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Prospeccion de la Flavescencia dorada y de sus vectores (Hemip-
tera, Cicadellidae) en la zona de viiiedo de Requena (Valencia)

J. Espacio, P. MARTINEZ-CULEBRAS, C. JORDA, A. HERMOSO DE MENDOZA

La Flavescencia dorada es una grave enfermedad de la vid causada por un fito-
plasma y transmitida en campo por el cicadélido Scaphoideus titanus Ball, aunque tam-
bién hay referencias de su transmisién en condiciones experimentales por otros cicadéli-
dos. En Espafia irrumpié hace pocos afios por la comarca catalana de I'Emporda, desde
donde se teme que pueda extenderse a otras zonas viticolas.

Es por ello que en este trabajo se ha realizado una prospeccion durante el afio 2000
de la enfermedad y de su vector en campo, asi como de los cicadélidos presentes en va-
rios vifiedos de Requena (Valencia) utilizando trampas amarillas adhesivas. La detec-
cién de fitoplasmas (Flavescencia dorada) se realiz6 mediante Nested-PCR utilizando
cebadores universales.

Los resultados muestran la ausencia tanto de la Flavescencia dorada como de
Scaphoideus titanus en las parcelas prospectadas. Se han capturado 14 especies de ci-
cadélidos, la mds abundante de las cuales con gran diferencia ha sido el tiflocibino
Empoasca vitis (Géthe), cuya grifica de evolucién poblacional se ha obtenido, pre-
sentando un maximo en la primera semana de julio.
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INTRODUCCION

La Flavescencia dorada es una grave en-
fermedad de la vid, causada por un fito-
plasma (CAUDWELL, 1983), que desde su apa-
ricién en 1955 en Armanhac (CAUDWELL,
1957) se ha ido extendiendo por los viiiedos
del sur y centro de Francia y del norte de Ita-
lia (RAHOLA et al., 1997), ocasionando en
ellos fuertes pérdidas de cosecha e incluso la
muerte (CAUDWELL, 1965). En Espaiia se in-
trodujo en 1996 por la comarca catalana de
I’ Alt Emporda, desde donde se teme que
pueda extenderse a otras zonas viticolas, aun-
que de momento no parece haberlo hecho.

El vector natural de la Flavescencia do-
rada en campo es un insecto hemiptero de la
familia Cicadellidae, Scaphoideus titanus

Ball, 1932 (SCHVESTER et al., 1969), que en
Espaiia se ha encontrado en varios puntos de
Cataluiia (RAHOLA et al., 1997). Sin em-
bargo, también se ha citado como vector de
la enfermedad en condiciones experimenta-
les (CAUDWELL et al., 1972) a otro cicadé-
lido, Euscelidius variegatus (Kirschbaum,
1858), que esta bastante més difundido que
el primero: HERMOSO DE MENDOZA y ME-
DINA (1979) lo encontraron en varias comar-
cas citricolas valencianas.

Una de las principales zonas viticolas va-
lencianas es la Plana de Utiel, pero se desco-
nocia si la Flavescencia dorada o sus vecto-
res estaban presentes en ella. Los objetivos
de este trabajo son despejar estas incognitas
por medio de una prospeccidn, que a la vez
permitird averiguar la fauna de cicadélidos
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de los vifiedos de esta comarca y la evolu-
cién poblacional de sus principales especies.

MATERIAL Y METODOS

La prospeccidn se realizé en tres parcelas
de vifia situadas en diferentes partidas del
término de Requena (La Plana de Utiel, Va-
lencia): I, La Caseta (variedad tempranilla);
I, La Pajarilla (variedad bobal); III, El Re-
bollar (filas alternas de tempranilla y bobal).
El marco de plantacién en todas ellas era de
2’50 x 2’50 m.

1. Prospeccién de Flavescencia dorada en
campo:

Se realiz6 en mayo de 2001, buscando en
las tres parcelas citadas los sintomas de la
enfermedad, que son los siguientes (RAHOLA
et al., 1997): Las hojas se enrollan hacia el
envés, se disponen en forma de tejas o esca-
mas de pez y adquieren una coloracién ro-
jiza o amarillenta segin se trate de varieda-
des tintas o blancas. En los sarmientos no se
produce la lignificacién; adoptan un porte
desmayado, como si fuesen de goma, dando
a la cepa un aspecto 1llorén.

