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Resumen

Bursaphelenchus xylophilus, cuyo vector es Monochamus galloprovincialis, provoca la enfermedad del mar-
chitamiento del pino. Las estrategias de control se centran en el manejo del vector.

En este trabajo se desarrolla un método de autodiseminacion de Beuaveria pseudobassiana, hongo entomo-
patdgeno de alta virulencia sobre M. galloprovincialis, que permita la infeccion sobre la poblacion de este vec-
tor, consistente en un sistema mixto de autoliberacion y autoinfeccion, de los insectos capturados en el bote
colector de trampas multiembudos. Se intenta aumentar su selectividad reduciendo las capturas de especies de
xilofagos no objetivo mediante modificaciones en el sistema: filtrado a través de mallas de fondo y alturas de
conexion del dispositivo al bote. El sistema de malla ancha testado redujo en un 72% la captura de especies no
objetivo. El dispositivo de autoliberacion de Monochamus, un tubo enroscado externamente al bote colector,
ha permitido la autoliberacion de la totalidad de los insectos capturados.

Se han determinado las caracteristicas del dispositivo de autoinfeccion y la concentracion del hongo ento-
mopatogeno que pueden resultar adecuadas tras ensayar dos concentraciones: 1:10° y 110" conidios-gramo™
en talco y dos dispositivos. El dispositivo estrecho forrado internamente con fieltro fino y la dosis de 1-10°
conidios'gramo™ en talco han definido un tiempo promedio de vitalidad (4,9 dias) y una cantidad de indculo
transmisible (2,7 mg-insecto™) adecuado.

Palabras clave: Dispositivo de autoinfeccion, Autodiseminacion, Atrae e infecta, Enfermedad del Marchitamiento del
Pino, Nematodo de la madera del pino, Bursaphelenchus xylophilus, conidios en talco, enfermedad de cuarentena.

Summary

Pine Wood Nematode Bursaphelenchus xylophilus causes Pine Wilt Disease (PWD), resulting in widespre-
ad tree mortality. This quarantine organism is necessarily vectored by Monochamus spp. pine sawyer beetles.
PWD management through control of the insect vectors has been proposed. Recently, the high potential of
entomopathogenic fungus Beauveria pseudobassiana for the biological control of M. galloprovincialis, the
only known vector of the disease in Europe, has been shown.

Several experiments were carried out aimed to develop a practical method to spread this biological control
agent into the beetle population by self-dissemination tactics. Multiple funnel trap collection cups were provi-
ded with screened bottoms to effectively reduce by-catch of non-targeted beetles by 72%. Two self-release devi-
ces attached to the trap collection cups were field tested and resulted high level effective in allowing escape of
trapped M. galloprovincialis adults. These devices were further developed to serve for the self-infection pur-
pose. Two B. peudobassiana concentrations, [10°] and [10'°] conidia/g in talc powder, were assayed in two self-
infection devices in the laboratory. Survival time averaged was 4,9 days and dosis 2,7 mg-insect' was reported
for the low dosage applied with thin device. Further studies testing horizontal transmission of self-infected bee-
tles would extend these results.

Keywords: Self-infection device, Self-disemination, Lure & Infect, Pine Wilt Disease, Pine Wood Nematode, Bursaphe-
lenchus xylophilus, dry conidial, quarantine pests.
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1. Introduccion

La comprobaciéon de que Monochamus galloprovincialis Olivier (Coleoptera:
Cerambycidae) actiia como vector del Nematodo de la Madera del Pino (NMP)
en Portugal (Mota et al., 1999; Sousa et al., 2001) lo ha convertido en un insec-
to de relevante importancia fitosanitaria (Alvarez et al., 2016). E1 NMP (Bursa-
phelenchus xylophilus (Steiner and Buhrer) Nickle (Nematoda: Aphelenchoidi-
dae)), en cuarentena en la Union Europea (Lista A2) (EPPO, 2016), causa la En-
fermedad del Marchitamiento del Pino (EMP). Se aloja en los canales resinife-
ros de las coniferas susceptibles y se alimentan de las células epiteliales y paren-
quimaticas, lo que desencadena una respuesta del hospedante que conduce a la
perturbacion del transporte hidrico y su muerte rapida por cavitacién (Fukuda,
1988; Hara et al., 2006).

