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ENTOMOLOGÍA

Nota
Definitive incorporation of Callidiellurri rufipenne (Motschulsky,
1860) to the argentinian fauna of Cerambycidae (Coleoptera)

P. TURIENZO

Caltidiellum rufipenne (Motschulsky, 1860) 1Cerambycinae: Callidiini^ is mentioned
as established in Argentina. The first known host plant in Argentina and South America
is given.

P. TuR^eNZO. Entomología, Departamento de Biodiversidad y Biología Experimental,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, 4° Piso, Pabellón II, (CP 1428) Ciudad Uni-
versitaria, Buenos Aires, Argentina.

Key words: Coleoptera, Cerambycidae, Caltidietlum ru}ipenne, Argentina

INTRODUCTION

Dt IORIO (2004) records two species of

Cerambycidae from the Northern Hemi-

sphere as recently introduced in Argentina,

Arhopalus rusticus rusticus (L., 1758)
[Aseminae: Asemini], and Callidiellum

rufipenne (Motschulsky, 1860) [Ceram-
bycinae: Callidiini], whose larvae develops

in woods of Coniferae, both in Neartic and

Paleartic regions. All the host plants known
for C. rufipenne in North Hemisphere
(Paleartic) belongs to Cupressaceae and

Taxodiaceae. It has been recorded from the

following hosts in its native geographic
range: Cryptomeria japonica (L. f.) D. Don,
Chamaecyparis obtusa (Siebold & Zucc.)
Endl. in Japan (LtNSLEY GRESStTT, 1951),

Chamaecyparis pisifera (Siebold & Zucc.)
Endl., and Thujopsis dolabrata (Thunb. ex
L. f.) Siebold & Zucc. (APHIS, 1999).
Ables Spp. (LINSLEY GRESSITT, 1951) and
Pinus spp. (APHIS, 1999) have also been

mentioned, but these hosts require confir-
mation. In North America, where it was

introduced, the larvae develop in Chamae-
cyparis nootkatensis (D. Don) Sudw.,
Juniperus virginiana L. and Thuja occiden-
talis L., but also on Juniperus communis in
Italy (EUROPEAN AND MEDITERRANEAN
PLANT PROTECTION ORGANIZATION, 200^),
and Cupressus macrocarpa Hartw. in Spain
(PASEK,2000).

Until 2005 the species was recorded in
Argentina with an uncertain status because it
was not possible to know if it was estab-
lished or not (DI IORIO, 2005). The finding of
new materials allows to record C. rufrpenne
as definitive incorporated to the argentinian
fauna of Cerambycidae, and the first host
plant in the country.

Infested dead branches of Cupressus were
maintained in rearing cages at ambient tem-

perature.The specimens were deposited in

the private collection Osvaldo Di Iorio
(ODI), who identified the species. All plant

names and abbreviations of authors are

according to WIERSEMA & LEÓN (1999). The

host plant was identified with the key of PA-
RODI (19$9).
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Specimens of C. rufipenne were obtained
as follows:

Cupretisus macrocarpa: Buenos Aires:
Pdo. Berazategui, Parque Pereyra Iraola, 13-
VIII-2005, 1 male (ODI), inside the pupal
chamber, 2 males (ODI), emerged 19-VIII-
OS [T = 23.1 ° C, 16 hs onwardJ, 4 males, 3
females (ODI), emerged 21-VIII-OS [T max
= 21.2° C, 14:10 hs], 1 male (ODI) emerged
22-VIII-OS [T = 21.6 °C, 15:50 hs].

This is the first known host plant in
Argentina and South America. Dt IORJo
(2004) mentioned a single specimen of C.
rufipenne found in Argentina (Buenos Aires:
Pilar) in July 2003. By old pupal chambers
observed in the branches of Cupressus
mc^crncnrpa, and the location of the trees in

RESUMEN

a suburban area, it is possible to say that C.
rufipenne is well established in the country,
possibly before 2003. It rears in dead fallen
branches, not affecting living trees, a differ-
ence between United States where the larvae
develops in living branches (PASEK, 2000).
Adults emerge in July (DI IoRlo, 2004) and
at middle August during the day (material
reared).
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TuatErJZO P. 2006. [ncorporación defiti[iva de CnllidieNurn rrtitipenne (Mots-
chulsky, 1860) a la fauna argentina de Cerambycidae (Coleoptera). Bol. San. Ueg. Pfn-
gas, 32: I $5-156.

Se menciona a Cnlliclie/lum rufipenne (Motschulsky. 1860) ^Cerambycinae: Callidii-
ni ^, como establecida en la Argentina. Se da a conocer su planta hospedadora en dicho
país, constituyendo un nuevo registro para Argentina y Sudamérica.