2. Ensayos de deteccion de fitoplasmas en
Iaboratorio:

En las mismas fechas y parcelas de la
prospeccién de Flavescencia dorada en
campo se muestrearon brotes enteros, a razén
de 15-20 brotes por parcela: la mitad de ellos
en la fila de cepas contigua al margen de la
parcela y la otra mitad en la fila situada 37’5
m hacia dentro de ella (las mismas filas en
que se colocaron las trampas amarillas adhe-
sivas utilizadas, como se ver4, en la prospec-
cién de cicadélidos). En la parcela III se to-
maron muestras de las dos variedades que
contenia (tempranilla y bobal). Se buscaban,
para muestrear, brotes que presentaran la sin-
tomatologia de la enfermedad, pero al no en-

contrarse ninguno (como se dird en Resulta-
dos y discusién) se tomaron de aquellos que
presentaran al menos amarilleos.

Extraccién del ADN: Con el material tra-
ido del campo, conservado en frio para su
traslado, se procedio a la extraccién de los
acidos nucleicos de las plantas de vid a partir
de 2 gr de material vegetal, recortando los
nervios de las hojas. La extraccion se realizd
segtin el protocolo de PRINCE et al. (1993).

Nested-PCR: Inicialmente se amplificé el
r-ADN de los fitoplasmas con la pareja de
nucleétidos universales R16F2n/R2 (LEE et
al., 1993). De los productos de reaccién se
prepararon diluciones en una proporcién
1:50 y se utilizaron 5 pl de esta dilucién
como muestra de ADN para llevar a cabo la
segunda ronda de amplificacién con la pa-
reja de oligonucledétidos universales
FUS/RU3 (LORENZ et al., 1995).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
en un termociclador Eppendorf Mastercycler
personal, consistiendo en 35 ciclos de 1 mi-
nuto a 95°C, 2 minutos a 55°C y 3 minutos a
72°C. En cada reaccién se utilizé 1 unidad
de enzima (Netzyme, N.E.E.D.S.L.), dNTPs
a una concentraciéon de 100 uM y los oligo-
nucleétidos a una concentracién de 0.2 uM,
todo ello en el tamp6n de reaccién suminis-
trado por el proveedor.

En las reacciones de nested-PCR se inclu-
yeron los controles positivos con ADN de
los fitoplasmas Stolbur y Aster Yellows y los
controles negativos (muestras sin ADN) re-
sultantes de la primera y segunda ronda de
amplificacién.

3. Prospeccion de cicadélidos:

Se realizé a lo largo de todo el periodo ve-
getativo de la vid del afio 2000, por medio de
trampas amarillas adhesivas (TORRES et al.,
1998) formadas por una ldmina de plastico
amarillo de 14 x 14 cm., de la que se utili-
zaba una superficie de 10 x 10 cm que se cu-
bria con una capa de un adhesivo transpa-
rente (Tangletrap, de la casa Tanglefoot). El
tono amarillo de las trampas se determiné



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 27, 2001 521

mediante un colorimetro portitil (marca
HunterLab, modelo MiniScan XE de geo-
metria difusa, con una abertura circular para
la lectura de 8,0 mm de didmetro, calibrado
previamente a la medicién con una teja de
color blanco de sulfato de bario), obtenién-
dose las siguientes coordenadas Lab: L =
82,62;a=2,79; b =46,86.

