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Los hongos entomopatdgenos, en especial 10s ascomicetos mitosparicos, son un importante componente
de la microbiota del olivar, tanto edafico como de la planta e incluso Ia flora arvense, por lo que contribuyen
a la regulacion de las poblaciones de algunos fitéfagos de este importante cultivo mediterraneo. En este
trabajo se presentan los principales resultados de las investigaciones del Grupo AGR 163 “Entomologia
Agricola” durante los Ultimos afios sobre el empleo de estos hongos para el control de plagas del olivar,
con especial importancia para la mosca del olivo, donde se ha desarrollado un método sostenible de
control biol6gico que persigue la reduccion de la poblacion de adultos de primavera mediante la aplicacion
del hongo Metarhizium brunneumal suelo, debajo de Ia copa del arbol, cuando las larvas de tercera edad

abandonan el fruto para pupar.

Las plagas del olivar y los hongos entomopatdgenos

El conjunto de especies de insectos fitofagos que utilizan el olivo como fuente de
alimentacion, lugar de desarrollo, 0 ambas funciones, es importante; polifagas
u oligdfagas y un pequefio pero temible grupo de especies mondfagas que
representan una gran amenaza para el cultivo y su medio (De Andrés, 2001;
Tzanakakis, 2006). La parte cosechable del cultivo es el fruto que se destina
a la produccion de aceite o al aderezo para su consumo en verde, por o que
su defensa es clave para garantizar la calidad del producto cosechado y la del
aceite que se obtiene con el mismo. Aunque el fruto es atacado por al menos
una docena de insectos, la especie que supone la mayor amenaza para el mismo
en toda su drea de extension es el diptero tefritido Bactrocera oleae(Rossi.)
(Diptera; Tephritidae), porque junto a la reduccion en rendimiento unitario de
produccion se unen las pérdidas criticas en calidad del aceite proveniente de
aceitunas ‘picadas’, que pueden alcanzar el 80% del valor del aceite en algunas
variedades (Zalom y col., 2003) (Figura 1).

Por ello, este temible diptero ocupa un lugar preferente en este trabajo, si
bien dedicamos una seccion del mismo al segundo insecto carpdfago por orden
de importancia, Prays oleae (Bernard) (Lepidoptera; Yponomeutidae). Por otro
lado, existen algunos insectos que atacan a la madera y los brotes del olivo que
van adquiriendo cada vez mas importancia en términos de dafio econémico. Entre
ellos, destacan Euzophera pinguis Haworth (Lepidoptera; Pyralidae), cuyo ataque
es promovido por las heridas causadas al tronco y ramas de olivo por granizo,
poda, recoleccion etc., y que se ha convertido en la tltima década en una de
las plagas més importantes del olivar, por causar la muerte a olivos jovenes y
disminuir la de los adultos, asi como el barrenillo del olivo, Phloeotribus sca-
rabaeoides Bernard (Coleoptera; Curculionidag), plaga del olivo de importancia
creciente, y cuyo manejo conllgva gran controversia.

Figura 1. Daiios causados por B. oleae. Fotos: Meelad Yousef.

Los hongos entomopatdgenos (HE) se encuentran en dos divisiones del
reino Mycota, Entomophtoromycota y Ascomycota, donde se sitan respecti-
vamente los 6rdenes con mas representantes, Entomophtorales e Hypocreales
(Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez, 2008). Los Entomophthorales se carac-
terizan por ser biotrofos obligados, de dificil multiplicacién en medio artificial,
lo que limita su empleo al control bioldgico por conservacion, mientras que los
ascomicetos mitospdricos, que también regulan de forma natural las poblaciones
de insectos, son de facil manejo y produccion en masa, lo que facilita su empleo
por inundacion como micoinsecticidas. Los HE se ajustan a los principios de
la sostenibilidad en agricultura, pueden utilizar en IPM y agricultura ecoldgica
y son compatibles con otros métodos de control, asi como respetuosos con el

medio ambiente. Ademds, presentan algunas ventajas para el control de plagas
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de olivo, tanto por su propia presencia natural y diversidad en el suelo y el
filoplano del olivar, como por su modo de accion por contacto, dnico dentro de
los microorganismos entomopatdgenos, que lleva asociados efectos directos
letales, asi como subletales reproductivos y capacidad de autodiseminacion,
sin comprometer la fauna auxiliar del olivar.

