roja, gusanos
de alambre, mosca blanca, mosca de la cereza, mosca de la fruta, mos-
ca del olivo, psila, pulgones vy thrips.

Cultivos: vid, berenjena, cucurbitaceas, fresal, manzano, pimiento,
tomate, arbustos pequefios y arboles ornamentales, brécol, coliflor,
fresal, haba para grano, judias para grano, haba verde, judia verde,
ornamentales herbaceas, pimiento, cerezo, caqui, citricos, frutales de
hueso y olivo.




Serenisim®  Materia activa: B. bassiana cepa NPP111B005 8% [MG] P/P
Concentracion de B. bassiana en el formulado: 5 x 108 ufc/g
Plagas sobre las que actua: picudo rojo de la palmera y picudo negro de
la platanera
Cultivos: palmaceas, palmera datilera y platanera

Ostrinil® Materia activa: B. bassiana cepa 147 [MG] P/P
Concentracion de B. bassiana en el formulado: 5 x 108 ufc/g
Plagas sobre las que actua: picudo rojo de la palmera y barrenador
Cultivos: palmaceas

Velifer® Materia activa: B. bassiana cepa PPRI 5339 8% [OD] P/V
Concentracion de B. bassiana en el formulado: 8 x 109 esporas/ml
Plagas sobre las que actua: pulgones, cochinillas, acaros y thrips
Cultivos: en invernadero (ornamentales, frutales, hortalizas, plantas
herbaceas y plantas aromaticas)

Phoemyc+® Materia activa: B. bassiana cepa 203
Concentracion de B. bassiana en el formulado: 3,3 x 109 conidios/g
Plagas sobre las que actua: picudo rojo de la palmera
Cultivos: palmaceas

3. Diseiio experimental y aplicacion de los tratamientos

Antes de iniciar al ensayo, se seleccionaron adultos de picudo
de tamano y edad similar, a razén de 20 adultos por producto a
evaluar, mas un tratamiento control (120 adultos en total). El
ensayo se llevé a cabo en placas de Petri de 9 cm de diametro.
Se prepararon placas de Petri vacias para el tratamiento control y
placas de Petri con los gramos o ml de producto por placa para los
tratamientos bio-insecticidas a evaluar. Todo el ensayo se realizo
en condiciones de esterilidad en camara de flujo laminar.

Para saber la cantidad de producto a aplicar por placa de Petri se
usaron como referencia las dosis recomendadas por el fabricante
para la aplicacién en campo, y se realizaron los calculos necesarios
para obtener 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, el calculo se hizo en base a
la superficie media de una valona de palmera de 1 m de diametro
(7800 cm?) y a la superficie de la placa de Petri (63,6 cm?). En el
caso de los productos de formulacion liquida, se tomd en cuenta
el gasto de caldo por palmera (15 | por palmera para una buena
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cobertura de valona), referenciandolo a la superficie de la placa de
Petri (63,6 cm?). Las dosis por placa se muestran en la Tabla 2

Tabla 2.
Dosis de los diferentes productos aplicados por placa de Petri, en funcién de las dosis de
referencia y las superficies en planta.

Serenisim® 300 g/planta 7800 cm? 2,45 g = 1,23 x 109 esporas
Ostrini® 300 g/planta 7800 cm? 2,45 g = 1,23 x 109 esporas
Phoemyc+® 1,5 kg/planta 7800 cm? 12,23 g = 4,04 x 1010 conidios
Velifer® 200 mi/100 | 7800 cm? 0,006 ml = 4,8 x 107 esporas

15 I/planta
Naturalis® 200 mi/h 7800 cm? 0,0048 ml = 1,1 x 105 esporas
15 I/planta

*Superficie de placa de Petri: r?*pl = (4,5 cm)?*3,1416 = 63,6 cm?
Superficie de valona: r?*pl = (50 cm)?*3,1416 = 7800 cm?

El orden de aplicacién de los tratamientos fue primero el control
y seguidamente el resto de productos, limpiando la superficie de
la camara con alcohol para evitar la contaminacién cruzada entre
cepas de B. bassiana.

El tratamiento consistié en colocar un adulto de picudo por placa
tratada (20 adultos por tratamiento) con la cantidad calculada en la
Tabla 2, y posteriormente cerrar la placa con su tapa para evitar la
fuga del insecto. Los insectos se mantuvieron en sus respectivas
placas durante 15 minutos y, 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 microlitros
de agua estéril.

Cada placa fue debidamente etiquetada con el nombre del
tratamiento realizado, numero de repeticion y fecha, sellandolas
posteriormente con Parafilm®. Estas placas se mantuvieron durante
41 dias en observacién en camara bajo condiciones controladas
(2511 °C; 60% HR y en oscuridad).




4. Evaluacién del ensayo

Las placas fueron revisadas tres veces por semana para registrar
la mortalidad de los individuos, durante 41 dias. Durante la
evaluacion, si se observaba algun papel de filtro seco, se procedia
a humedecerlo con agua destilada estéril.

Al constatarse la muerte de un insecto, se realizaba la
correspondiente camara humeda para evaluar la presencia del
hongo entomopatdégeno. Para ello, se lavaban los insectos muertos
con una solucién de hipoclorito sodico al 1% durante un minuto, y
posteriormente se les realizaban tres lavados con agua destilada
estéril (1 minuto cada uno), reemplazando la solucién de hipoclorito
sédico y el agua en cada lavado. Una vez hecho esto, los insectos
se dejaban secar sobre papel de filtro estéril y se colocaban en
placas de Petri estériles, con una base de papel de filiro estéril
humedecido con agua destilada estéril, sobre la cual se colocaba
un portaobjetos de cristal, en el cual se apoyaba el insecto.