Figura 1. Rodal de Pinus pinaster afectado por la Enfermedad del Marchitamiento del Pino en Portugal.
J. Pajares.

El control del NMP es complejo debido a las caracteristicas bioldgicas, ciclo re-
productivo corto, fases fitofagas y micdfagas y resistencia de larvas dauer (Mas 1
Gisbert, 2015), asi como su ubicacion en el xilema. Por tanto, el control de la en-
fermedad se ha enfocado al manejo de su vector.
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El control de Monochamus sp. es una estrategia para frenar la expansion de la
EMP. La disponibilidad comercial de un atrayente cairo-feromonal para su captu-
ra (Galloprotect-2D®, SEDQ, Barcelona) (Pajares ef al., 2010 y 2013; Alvarez et al.,
2016) y la mejora de las trampas (Alvarez et al., 2015), han permitido un eficien-
te monitoreo de las poblaciones de Monochamus. La fraccion cairomonal: ipsenol
y metil-butenol (Pajares et al., 2004; Ibeas et al., 2007) es atractiva a diversos co-
ledpteros que forman parte del habitat subcortical de los pinos, efecto indeseado
(Martin et al., 2013).

Entre los agentes bioldgicos, Naves et al. (2008) descubrieron el hongo Beau-
veria bassiana (Bals. Criv.) Vuill., causante de la mayor mortalidad en M. gallopro-
vincialis. Shimazu (2004) y Maehara et al. (2007) han realizado ensayos sobre M.
alternatus con este hongo. Alvarez-Baz et al. (2015) demostraron el potencial en-
tomopatogeno de la cepa EABpb de B. pseudobassiana (S.A.Rehner&Humber)
(Hypocreales: Cordycipitaceae), procedente de Cuevas del Valle (Avila), sobre M.
galloprovincialis. La capacidad de infeccion de este tipo de hongos entomopatoge-
nos esta limitada por su reducida capacidad de dispersion en las masas forestales
(Shah and Pell, 2003). El uso forestal operativo de estos agentes se encuentra con-
dicionado por la posibilidad de su aplicacion practica.

Las técnicas de autodiseminacion, como “atrae&infecta”, constituyen una po-
sibilidad para la aplicacion de estos agentes. Pretenden la atraccion de los propios
insectos a estaciones donde son autoinfectados con el hongo entomopatéogeno y
autoliberados, de forma que antes de su muerte son capaces de dispersar el indcu-
lo en su poblacién. La disponibilidad de un cebo atractivo y de un agente bioldgi-
co virulento ofrece una oportunidad de desarrollar esta técnica para el control de
las poblaciones de M. galloprovincialis en areas de especial interés.

2. Objetivos
El objetivo principal es desarrollar un sistema de autoinfeccion de M. galloprovin-
cialis con B. pseudobassiana que pueda aplicarse operativamente para manejar la EMP
en zonas demarcadas o de alto riesgo. Mediante los siguientes objetivos particulares:
— Desarrollar un sistema de autoliberacion de M. galloprovincialis desde el
bote colector extended de trampas multiembudos (Econex Multifunnel-12%)

cebadas con Galloprotect-2D® (SEDQ S.L.).

— Desarrollar un sistema de autoinfeccion de M. galloprovincialis con B. pseu-
dobassiana compatible con el dispositivo de autoliberacion.

— Aumentar la selectividad del método frente a especies no objetivo capturadas.

— Determinar la dosis de B. pseudobassiana que permita la autoinfeccion del
insecto y su transmision utilizando los dispositivos de autoinfeccion.