Se dedica una seccidn a cada uno de los casos de estudio de control de pla-
gas del olivo por medio de hongos entomopatdgenos, sin olvidar su importancia
natural en este agroecosistema y su bajo impacto para la fauna auxiliar del cultivo.

Presencia natural y diversidad en el olivar

Los ascomicetos mitospdricos entomopatdgenos se encuentran de forma na-
tural en el suelo, en las plantas, tanto en el filoplano como enddfitos, y en los
insectos, cuyas poblaciones regulan (Quesada-Moraga y col., 2014). El suelo
es el habitat natural de los HE, en el que constituyen un componente importante
de la microflora. En este sentido, se ha detectado la presencia de HE en un
80% de los suelos de olivar de la peninsula ibérica y el archipiélago balear
(Quesada-Moraga y col., 2007), con predominio del género Beauveria Vuill.,
presente en el 55% de las muestras, y en menor medida, Metarhizium Sorok, en
un 20% de las mismas. Ademds, recientemente se ha puesto de manifiesto la
sorprendente y abundante presencia de estos hongos en el filoplano del olivo,
tanto en explotaciones convencionales como en régimen de agricultura ecoldgica,
con mas riqueza y diversidad de estas especies flingicas que otros ecosistemas
(Garrido-Jurado y col., 2015).

Si se considera que el suelo es el lugar donde se desarrollan complejas
interacciones hongo-fitfago, y en las zonas cercanas a la rizosfera se encuentran
aquellas que relacionan hongo-fitéfago-planta, el nimero de estudios sobre la
influencia del manejo del suelo en olivar sobre su microbiota edafico es escaso.
A partir de cuarenta suelos pertenecientes a olivares con distinto manejo de
cubierta vegetal se ha demostrado que la cubierta vegetal influye en la presencia
de HE y que la frecuencia de encontrarlos es mayor en suelos desnudos, con
independencia de que el suelo tenga un sistema de manejo tradicional, ecol6-
gico o proceda de acebuche. Ademds, la presencia de estos HE parece no tener
influencia en las comunidades bacterianas presentes en la rizosfera de valiosa
aplicacion como agentes de control bioldgico frente a hongos fitopatégenos
(Romero-Conde, 2011).

Los hongos entomopatdgenos en el control de la
mosca del olivo

Existen varias estrategias de aplicacion de los HE para el control de la mosca del
olivo, todas ellas exploradas con éxito por el Grupo de Investigacion AGR 163
Entomologia Agricola en los dltimos diez afios.

Tratamientos adulticidas con suspensiones de conidios. El uso de
los HE en tratamientos adulticidas con suspensiones de conidios consiste en
poner los conidios del hongo en contacto con el tegumento del insecto. Una
vez que aquellos germinan, las hifas de penetracion colonizan el hemocele,
con consecuencia de muerte para el insecto por utilizacion de los nutrientes,
invasion de sus tejidos y 6rganos. A este respecto, la cepa EAMa 01/58-Su
del hongo entomopatégeno M. brunneum ha mostrado gran virulencia frente
a lamosca del olivo desde el laboratorio hasta su aplicacion en pleno campo
durante seis campafias agricolas consecutivas (Yousefy col. 2013; 2014). La
CL50 de esta cepa frente a adultos de B. oleae es de 7.0 x 10° conidios/ml y el

Figura 2. Pupario (izquierda) y adulto de B. oleae infectados por la cepa
EAMa 01/58-Su de M. Brunneum.

tiempo letal medio (TL50) 6.2 dias, a o que se une més del 90% de cadaveres
con esporulacion del hongo, lo que contribuye a su autodiseminacion (Figura
2). Ademés, los tratamientos de suelo contra larvas de B. oleae de tercera edad
proximas causan la muerte a un 70% de las pupas (Figura 2), con CL50 de 1.0
x 107 conidios/ml (Yousef y col. 2013; 2014), lo que revela una actividad mas
alta de esta cepa frente a preimaginales de B. oleae que frente a otros tefritidos
(Quesada-Moraga y col., 2006). También la cepa EAMa 01/58-Su presenta gran
virulencia sobre adultos de B. oleae, con CL50 de 7.0 x 106 conidios/ml, y TL50
de 6.2 dias, también con altos porcentajes de esporulacion en cadaveres, lo cual
permitiria reducir la poblacion de adultos en campo antes de la primera puesta,
momento critico de ataque del insecto