Palabras clave: Coleoptera, Cerambycidae, CcifliclieNunr rufipenne. Argentina.
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Seguimiento del ciclo biológico de Cydia fagiglandana (Zeller)
(Lepidoptera:Tortricidae) en un encinar del sur de España

A. JIMÉNEZ, F. J. SoRIA, M. VILLAGRÁN, M. E. OCETE

C^din.fa,^iglm[dana (Zeller) (Lepidoptera: Tortricidae) es un insecto carp6fago yue
afecta u la calidad y viabilidad de los frutos de yuercíneas y castarios. La mxyoría de los
trabajos hasta ahora realizados en encinures sobre esta especie han estado dirigidos a
evaluar los daños que ocasiona. Por es[e motivo, creemos que es interesante abordar
otros aspectos de la biología de C. fngi,^lunda^[a como es el seguimiento de su ciclo bio-
lógico en una dehesa encinar del sur de España.

Durante todo el periodo de estudio C. fngi,^lnndann presentó un ciclo con una gene-
ración al año. Los adultos se encontraron desde finales de mayo o principios de junio

hasta tinales de octubre. Por su parte, las puestas se localizaron de formu aislada sobre el
haz de lus hojas desde finales de junio o principios de julio hasta octubre. Las larvas fue-
ron capturadas desde mediados de julio hasta finale, de diciembre. EI desurrollo larva-
rio duró entre 30 y 40 días y su periodo de hibernación comenró a finales de septicmbre
o principios de octubre.

A. JiMÉnt:z, F. J. SoR[A, M. ViLL^aGRÁ'v, M. E. OcETE. Laboratorio de Entomología Apli-
cada. Dpto. de Fisiología y Zoología. Fac. de Biología. Universidad de Sevilla. Avda.
Reina Mercedes, 6. 41012 Sevilla. España.

Palabras clave: Cydra fngiglundcinu, carpófago, encina, bellota, Quere u.r sp., ciclo
biol6eico.

INTRODUCCIÓN

La encina meridional ( Quercus ilex subes-
pecie ballota) se distribuye, principalmente,

por el suroeste de la Península Ibérica. En

Andalucía, la encina ocupa un 34% de la

cobertura arbórea de esta región, siendo la

superficie donde predominan las especies de

Quercus de 887.379 ha (MINISTERIO DE

AGRICULTURA, PESCA Y ALIMENTACIÓN, 1999).

Según el Plan Forestal Andaluz, aprobado en

1989, en la provincia de Sevilla la superficie

cubierta por encinares puros era de unas

208.851 ha, lo que supone un 44,5% de la

superficie vegetal de la provincia.

Los encinares de Extremadura y Andalu-
cía están, en su mayoría, transformados en

dehesas dedicadas a la caza mayor cuando
están degradadas y a la producción de pas-
tos y de bellota en montanera. En conse-
cuencia,la dehesa puede detinirse desde el
punto de vista ecológico-biológico como un
ecosistema seminatural, o bien, desde la
perspectiva de manejo, como un sistema
agroforestal (SCARASCncIA et c^l., 2000). La
transformación del monte original en dehe-
sas supone la creación de unos agroecosiste-
mas con gran valor natural, pero que en la
actualidad presentan problemas de regene-
ración que conducen a unas masas envejeci-
das y debilitadas (JIMÉNEZ y GIL, 2000).
Uno de estos problemas es la producción de
fru[os de calidad, que desarrollen plántulas
que puedan afrontar las condiciones adver-
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sas del clima mediterráneo, sobre todo en
verano. Además del interés ecológico, los
encinares andaluces son importantes desde
el punto de vista económico, puesto que la
producción de bellotas se dedica principal-
mente a la alimentación del cerdo ibérico.

Las bellotas son consumidas por el ganado

porcino de las dehesas y además están

expuestas a la actividad de varios insectos

carpófagos, pequeños roedores y a la infecta-

clón por hongOS (DELPLANQUE et al., 1986,

HRASOVEC y MARGALETIAE, 1995; LEIVA y

FERNÁNDEZ-ALÉS, 2005). La presencia de

carpófagos en los encinares es un factor bió-

tico que afecta, en menor o mayor medida, a

la calidad y viabilidad de los frutos (SorttA et

al., 1996; LEIVA y FERNÁNDEZ-ALÉS, 2005).