Las trampas se colgaban verticalmente de
sendas cepas. En cada una de las parcelas I y
II se colocaron desde el 9 de abril hasta el 13
de mayo ocho trampas (cuatro en la fila de ce-
pas contigua al margen de hierbas, separadas
25 m entre si, y cuatro con la misma separa-
cién pero en una fila situada 37,5 m hacia el
centro de la parcela), y desde el 13 de mayo
hasta el 5 de octubre se afiadieron a las tram-
pas anteriores otras cuatro mas por parcela
(dos en cada fila, a las mismas distancias). En
la parcela III sélo se dispusieron cuatro tram-
pas (todas en la fila contigua al margen, a 25
m de distancia entre si), y s6lo se mantuvie-
ron desde el 16 de abril hasta el 24 de junio en
que se retiraron por no haber casi capturas al
ensuciarse las trampas de tierra por el viento.

Aproximadamente cada siete dias se cam-
biaban las trampas por otras nuevas y se lleva-
ban al laboratorio, donde se procedia a sepa-
rar los cicadélidos capturados, a identificarlos
y a contarlos. Dado que la clasificacién de ci-
cadélidos se hace por el aparato genital mas-
culino, la identificacién de los machos era a
nivel de especie pero la de las hembras era a
nivel de subfamilia o de tribu, asi como la de
los individuos de sexo indeterminado (por ha-
ber perdido el abdomen, por ejemplo).

Para comparar los porcentajes de cicadéli-
dos obtenidos segiin se hubieran capturado
en el margen o en el centro de las parcelas, se
realiz6 un andlisis estadistico mediante una
aproximacién de los porcentajes a una distri-
bucién normal. En este caso, la prueba de
igualdad entre las proporciones (1) y (2) es:

o)

PU’

p_

Ip(1-p)|

lT=——— ——

donde p, y p, son los porcentajes (en tanto por
uno) a comparar, n, yn, son los valores corres-
pondientes al total de individuos capturados en
el margen y en el centro, y p es el porcentaje
(en tanto por uno) obtenido como media ponde-
rada por los efectivos n, y n,, es decir:

XI+X

p=———— donde x,= p..n,

n+n,

Se considera p, # p, si Z > 1,96 (nivel de
significacion del 5%).

RESULTADOS Y DISCUSION

No se observé ninguna planta de vid con
los sintomas de la Flavescencia dorada en
ninguna de las parcelas muestreadas.

El andlisis electroforético de 1a nested-
PCR dio resultados negativos y solamente se
observé la banda de 870 pb., indicativa de la
presencia de fitoplasmas, en los controles
positivos. Los resultados aportan que la zona
muestreada no sélo est4 libre de Flavescen-
cia dorada, segiin los andlisis realizados,
sino que, dado que los cebadores eran uni-
versales, tampoco se han detectado otros po-
sibles fitoplasmas.

En cuanto a la prospeccién de cicadéli-
dos, en la tabla 1 figuran las 14 especies
que se han encontrado, agrupadas por sub-
familias y tribus. No se hallan entre ellas ni
el vector natural de la Flavescencia dorada
en campo (Scaphoideus titanus) ni el vector
en condiciones experimentales (Fuscelidius
variegatus). Entre las especies capturadas
cabe resaltar que las dos pertenecientes a la
tribu Empoascini de la subfamilia Typh-
locybinae (Empoasca vitis y Jacobiasca ly-
bica), aunque polifagas, estdn citadas como
plagas de la vid, sobre la que pueden causar
graves dafios, mientras que las especies
Circulifer tenellus y Circulifer haemato-
ceps son conocidos vectores de Spiro-
plasma citri, agente del “stubborn” de los
agrios (DELLA GIUSTINA, 1989).

La importancia numérica de estas espe-
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Tabla 1.-Especies de Cicadellidae capturadas en vifiedos de Requena durante el 2000 en trampas adhesivas amarillas.

e Empoasca vitis (Gothe, 1875) [= Empoasca flavescens Flor, 1861]

TYPHLOCYBINAE:
EMPOASCINI:
» Jacobiasca lybica (Bergevin & Zanon, 1922)
ERYTHRONEURINI:
¢ Zygina flammigera (Fourcroy, 1785)
* Zygina hyperici (Herrich-Schiiffer, 1836)
» Zyginidia scutellaris (Herrich-Schiffer, 1838)
o Frutioidia bisignata (Mulsant & Rey, 1855)
DELTOCEPHALINAE:
» Circulifer haematoceps (Mulsant & Rey, 1855)
» Circulifer tenellus (Baker, 1896)
¢ Neoaliturus fenestratus (Herrich-Schiffer, 1834)
* Araldus propinquus (Fieber, 1869)
* Grypotes staurus lvanoff, 1885
* Platymetopius rostratus (Herrich-Schiffer, 1834)
AGALLINAE:
* Austroagallia sinuata (Mulsant & Rey, 1855)
MACROPSINAE:

* Hephathus nanus (Herrich-Schiffer, 1835)

cies se expresa en la tabla 2. Por un lado se
indican los porcentajes de machos de cada
especie capturados, de un total de 151. Por
otro, figuran los porcentajes por tribus del
conjunto de individuos atrapados (machos,
hembras e indeterminados), que sube a 446.
Tanto de machos sélo, como del conjunto de
individuos, los Empoascini son los més
abundantes con gran diferencia y, dentro de
ellos, Empoasca vitis es la mas numerosa
(95°5% de los 111 machos de Empoascini
capturados, frente a un 4’5% de Jacobiasca
lybica).

En la tabla 3 se exponen las capturas de
cicadélidos de las parcelas I y II (las que
permanecieron durante todo el periodo ve-
getativo de la vid), segiin fueran del margen
o del centro de los vifiedos, agrupando por
un lado a los Empoascini (que, como se ha
dicho, estédn citados como plagas de la vid)
y por otro lado a los demds Cicadellidae. Al
realizar el an4lisis estadistico de sus por-
centajes resulté que no habia diferencias
significativas entre la proporcién de Empo-
ascini y la de no Empoascini (ni en el cen-
tro ni en el margen). Aunque parece razo-

nable que se hubiera dado un mayor por-
centaje de Empoascini en el centro de las
parcelas, de los resultados obtenidos se de-
duce que la polifagia de los Empoascini do-
mina sobre su capacidad de vivir sobre la
vid, y por tanto se dan en la misma propor-
cién que los demds Cicadellidae tanto junto
a las hierbas del margen como en medio del
vifiedo.

La evolucién en el tiempo de los Empoas-
cini capturados se representa en la figura 1.
Como se ha indicado anteriormente casi to-
dos estos Empoascini pertenecen a la especie
Empoasca vitis, y 1os pocos individuos ob-
servados de otra especie (Jacobiasca lybica)
se capturaron inicamente entre el 28 de
agosto y el 14 de septiembre. Se ha represen-
tado en las graficas el nimero de individuos
capturados por m? (de superficie de trampa) y
por dia, uniformizando as{ el ndmero de
trampas y la duracién de los intervalos de re-
cogida, para las dos parcelas (I y II) que se
muestrearon durante todo el periodo vegeta-
tivo, distinguiendo las capturas de las tram-
pas colocadas junto al margen (m) de las co-
locadas en el centro (c) de cada parcela.
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Tabla 2.-Abundancia relativa de los Cicadellidae capturados en tres vifiedos de Requena
durante el 2000 en trampas adhesivas amarillas.

Machos Individuos totales
Especies N° % N° %
EMPOASCINI: 111 73’5 389 87°2
Empoasca vitis 106 702
Jacobiasca lybica 5 33
ERYTHRONEURINI: ........c.occcovneerrmrencnee 13 8’6 24 54
Zygina flamigera 1 07
Zygina hyperici ... 1 07
Zyginidia scutellaris 7 46
Frutioidia bisignata 4 2°6
No TYPHLOCYBINAE: ......cccccooniierenne 27 179 33 74
Circulifer h toceps 3 2
Circulifer tenellus 1 07
Neoaliturus fenestratus ..............cueccenenne 6 4
Araldus proping 2 1’3
Grypotes staurus 1 07
Platymetopius rostratus ................ccocweeevenees 6 4
Austroagallia sinuat 6 4
Hephathus nanus 2 13
TOTAL........ 151 100 446 100

Tabla 3.-Comparacién entre los Empoascini y el resto de los Cicadellidae capturados en el margen y en el centro de dos
vifiedos de Requena durante el 2000 en trampas amarillas adhesivas.