Tratamientos adulticidas con extractos fiingicos. El potencial de los HE
para el control de tefritidos, hoy en dia, no solo reside en su virulencia frente
a estados preimaginales y adultos, sino también en su capacidad para secretar
nuevas moléculas insecticidas de origen natural para el control de adultos (Yousef
y col. 2013, 2014). Los extractos crudos de las cepas EAMb 09/01-Su y EAMa
01/58-Su del hongo entomopatdgeno M. brunneumque, que ya habian revelado
su actividad adulticida frente a la mosca mediterrdnea de la fruta Ceratitis capitata
Wied. (Quesada-Moraga y col., 2006), también son activos frente a adultos de la
mosca del olivo. La concentracion letal media CL50 del extracto bruto de quince
dias de fermentacion de la cepa EAMb 09/01-Su de M. brunneum frente a adultos
de B. oleaefue del 49.9 % del mismo, cuya fotorresistencia y la termoestabilidad
también han sido demostradas (Yousef y col. 2013; 2014). El extracto bruto de
la cepa EAMb 09/01-Su de M. brunneum presenta actividad insecticida per 0s
frente a adultos de B. oleae; en concreto, el valor mas bajo de tiempo medio de
supervivencia se obtuvo al aplicar un extracto de quince dias de fermentacion,
27.7 horas y 80.0 % de mortalidad frente a B. oleae (Yousef y col. 2013; 2014),
lo que sitla a este extracto entre los mds toxicos frente a adultos de tefritidos,
tanto procedentes de plantas como microorganismos (Yousef y col. 2013; 2014).
En definitiva, La cepa EAMa 09/01-Su de M. brunneum presenta un efecto dual,
por su virulencia y por la actividad de su extracto, ambos con efecto aditivo,
lo que permitiria recomendar el empleo de la CL50 de la suspension fangica y
una hora de exposicion al extracto crudo para minimizar los posibles riesgos
ambientales asociados a ambos.

Tratamientos de suelo dirigidos a estados preimaginales. El control
de los estados preimaginales de la mosca del olivo que se encuentran en el
interior del fruto es una préctica muy dificil y de alto riesgo ya que hasta la fecha
se han utilizado insecticidas organofosforados para obtener una accion sistémica
frente a huevos y larvas que se desarrollan dentro del fruto, estrategia que genera
problemas de residuos, ademds de presentar plazos de seguridad muy largos. Sin
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Figura 3.Densidad de la poblacion de la mosca del olivo en fincas tratadas
(azul) y control (rojo) tras la aplicacion de la cepa EAMa 01/58-Su de M.
brunneum en el suelo bajo la copa del arbol durante cuatro campaias agri-
colas en diferentes fincas situadas en Jaén y Cordoba.

embargo, la fase del ciclo bioldgico de este tefritido en el que las larvas de tercera
edad abandonan el fruto y caen al suelo para pupar bajo la copa del arbol ofrece
una opcion estratégica para su control. En efecto, este es un punto critico para el
control de los tefritidos, pues se trata de un estado invernante en el suelo, hasta
ahora olvidado en las estrategias de control de la mosca del olivo, que puede
permitir la reduccion de la poblacién de primavera (Ekesi y col. 2007). Atal efecto,
los HE pueden ser aplicados al suelo bajo la proyeccion de la copa del érbol,
donde los conidios permanecen el tiempo necesario para llevar a cabo su accion
patogénica (4-5 meses), para originar una importante reduccion de la poblacién
de estados preimaginales y, por consiguiente, la de la siguiente generacion de
adultos de primavera. Més alla, en ensayos de campo llevados a cabo en las
provincias de Jaén, Granada, Cérdoba y Tarragona, se ha demostrado la eficacia
de los tratamientos de suelo con la cepa EAMa 01/58-Su de M. brunneum debajo
de la copa del arbol, dirigidos a las larvas de tercera edad que caen al suelo para
pupar, con una reduccion de la poblacion de adultos de primavera del 50% a 70
% en las parcelas tratadas comparadas con las parcelas testigo (Yousef y col.
2017) (Figura 3). Se trata de la primera descripcion de un método biolégico y
eficaz a nivel préctico frente a la mosca de olivo.