A. Sacristan et al. | Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. 44(2) (2018) 147-168 151

3.Material y métodos
3.1. Sitios experimentales

Dos experimentos de campo (1 y 2) se llevaron a cabo en fustal natural de P, pi-
naster en resinacion en los montes MUP 54 y MUP 224 (30N X=381.200, Y=
4.581.200) (Vallelado, Segovia). El Experimento 3 se realizo en el laboratorio de
plagas del iuFOR-U Va.

3.2. Dispositivo de autoliberacion y autoinfeccion

Se disefid un sistema que permitiese la autoliberacion de M. galloprovincialis
desde el bote colector “extended” teflonado (diametro 10 cm, profundidad 23 cm)
de la trampa multiembudos (Econex-Multifunnel®; Econex; Murcia) y, simultanea-
mente, se autoinfectase.

La modificacion consistio en acoplar un tubo Falcon al que se le corto la base
y se perford su tapa (65 mm de longitud y 27 mm de diametro interno). La tapa se
uni6é mediante cola termofusible a la pared exterior del bote colector, coincidiendo
con un orificio de 27 mm de didmetro perforado previamente. La union roscada de
la tapa permite enroscar el trozo de tubo, abierto en sus dos extremos, quedando una
via de escape para los insectos desde el interior del bote colector.(Figura 2).

B
E

Figura 2. Prototipo original del dispositivo de autoliberacion. Perfil (izquierda), alzado (centro) y detalle
de la unidén entre bote y dispositivo a través de la tapa perforada (derecha).

El dispositivo de autoliberacion puede realizar la funcion de autoinfeccion re-
cubriendo la pared interna con un fieltro (OKkitsu et al., 2000; Shimazu and Sato,
2003), en el que se aplica una formulacién de conidios en talco. El insecto al esca-
par por el dispositivo camina y roza contra el talco y se contamina con los conidios
(Figura 3).
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Figura 3. Funcionamiento del dispositivo de autoinfeccion. M. galloprovincialis que acaba de autoliberar-
se y autoinfectarse con talco, prueba realizada en laboratorio.
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Para determinar los individuos capturados autoliberados se acopl6 un bote ac-
cesorio (diametro 10 cm, altura 15 cm) a la salida del tubo, de forma que los insec-
tos autoliberados a través de éste eran recogidos en el bote accesorio (Figura 4).

Figura 4. Bote auxiliar unido a prototipo del dispositivo de autoliberacion (izquierda). Detalle de union con
el prototipo (la tapa azul se emplea de union entre bote colector y bote auxiliar), detalle de dispositivo de
autoliberacion y detalle de malla tupida en fondo y capturas (derecha arriba). Detalle de tapa perforada en
bote auxiliar para permitir la aireacion (derecha abajo).

En los experimentos de campo se utilizaron trampas multiembudos provistas de
bote colector “extended” teflonado (Econex Multifunnel®12; Murcia) suspendidas
a 2 metros de altura y cebadas con Galloprotect-2D® (SEDQ SL., Barcelona).

3.3. Experimentos

Experimento 1. Efectividad del dispositivo de autoliberacién y reduccion
del impacto sobre especies no objetivo.

Se evaluo la efectividad del dispositivo de autoliberacion. Para evitar el poten-
cial impacto sobre especies no objetivo la malla tupida del fondo del bote colector
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fue sustituida por una de mayor luz. Se testaron: Control (C), Malla Estrecha (ME):
4,8 mm, y Malla Ancha (MA): 6,0 mm (Figura 5).

Figura 5. Detalle de las mallas que definen los tratamientos del experimento 1. Control (C): malla estan-
dar del bote colector Econex (izquierda), Malla Estrecha (ME): malla de luz 4,8 mm (centro) y Malla Ancha
(MA): malla de luz 6,0 mm (derecha).

El disefio experimental consistid en siete bloques completos al azar sin aleato-
rizacion. La separacion entre trampas fue de 80 m y entre bloques 300 m. El expe-
rimento se desarrollé durante julio de 2016 muestreado semanalmente.