Margen Centro
Cicadellidae Ne % N° %
Empoascini 273 71,1a 111 289a
No Empoascini ........cccecvueeeeneemrenccnencne 39 76,5 a 12 235a

Los valores seguidos de la misma letra (en sentido vertical) no son significativamente diferentes.

El maximo de Empoasca vitis tiene lugar
durante la primera semana de julio (en las
dos parcelas, tanto en el margen como en el
centro), lo que coincide con los resultados
obtenidos por HERMOSO DE MENDOZA y ME-
DINA (1979) y ALVARADO et al. (1994) con
otros dos Empoascini: Empoasca alsiosa Ri-
baut, 1933 en citricos valencianos y Asym-
metrasca decedens Paoli, 1932 en melocoto-
neros andaluces, respectivamente. TORRES et
al. (2000), también con Asymmetrasca dece-
dens, obtuvieron resultados algo diferentes,
sobre todo en almendros valencianos, donde
la poblacién no bajaba como aqui tras el ma-
ximo de julio, sino que se mantenia alta con
varios picos hasta octubre.

La proporcidn entre machos y hembras en
los Empoascini capturados (bdsicamente
Empoasca vitis, como ya se ha dicho) vari6 a
lo largo del aiio (figura 2): al principio casi
todo eran hembras, pero el porcentaje de
machos fue subiendo hasta predominar por
completo a principios de julio, tras lo cual
volvié a bajar, estando muy igualados ambos
sexos al final del periodo vegetativo de la
vid. Este tipo de evolucién es muy seme-
jante, aunque en fechas algo distintas, al que
obtuvieron ALVARADO et al. (1994) y TORRES
et al. (1998) con el también empoascino
Asymmetrasca decedens.
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Fig. 1.-Evoluci6n en el tiempo de los Empoascini (bdsicamente, Empoasca vitis) capturados durante el 2000 en
trampas amarillas adhesivas situadas junto al margen (m) y en el centro (c) de dos vifiedos (I y IT) de Requena.
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Fig. 2.-Evolucién en el tiempo de la proporcién entre machos y hembras de Empoascini (Empoasca vitis,
mayoritariamente) capturados en trampas amarillas adhesivas en vifiedos de Requena en el 2000.
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CONCLUSIONES

La Flavescencia dorada y sus vectores
cicadélidos estan ausentes de los vifiedos
prospectados, pero se han encontrado en
ellos otras 14 especies de cicadélidos, la
mds abundante de las cuales es Empoasca
vitis, que alcanza su maximo en la primera
semana de julio y presenta grandes dife-
rencias estacionales en la proporci6n entre
Sexos.
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PROSPECTION OF THE FLAVESCENCE DOREE AND THEIR VECTORS
(HEMIPTERA, CICADELLIDAE) IN THE AREA OF VINEYARD IN RE-

QUENA (VALENCIA)

J. Espacio, P. MARTINEZ-CULEBRAS, C. JORDA AND A. HERMOSO DE MENDOZA.

The Flavescence Dorée is a severe disease of the vineyard caused by a phytoplasma

and transmitted in the field by the leafhopper Scaphoideus titanus Ball, although there
are also references about their transmission in experimental conditions by other Cicade-
llidae. In Spain rushed into, a few years ago by the catalan area of I’Emporda from
where it is thought that could expand to other viticuitural areas.

It is for this that in this work was performed a prospection during the 2000 year of
the disease and of its vectors in the field, as well as the leafhoppers present in several vi-
neyards of Requena (Valencia) using sticky yellow traps. The detection of phytoplasmas
(Flavescence Dorée) was performed by means of Nested-PCR using universal primers.

The results show the absence both of the Flavescence Dorée as of Scaphoideus tita-
nus in the plots prospected. There were catched 14 species of Cicadellidae, the most
abundant of them with great differences was Empoasca vitis (Gothe) whose grafic of
populational evolution has been obtained, presenting a maximum in the first week of

July.

Key words: Phytoplasmas, Flavescence Dorée, Cicadellidae, vineyard.
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