Ademés, esta cepa EAMa 01/58-Su ha mostrado ser compatible en ensayos
de laboratorio con la mayoria de los herbicidas autorizados en Produccion Integra-
da (Yousef y col., 2015), lo que podrfa permitir la aplicacién simultdnea de este
hongo con el herbicida en el mismo tanque para reducir el coste de aplicacion.
De hecho, se ha evaluado en pleno campo la compatibilidad de esta cepa con el
herbicida oxifluorfen mezclado en el tanque del atomizador, lo que ha permitido,
tras su aplicacion al suelo, una reduccion de la densidad de la poblacion de
adultos de primavera de un 50% comparado con suelo no tratado. Ademds, la
concentracion de conidios encontrados en suelos tratados con oxifluorfen fue
de 5.0 x 10* conidios/g y no difiri6 significativamente del control. Estos niveles
descendieron durante el transcurso del experimento, hasta alcanzar niveles ba-
sales (1.6 x 10° conidios por gramo de suelo) cuatro meses después del mismo.

El conjunto de estos resultados a lo largo de seis afios refleja la adaptacion
de este método de control de la mosca del olivo a las diferentes condiciones
climaticas y la posibilidad de una pulverizacion al suelo simultdneamente con el
herbicida debajo de la copa del drbol, que reduce costes de aplicacion.

Figura 4. Larva de E. pinguis infectada por la cepa EABb 08/04-Ep de B.
bassiana (izquierda) Foto E. Quesada-Moraga. Aplicacion de la cepa a he-
ridas en el tronco como medida de proteccion frente al pirdlido (derecha).
Foto: A. Estevez.

Los hongos entomopatdgenos en el control del prays del olivo

Los trabajos realizados en colaboracion con el equipo del Dr. Alberto Pereira, del
Instituto Politécnico de Braganza, en Portugal, en la region de Tras-0s-Montes,
ponen de manifiesto la incidencia natural de B. bassiana en larvas y pupas de
P. oleae, aunque la diversidad y abundancia del hongo difiri¢ entre las tres
generaciones, mayor en la generacion carpéfaga, seguida por las generaciones
antofaga y filéfaga (Qliveira y col. 2012; 2013). Ademds, se constata también
que los olivares con cubierta natural presentan las condiciones mas adecuadas
para aumentar la probabilidad de infeccion por P. oleae por B. bassiana (Oliveira
y col. 2012; 2013). Estos resultados podrian permitir el desarrollo de nuevas
estrategias para el control bioldgico de esta importante plaga. A este respecto,
ensayos realizados en la provincia de Jaén en colaboracién con la empresa
Nutesca S.L. revelan el gran potencial de la cepa EABb 08/04-Ep de B. bassiana
aplicada mediante pulverizacion, frente a la generacion antofaga de la prays, con
porcentajes de reduccidn de poblacién del 75-100%.

Los hongos entomopatdgenos en el control de E. pinguis

Las poblaciones naturales £. pinguisen la provincia de Jaén padecen la incidencia
natural del B. bassiana en estado larvario, lo que permitio el aislamiento de la
cepa EABD 08/04-Ep en 2008 (Quesada-Moraga y col., 2013) (Figura 4). La
cepa ha permitido el desarrollo de un método de control patentado (Method for
protecting woody plants against Euzophera pinguis WO 2011128473 A1), basado
en la aplicacion de suspensiones del hongo en heridas de poda para reducir la
poblacion larvaria (Quesada-Moraga y col., 2013) (Figura 4).