Experimento 2. Aumento de la selectividad de la trampa frente a especies
no objetivo.

Se pretendié aumentar la selectividad de especies no objetivo elevando la co-
nexion del dispositivo de autoliberacion 1,0 cm por encima del fondo del bote co-
lector (Figura 6). Se intent6 evitar que los individuos no objetivo que no podian es-
capar a través de la malla del fondo (MA) del bote colector lo hiciesen por el dis-
positivo de autoliberacion. Se testaron Tubo Bajo (TB): dispositivo conectado a ras
del fondo, con bote auxiliar, Tubo Alto (TA): dispositivo conectado 1 cm por enci-
ma del fondo, con bote auxiliar y Control (C): bote colector “Econex extended” te-
flonado.

El disefno experimental y muestreo fue similar al Experimento 1, entre el 25 de
julio y el 10 de octubre de 2016.

Experimento 3. Autoinfeccion de Monochamus galloprovincialis con Be-
auveria pseudobassiana en laboratorio.

Se evaluo la efectividad de los dispositivos de autoinfeccion con una formula-
cion de B. pseudobassiana EABpb en talco midiendo el tiempo de supervivencia
de los individuos autoinfectados en laboratorio.

Se testaron dos dispositivos: dispositivo estrecho (EF), 27 mm diametro con fil-
tro fino (1,5 mm espesor) y dispositivo ancho (AG), 36 mm diametro con fieltro
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Figura 6. Diferentes alturas de conexioén del dispositivo de autoliberacion. Tubo bajo (TB): aras del fondo
(izquierda). Tubo Alto (TA): elevado 1,0 cm por encima del fondo (derecha).

grueso (3,0 mm espesor) y cuatro dosis de in6culo: control blanco (C), control
talco (T), 1-10° (B9) y 1-10" (B10) conidios B.p.-gramo™ en talco. En total se tes-
taron 8 tratamientos en un disefo factorial (2 dispositivos x 4 dosis): AGC, EFC,
AGT, AGC, AGB9Y, EFB9, AGB10 y EFBI10.

La longitud de los tubos se aument6 a 100 mm (Figura 7). El inéculo infecti-
vo fue elaborado en la Universidad de Coérdoba.

Los 20 insectos ensayados por tratamiento procedian de Vallelado (Segovia)
(Experimento 2) y Tabuyo (Ledn). Los tratamientos se aplicaron a través del dis-
positivo de autoinfeccion. Los insectos se mantuvieron individualmente en botes 1
litro con ramillas de pino. Se inspeccionaron diariamente 21 dias, determinando si
estaban vivos y vitales, vivos sin vitalidad o muertos.
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Figura 7. Detalle de dispositivos de autoinfeccion. Estrecho con fieltro fino (EF) (color negro) y ancho con
fieltro grueso (AG) (color azul).

3.4. Analisis estadistico

Las variables respuesta medidas en los experimentos 1 y 2 fueron el nimero
de individuos de las distintas especies capturadas en bote principal y auxiliar. Se
analizaron mediante una ANOVA (GLM) para un disenio de bloques al azar y test
de Tukey (nivel de confianza 95%). Se utilizé el paquete R 3.3.3 (R Core Team,
2017).

En el experimento 3, se analiz6 el tiempo hasta que los insectos estaban vivos
sin vitalidad y muertos. Se aplicé un GLM (distribucién = binomial; link = logit)
y test x* (P <0,05) (JMP 8.0, 2008 SAS Institute Inc.). Se analizé mediante Kaplan-
Meier para comparar el tiempo promedio de supervivencia (TPS) y el tiempo pro-
medio de vitalidad (TPV) (Kaplan y Meier, 1958), con el software BIM® SPSS® Sta-
tistics, v.24.

4. Resultados

Experimento 1. Efectividad del dispositivo de autoliberaciéon y reduccion
del impacto sobre especies no objetivo.