Las placas se cerraban con Parafiim® y se incubaban durante un
maximo de 14 dias a25+1°C, 60% HR y en oscuridad, observandose
periédicamente 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
(Figura 4).

Figura 4.
Aspecto del micelio de B. bassiana sobre adulto de D. frumenti a los 7 dias de aplicado el
tratamiento con Serenisim®.




Il RESULTADOS y DISCUSION

El ensayo tuvo una duracién de 41 dias desde el tratamiento. En
este periodo se observo que tanto la aplicacién de Velifer® como la
de Naturalis® obtuvieron las maximas mortalidades causadas por B.
bassiana (75%), seguidas de las aplicaciones de Ostrinil® (65%) y
Serenisim (55%). Phoemyc+® fue el producto que registré la menor
mortalidad por B. bassiana (35%). Por su parte, en el tratamiento
control se registré un 40% de mortalidad por este hongo (Tabla 3
y Figura 5).

Tabla 3.

Mortalidad acumulada (%) por B. bassiana en cada uno de los tratamientos aplicados sobre
D. frumenti.

Serenisim® 4 35 50 50 50 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55 55
Ostrini'® 0 30 45 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
Phoemyc+® 0 0 5 5 5 10 15 15 15 20 30 35 35 35 35 35 35 35
Velifer® 70 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
Naturalis® 65 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
Control 5 15 20 20 20 25 30 30 30 40 40 40 40 40 40 40 40 40
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Figura 5.

Mortalidad acumulada (%) de adultos de D. frumenti por diferentes productos comerciales
con B. bassiana.




Los resultados obtenidos en este ensayo ponen en evidencia la
gran variabilidad en la virulencia de las diferentes cepas de B.
bassiana, y en la susceptibilidad de cada especie, e incluso de
cada poblacion, del insecto.

Los productos que alcanzaron las mortalidades mas altas por B.
bassiana fueron también los de accién mas rapida, alcanzando a
los 6 dias tras el tratamiento un 75% de mortalidad con Velifer® y
Naturalis®. Es importante tener en cuenta que sendos productos
estan formulados como suspensiones oleosas, los cuales actuan
taponando los espiraculos y provocando la asfixia del insecto al
bloquear la respiracion. Este tipo de formulacién acelera la muerte
del insecto y, por tanto, la colonizacion del cadaver. Ramos-
Cordero et al. (2018b) llevaron a cabo un ensayo similar en el que,
de los productos ensayados, Naturalis® result6 ser el producto que
registré las mortalidades mas elevadas, aunque con valores de
apenas el 35% de mortalidad de hembras de D. frumentiy el 30%
de mortalidad de machos a los 6 dias del tratamiento.

Las mortalidades por B. bassiana registradas con Ostrinil® y
Serenisim® fueron del 65% y 55%, alcanzando estos valores a los
11 y 15 dias después de aplicado el tratamiento, respectivamente.
El producto que registrd la menor mortalidad por B. bassiana fue
Phoemyc+® con un 35%, alcanzando este valor a los 29 dias
después de aplicado el tratamiento. En el caso del control, se ha
registrado una mortalidad por B. bassiana del 40%.

Es importante tener en cuenta que los distintos productos no
solo contienen diferentes cepas de B. bassiana, sino distintas
concentraciones y dosis (Tabla 4).

Figura 5.
Mortalidad acumulada (%) de adultos de D. frumenti por diferentes productos comerciales
con B. bassiana.

Serenisim® 5x 10® UFC/g 1x10° UFC/g 2459 1,23 x 109 2,45 x 10°
Ostrini® 5x 10° UFC/g 1x10° UFC/g 2459 1,23 x 109 2,45x 109
Phoemyc+® 3,3 x 10° UFC/g 2x 107 UFClg 12,23 g 4,04 x 10 2,44 x 108
Velifer® 8 x 10° UFC/ml 8 x 10° UFC/ml 0,006 ml 4,8 x107 4,8 x107
Naturalis® 2,3x 107 UFC/ml 3,9 x 10° UFC/ml 0,0048 ml 1,1x 105 1,9 x 10*
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Teniendo en cuenta las concentraciones reales de B. bassiana
aplicadas en cada tratamiento y los resultados de mortalidad
obtenidos, se puede concluir que los valores de mortalidad no se
correspondieron directamente con las concentraciones de conidios
del producto.

[l CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos en este ensayo, los productos a
base de B. bassiana mas efectivos para el control de D. frumenti,
en condiciones de laboratorio, fueron Naturalis® y Velifer®. Las
cepas que alcanzaron la mortalidad mas alta fueron también las de
accion mas rapida, alcanzando a los 6 dias del tratamiento un 75%
de mortalidad tanto con Naturalis® como con Velifer®. Los demas
tratamientos oscilaron entre un 5 y un 50% de mortalidad a los 11
dias, alcanzando al final del ensayo (41 dias) entre un 35%y un
65% de mortalidad.

Teniendo en cuenta las concentraciones de conidios reales en
los tratamientos aplicados, no se observa correlacion entre la
concentracién real de producto en UFC/placa y la mortalidad
causada por el mismo. Se puede ver que tanto Serenisim® como
Ostrinil®, a pesar de tener las concentraciones mas elevadas de
conidios, no obtuvieron mayores valores de mortalidad.
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