Los experimentos se realizaron en campo olivares de Jaén, durante las
campafias 2008, 2009 y 2011, con tratamientos de primavera y otofio, para
evaluar la eficacia del tratamiento de heridas con la cepa EABb 08/04-Ep de B.
bassiana, aplicada sobre heridas de poda de 30 x 30 mm. Aproximadamente el
80% y el 40%-60% de las heridas de los tratamientos testigo contenian larvas
vivas en los ensayos realizados durante la primavera y el otofio, respectivamente.
El tratamiento de las heridas con B. bassiana proporcion6 niveles de proteccion

86 PHYTOMA Espaiia ® N° 293 NOVIEMBRE 2017



/

-

n (. ,
es... soluciones deweonfianza

' 4 ’

\

. o

Mdas de 50 anos de experiencia en la proteccion del olivar

e Mo

AGRO DEPARTMENT




EL OLIVAR: RETOS b LA SANIDAD VEGETAL £
INNOVACION TECNOLOGGICA

Woaird WOarpdn Shagp
L]

¥
nuil b a
s M BT

HE | MY ML | By | RR WA | MY ML | B oAy | R
g g | | oas e | pa i e | e s e e (e e
toon | 30 | joon | paoe | st | e | a0od | omh | ven | o [ ome | e | et |0 i

Figura 5. Eficacia de la cepa EABb 08/04-Ep de B. bassiana aplicada sobre
heridas de poda de 30 x 30 mm durante tres campaias agricolas. Heridas
sin ataque de E. pinguis (HS1); Heridas con larvas vivas de E. pinguis (HLV);
Heridas sin larvas de E. pinguis pero con signos de excavacion larval (HEL).
Valores medios en las columnas para cada tipo de herida, tratamiento y afio
seguidos de la misma letra indican que no existieron diferencias significa-
tivas (P<0.05) en el test de Tukey.

similares a los del clorpirifos durante todo el experimento, que fueron del 80-
85% en primavera y 90-95% en otofio (Figura 5). Al final de cada ensayo de
campo, aproximadamente sesenta dias después del tratamiento, se constato la
presencia del indculo fangico en el 60%-90% de las heridas. Estos resultados
indican que la cepa EABb 08/04-Ep, aplicada a las heridas de poda, puede ser
una herramienta eficaz para el control microbiano de E. pinguisen olivar, incluso
integrandola con otras medidas en funcion de la densidad de la poblacion de la
polilla (Quesada-Moraga y col., 2013).

Los hongos entomopatdgenos en el control de P. scarabaeoides

El barrenillo del olivo, P. scarabaeoides, es una plaga del olivar que en los dltimos
afios ha adquirido una importancia creciente. Este insecto esta perfectamente
adaptado al cultivo del olivo y es capaz de reproducirse en la lefia procedente de
la poda. Las larvas permanecen en el interior de la madera en galerfas subcorti-
cales y, una vez alcanzado el estadio de adulto, estos emergen de los lefios y se
dirigen a los olivares cercanos. ES en ese momento cuando causan el dafio al
olivo al alimentarse en galerias nutricias que realizan en las zonas de insercion
de ramas, hojas, inflorescencias y frutos, provocando normalmente la caida del
Organo atacado. Las alternativas para el control de este insecto son escasas:
medidas culturales como el adelanto de la poda, la destruccion de restos de poda,
0 su triturado e incorporacion al suelo, pero sobre todo, insecticidas quimicos.
Hasta la fecha no se ha desarrollado ningtin método de control bioldgico, pero
recientemente, se ha investigado el potencial de los hongos para el control del
escolitido (Garcfa-Vega y col., 2016). Los hongos entomopatégenos B. bassiana
y M. brunneum son eficaces para el control del insecto en tratamientos mediante
inmersion, pero, sobre todo, cuando se aplican a la lefia procedente de la poda
(Figura 6) (Garcia-Vega y col., 2016). Los lefios tratados con el hongo resulta-
ron menos aptos para el barrenillo a la hora de realizar en ellos la puesta, y se
observo que los insectos podian infestarse con el hongo a través del contacto
con los mismos.

Figgura 6. Cadaveres de P. scarabaeoides infectados por B. bassiana, iz-
quierda, y por M. brunneum, derecha. Fotos: Julian Garcia-Vega.

Figura 7. A) Trampa de caida situada bajo la copa del olivo. B) y C) Camaras
himedas de dos de las familias, Araneae y Formicidae, halladas con mayor
frecuencia en los muestreos.