Se comparan las capturas medias por trampa de M. galloprovincialis, sin dife-
rencias significativas, indica que no se produjeron escapes a través de las mallas del
fondo (Figura 8). Se observa que los M. galloprovincialis se autoliberaron a través
del dispositivo (Figura 9).
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Figura 8. Media M. galloprovincialis capturados por trampa en el Experimento 1. ME: Malla de luz 4,8
mm (malla estrecha), MA: Malla de luz 6,0 mm (malla ancha), C: Control (bote colector con malla estan-
dar). Medias seguidas de la misma letra no son diferentes significativamente, p<0.05).

Retenidos Autoliberados
MA b H —— a
ME b A — a
C a
T T T T T T 17 T 1T T 1 T T T T T T T 1 T T T T 1
24 20 16 12 8 6 4202 46 8 12 16 24 28 32

Media total Mg + SEM / trampa

Figura 9. Media M. galloprovincialis capturados por trampa en el Experimento 1. Retenidos: individuos
que permanecen en el bote colector. Autoliberados: individuos que escapan a través del dispositivo de auto-
liberacion. ME: Malla de luz 4,8 mm (Malla Estecha), MA: Malla de luz 6,0 mm (Malla Ancha), C: Con-
trol (malla estandar). No existen individuos autoliberados en el tratamiento Control. Medias seguidas de la
misma letra no son diferentes significativamente, p<0.05).
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Se capturaron un total de 12 especies de insectos no objetivo, coledpteros sa-
proxilicos (Tabla 1).

Tabla 1. Capturas de coledpteros saproxilicos no objetivo en los experimentos 1 y 2.
D (depredador), X (xil6fagos), XF (xilofungivoros) y SX (saproxil6fagos). Anchura max.: se mide en
la parte mas ancha de los élitros. (Bouget et al., 2005; Etxebeste et al., 2013).

Anchura Captura Captura
Familia Género y especie Autor Tipo' max. (mm) Exp.1 Exp.2
(05 jul-25 jul) (25 jul-10 oct)
Trogossitidae  Temnochila caerulea Olivier D 3,0/5,0 318 208
Cleridae Thanasimus formicarius L. D 1,5/3,0 164 16
Elateridac Lacon punctatus Herbst SX 3,0/5,5 4 2
Stenagostus rufus De Geer SX 4,0/5,5 2 2
Spondylus buprestoides G. SX 4,0/8,0 105 224
Acanthocinus aedilis L. SX 1,5/3,0 3 4
Cerambycidae Arhopalus ferus Mulsant X 2,0/4,0 0 12
Hylotrupes bajulus L. SX 4,0/6,0 7 1
Xylotrechus arvicola Olivier X 3,0/4,0 1 0
Buprestis novemmaculata L. X 5,0/9,0 93 68
Buprestidae ~ Buprestis rustica L. X 5,0/9,0 24 41
Chalcophora mariana L. X 9,0/11,0 64 42
Retenidos Escapados
MA b — a
ME b — a

Media total insectos no objetivo + SEM / trampa

Figura 10. Media de individuos por trampa de todas las especies no objetivo capturadas en el tratamiento
control, o que utilizaron el dispositivo de autoliberacion para escapar en los tratamientos ME (Malla Estre-
cha) y MA (Malla Ancha) del experimento 1. Medias seguidas de la misma letra no son diferentes signifi-
cativamente, p<0.05).
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Al comparar las capturas totales de insectos no objetivo, se determina que un
72% escaparon a través del fondo (ME y MA), sin diferencias significativas entre
mallas (Figura 10), el 28% restante escaparon por el dispositivo de autoliberacion
de M. galloprovincialis y habrian sido infectados con el hongo entomopatogeno.

Experimento 2. Aumento de la selectividad de la trampa frente a especies
no objetivo.