Efecto de los hongos entomopatdgenos en la fauna auxiliar del olivar

El éxito en el control en campo de las distintas plagas del olivar mediante el em-
pleo de HE depende en parte de la presencia del indculo en el medio, que puede
alcanzar hasta 10* conidios/g de suelo (Scheepmaker y Butt, 2010). Estos son los
niveles basales que este tipo de microorganismos deben conseguir tras su apli-
cacion al suelo, como recoge la normativa europea en los Principios Uniformes
formulados en el punto 2.7.7. del Reglamento (UE) No 546/2011 de la Comision
de 10 de junio de 2011. Al estar permanentemente en el medio, las posibilidades
de que entren en contacto con algin artrépodo aumentan considerablemente.
Generalmente, los aislados de estos hongos tienen un alto grado de especificidad
por su hospedante (Inglis y col., 2001), aunque a veces pueden extender su
accién a especies del mismo género o familia (Quesada-Moraga y col., 2008).
No obstante, es posible que algunos de los aislados flingicos seleccionados por
su actividad insecticida, frente a alguna de las plagas anteriormente mencionadas
del olivar, puedan ser patogénicos para insectos de distinto orden y artrépodos
no diana (Goettel y Jaronski, 1997; Hajek y Goettel, 2000).

El olivar da soporte un gran ndmero de artrépodos edaficos, si bien estos se
encuentran dominados numéricamente por la familia Formicidae (Morris y Campos,
1999; Santos y col., 2007). Las aplicaciones al suelo bajo la copa del olivo con la
cepa EAMa 01/58-Su de M. brunneurma en un olivar ecoldgico no mostraron efectos
sobre la fauna auxiliar recogida con trampas de caida (Figura 7A), pues ninguno
de los 12338 individuos evaluados de 16 ¢rdenes diferentes mostraron signos de
infeccion por el hongo (Figura 7B) (Garrido-Jurado y col., 2011).

Las hormigas, ademds de ser el elemento predominante del olivar, juegan
un gran papel como bioindicadores, pues responden a un amplio rango de alte-
raciones medioambientales. Son capaces de indicar la buena preservacion del
medio. De ellas, Tapinoma nigerrimum (Nylander) es la especie mas frecuente
que anida en el suelo del olivar y es elegida en numerosas ocasiones en estudios
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Figura 8: A) Hormiguero experimental: a) nido (8x 15 x 8 cm), b) camara de
alimentacion (10 x 20 x 12 ¢cm), ¢) tubo de conexion (8 x 1 cm), d) tubo para
el aprovisionamiento de agua, y ) 150 g de tierra. B) Patrdn de actividad de
obreras de 7. nigerrimum (nimero medio de obreras que pasan por el tubo
de unidn entre el nido y la camara de alimentacién durante 5 minutos) antes
y después de la realizacion del tratamiento con los hongos entomopatégenos
EAMa 01/58-Su de M. brunneumy EABb 01/103-Su de B. bassiana.

de actividad (Redolfiy col., 2002). Algunas especies de hormigas han mostrado
ser susceptibles a los hongos entomopatdgenos (Siebeneicher y col., 1992;
Rodrigues y col., 2010), si bien ninguna de las presentes en el olivar se ha visto
afectada por ellos tanto en ensayos de campo como en laboratorio (Garrido-
Juradoy col., 2011). El patrén de actividad de T. nigerimum antes y después del
tratamiento con las cepas EAMa 01/58-Su de M. brunneumy EABb 01/103-Su
de B. bassianaen nidos experimentales (Figura 8A) no mostro diferencias sig-
nificativas entre ambos grupos (MGL, medidas repetidas; p<0,05) (Figura 8B).
Ademds, no se encontraron signos de diseminacion del indculo por las mismas.

Por otro lado, el depredador generalista Chrysoperia carnea Stephens es
uno de los depredadores de artrépodos que se encuentran con mayor frecuencia
en el olivar. Esta especie es conocida desde hace afios por controlar de manera
natural varias plagas del olivar como la polilla del olivo P. oleaey la cochinilla de
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latizne Saissetia oleae Bern. (Homoptera; Coccidae) (Campos, 1986). Ensayos
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