En las Figuras 11y 12 se recogen las capturas de M. galloprovincialis obteni-
das en los tratamientos Control, TA y TB. No aparecen diferencias significativas
(Figura 11), lo que indica ningun M. galloprovincialis escap0 a través de la MA,
todos se autoliberaron, sin diferencias entre el bote conectado al ras de fondo (TB)
o 1 cm por encima (TA).
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Figura 11. Media de M. galloprovincialis capturados por trampa en el Experimento 2. TA: Tubo Alto (co-
nectado 1,0 cm por encima del fondo); TB: Tubo Bajo (conectado enrasado con el fondo; C: Control (bote
colector estandar). Medias seguidas de la misma letra no son diferentes significativamente, p<0.05)
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Retenidos Autoliberados

TA b — a

B b — a

Media total Mg + SEM / trampa

Figura 12. Media de M. galloprovincialis capturados por trampa en el Experimento 2. Retenidos: indivi-
duos que permanecen en el bote colector. Autoliberados: individuos que escapan a través del dispositivo de
autoliberacion. Tubo Alto (conectado 1,0 cm por encima del fondo); TB: Tubo Bajo (conectado enrasado con
el fondo; C: Control (bote colector estandar). No existen individuos autoliberados en el tratamiento Control.
Medias seguidas de la misma letra no son diferentes significativamente, p<0.05).

Retenidos _ Escapados por d.a.

TA b — a

B b — a

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
70 60 50 40 30 20 10 5 0 5 10 20 30 40 50

Media total de insectos no objetivo + SEM / trampa

Figura 13. Media de individuos por trampa de todas las especies no objetivo capturadas en el tratamiento
control, o que utilizaron el dispositivo de autoliberacion TA: Tubo, TB: Tubo Bajo. Escapados por d.a.: In-

sectos no objetivo escapados a través del dispositivo de autoliberacion de M. galloprovincialis. Tratamien-
tos con la misma letra no son diferentes, p<0.05).
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Se observé una ligera reduccion no significativa en el nimero de insectos no
objetivo que escaparon a través del dispositivo elevado (TA) comparado con el dis-
positivo bajo (Figura 13). Esto indica que la elevacion del dispositivo de autolibe-
racion para M. galloprovincialis podria suponer una mejora en la selectividad del
sistema la trampa evitando que otras especies escapasen a través de ¢l y escapasen
por el fondo.

Si se analizan los resultados por especies no objetivo (7abla 2) es destacable la
reduccidn general en las capturas de los depredadores 7. formicarius y 1. caerulea.

Tabla 2. Media de individuos por trampa de cada una de las especies no objetivo capturadas en el tra-
tamiento control, o que utilizaron el dispositivo de autoliberacidon para escapar en los tratamientos TA:
Tubo Alto (1,0 cm por encima del fondo) o TB: Tubo Bajo (enrasado con el fondo del experimento.
2. Medias para cada especie seguidas de la misma letra no son diferentes significativamente, p<0.05).

Escapados a través Escapados a través

Geénero y especie Autor Control de dispositivo (TB) de dispositivo (TA)
Buprestis novemmaculata (L.) 0,30+0,37 a 0,34+0,30 a 0,25+0,25 a
Buprestis rustica (L.) 0,14+0,16 a 0,23+0,26 a 0,14+0,13 a
Chalcophora mariana (L.) 0,21+0,19 a 0,21+0,21 a 0,13+0,13 a
Spondylus buprestoides (Gressitt) 0,82+0,38 a 1,26+0,54 a 0,83+0,37 a
Thanasimus formicarius (L.) 0,16+0,20 a 0,00+0,00 b 0,05+0,08 ab
Temnochila caerulea (Olivier) 2,60+£2,25a 0,05+0,08 b 0,05+0,08 b

Experimento 3. Autoinfeccién de Monochamus galloprovincialis con Beauve-
ria pseudobassiana en laboratorio.

Los individuos autoinfectados ensayados recogieron dosis de indculo significa-
tivamente diferentes (7abla 3). Todos los tratamientos con B. pseudobassiana cau-
saron la mortalidad total de los insectos tratados, mientras que la mortalidad de los

Tabla 3. Dosis de inoculo recogidas por los individuos de M. galloprovincialis al recorrer el disposi-
tivo de autoinfeccion.

Ver Material y Métodos para una descripcion de los tratamientos.

Medias seguidas de la misma letra no son diferentes significativamente, p<0.05).

. Dosis media Dosis/peso
Tratamiento (mg/insecto) (%)
AGT 1,58 a 0,59
AGB9Y 1,85a 0,62
AGB10 1,61a 0,55
EFT 2,02b 0,88
EFB9 2,69b 0,93

EFBI10 2,70 b 0,81
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controles fue s6lo la mitad y su TPS significativamente mayor (7abla 4). Se encon-
traron diferencias significativas en el TPS de los individuos entre tratamientos. Los
insectos infectados por la dosis B9 a través del dispositivo EF sobrevivieron menos
tiempo que los infectados por esta dosis en el dispositivo AG.

Tabla 4. Mortalidad y Tiempo Promedio de Supervivencia (TPS) para cada tratamiento de autoinfec-
cion con B. pseudobassiana.
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes entre si, (P <0,05).

Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier

Tratamiento Mortalidad TPS Intervalo de confianza (95%)
(%) (media + SE) Inferior Superior
AGC 50 a 1580 £ 1,719 a 12,432 19,168
AGT 60 a 16,55 +£1,301 a 13,999 19,101
AGBY 100 b 12,15+ 0,871 b 10,442 13,858
AGB10 100 b 6,65+0,412 ¢ 5,842 7,458
EFC 50 a 16,35 £ 1,469 a 13,471 19,229
EFT 45 a 17,50 £ 1,048 a 15,447 19,553
EFB9 100 b 8,85+0,689 d 7,499 10,201
EFB10 100 b 5,75+0,347 ¢ 5,070 6,430

En la Figura 14 se recogen las funciones de supervivencia para cada uno de los
tratamientos del ensayo.

Funciones de supervivencia

Tratamiento
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Figura 14. Funciones de supervivencia para cada tratamiento. Ver Material y métodos para una descrip-
cion de los tratamientos.
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Se analizé el tiempo en el que los individuos tratados se encontraron suficien-
temente vitales como para reproducirse (7abla 5), obteniendo las mismas diferen-
cias que el andlisis de supervivencia, aunque el TPV fue inferior. Los tratamientos
con menor dosis obtuvieron TPV de 4,9 (EF) o 6,8 (AG) dias, acorde con los ob-

jetivos.

Tabla 5. Tiempo medio en el que los individuos tratados se muestran vitales (realizan movimientos

con todos los artejos).

" TPV: Tiempo Promedio de Vitalidad limitado a 21 dias. Los datos en misma columna con misma

letra no son significativamente diferentes (¢ = 0,05).

Analisis de vitalidad (modificado de TPS Kaplan-Meier)

Tratamiento TPV Intervalo de confianza (95%)
(media + SE) Inferior Superior
AGC 15,05 £1,776 a 11,569 18,531
AGT 15,30 + 1,338 a 12,677 17,923
AGB9 6,80 + 0,462 b 5,894 7,706
AGBI10 3,15+0,233 c 2,694 3,606
EFC 15,50 + 1,538 a 12,136 18,164
EFT 17,05 £ 1,233 a 14,634 19,466
EFB9 4,85+ 0,350 d 4,164 5,536
EFB10 2,70 0,231 c 2,248 3,152

En la Figura 15 se relaciona la dosis de conidios por unidad de peso recibida
por los individuos con el tiempo que permanecieron vitales, con capacidad de rea-
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Figura 15. Relacion entre tiempo promedio de vitalidad de M. galloprovincialis y dosis de conidios reci-

bida por unidad de peso (mg).
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lizar un comportamiento normal, que permitiese la autodiseminacion del entomo-
patdgeno. Se observa una disminucion exponencial del nimero de dias vitales al au-
mentar la dosis recibida, hasta valores de 50-10° conidios'mg™ de peso. El aumen-
to de esta dosis no supuso reduccion apreciable del TPV.

5. Discusion

Los experimentos 1 y 2 demostraron el correcto funcionamiento del sistema de
autoliberacion para M. galloprovincialis. Los imagos fueron capaces de encontrar
el acceso al dispositivo de autoliberacion y usarlo.

Ambos experimentos evaluaron la efectividad del escape de especies no obje-
tivo a través de mallas de fondo del bote colector que les permitiese su paso, pero
que retuviesen a los M. galloprovincialis capturados. Ambas mallas ensayadas (4,8
mm y 6,0 mm) resultaron efectivas para el escape de insectos no objetivo, cuyas
capturas se vieron reducidas al 25%, principalmente por el escape de 7. caerulea'y
T. formicarius. (Ross and Daterman, 1998; Martin et al., 2013) han demostrado
también la efectividad de mallas en la exclusion de depredadores de escolitidos en
trampas multiembudos. Otras especies saproxilicas de tamafios mayores no pudie-
ron salir a través de las mallas y escaparon del bote a través del dispositivo de au-
toliberacion, lo que no resulta deseable. No aparecieron diferencias entre mallas,
por lo que 6,0 mm seria aconsejable. El intento de dificultar el escape de insectos
no objetivo por el dispositivo, mediante la elevacion de 1 cm sobre el fondo, sin
afectar a la autoliberacion de la especie objetivo, no obtuvo diferencias significa-
tivas entre ambos tratamientos (TB y TA), aunque el numero de capturas no obje-
tivo fue ligeramente inferior en el TA.

En el Experimento 3 se determind que un dispositivo de menor didmetro inter-
no aporta una cantidad de inoculo significativamente mayor. Al atravesar el dispo-
sitivo EF, el individuo contacta en mayor medida en zona ventral, extremidades y
¢litros con la superficie inoculada. La cepa EABps de B. pseudobassiana confir-
mo su virulencia sobre M. galloprovincialis (Alvarez-Baz et al., 2015). Ambas
dosis aplicadas con cualquier dispositivo redujeron significativamente el TPS de los
individuos tratados, no obstante, los adultos ensayados se encontraban préximos al
final de su vida, esto explica la mortalidad ocurrida en los controles. El tratamien-
to EFB9 obtuvo un TPV de 4,9 dias y cantidad de in6culo transmisible de 2,7 mg/
insecto que le convierten en el candidato idoneo para la continuacion de los estu-
dios.

6. Conclusiones
Este trabajo muestra avances en el desarrollado un sistema efectivo para la au-

todiseminacion del hongo entomopatdgeno B. pseudobassiana sobre las poblacio-
nes de M. galloprovincialis.



A. Sacristan et al. | Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. 44(2) (2018) 147-168 165

— El sistema de autoliberacion de M. galloprovincialis a través de un tubo en-
roscado externamente al bote colector de las trampas multiembudos ha resul-
tado funcional. Este dispositivo es sencillo, barato, facilmente recambiable
y adaptable al bote colector de cualquier tipo de trampa.

— El escape de los insectos no objetivo capturados a través de mallas de 6,0 mm
en el fondo del bote colector ha resultado exitoso para las especies depreda-
doras 7. caerulea'y T. formicarius. Debe mejorarse para otras especies de xi-
l6fagos de tamafio mayor.

— El dispositivo de autoliberacion se ha transformado en un sistema efectivo
de autoinfeccién mediante el recubrimiento interior del tubo con fieltro,
donde inocular la formulacion de conidios en talco.

— El dispositivo de autoinfeccion formado por un tubo de 27 mm de diametro
interior y 100 mm de longitud, con fieltro de 1,5 mm inoculado con una for-
mulacion en talco de B. pseudobassiana 1-10° conidios g™, permite la adecua-
da supervivencia con vitalidad de los individuos de forma que podrian rea-
lizar una transmision de inéculo en sus poblaciones.

Se deben continuar los estudios para determinar las condiciones de la transmi-
sion horizontal y vertical y mejorar la selectividad del sistema.
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