Uno de estos insectos es Cydia fagiglandana

(Zeller), un lepidóptero de la familia Tortrici-

dae que se desarrolla en frutos de quercíneas

y castaños. A mediados del siglo XX, en

Europa, comenzó un importante seguimiento

de esta especie debido a los daños que causa-

ba en las cosechas de castañas (BovEY et al.,

1975; SPERANZA, 1999). Desde entonces se

han realizado trabajos, principalmente en

castañares, relacionados con la respuesta

electrofisiológica a atrayentes sexuales

(ROTUNDO et al., 1984; ROTUNDO y GIACOME-

TI, 1988; DEN OrrER et al., 1996; MARTíN et

al., 1998) y métodos de control (RoTUNDO y

GIACOMETI, 1986; ROTUNDO y ROTUNDO,

198f); ANGEL[ et al., 1997; PAPARATTI y SPE-

RANZA, 1999). En España es a partir de 1990

cuando empiezan a realizarse estudios sobre

Cydia fagiglandana como uno de los factores

que influyen en la producción de frutos de

castaños (MANSILLA et al., 1999 a, b y c;

MANSILLA et al., 2000) y en la calidad de las

bellotas de alcornoques y encinas (VÁZQUEz

et al., 1990; SoRtA et al., 1994, 1996, 1999 a

y b; SORIA y OCETE, 1996; VILLAGRÁN et al.,

2002). A la vista de los estudios hasta ahora

realizados sobre esta especie, hemos creído

interesante profundizar en el ciclo biológico

de C. fagiglandana en encinas, por ello, en

este trabajo, se ha realizado un seguimiento

temporal de sus fases en una dehesa del sur

de España.

MATERIAL Y MÉTODOS

Los trabajos de seguimiento de Cydia
fagiglandana se realizaron en una parcela
situada en la Sierra Norte de Sevilla, locali-
zada en la finca "El Rodeo" (UTM
29SQB6482) (Castilblanco de los Arroyos,
Sevilla) durante los años 2000, 2001 y 2002.
La parcela es un encinar puro, con zonas
rocosas y pendientes suaves. La extensión
que ocupa es, aproximadamente, de 2 hectá-
reas, en las cuales se contabilizó un total de
110 encinas de porte mediano a pequeño
(perímetro medio: 89,5 cm). El periodo de
floración en la zona abarcó desde febrero a
mayo y el de fructificación y maduración
desde el mes de junio hasta primeros de
diciembre.

La parcela estaba aislada del resto de la
finca mediante una valla metálica que fue
colocada a principios de agosto de 2000,
para impedir la entrada de ganado. Esta zona
de la finca estaba dedicada al pastoreo de
ganado vacuno y a la montanera de cerdo
ibérico.

Las temperaturas medias de la zona en los
meses anteriores a mayo en los años 2000 y
2002 tenían un valor cercano a 11 °C y en
2001, próximo a 12°C (datos de estaciones
meteorológicas de Almadén de la Plata y
Castilblanco de los Arroyos, Sevilla).

Muestreo de imagos
El muestreo de adultos se realizó con 4

polilleros de color blanco y amarillo, cebados
con feromonas atrayentes de machos y pro-
vistos de una pastilla de vapona. Los polille-
ros se situaron en la cruz de cada árbol, a unos
2 m de altura. Los árboles se eligieron al azar,
dejando entre cada pie una distancia mínima,
aproximada, de 30 m. Esta distancia es un
valor cercano a la media entre los sugeridos
por ANGELI et al. (1998) y RoTUNDO et al.
(1984), de 20 m y 50 m, respectivamente, a la
cual dejan de tener influencia las feromonas
utilizadas. Los difusores de feromonas y las
pastillas de vapona eran cambiados cada cua-
tro semanas, siguiendo las recomendaciones
de la casa comercial proveedora.
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Los polilleros se revisaban semanalmen-
te, recogiéndose en botes de plástico los
individuos caídos y ]levándolos, posterior-
mente, al laboratorio para ser contados y
determinados. Para identificar correctamente
los ejemplares de tortrícidos capturados en
los polilleros, se realizó la extracción y estu-
dio de las genitalias masculinas. La determi-
nación de estas piezas se hizo utilizando la
clave de CHnn^tBON ( I 999).

Muestreos de fases preimaginales
Las puestas de Cydia fágiglandana se

localizan en las hojas y ramillas jóvenes de
las encinas (Borvtvetvt,a ŭ sotv, 1964), por ello,
semanalmente eran cortados brotes de las
cuatro orientaciones cardinales. El segui-
miento de las puestas se realizó desde el mes
de abril hasta el de noviembre, durante los
tres años de estudio. Una vez en el laborato-
rio, de dichos brotes, se cortaban 50 hojas
para buscar posibles puestas en las ramillas,
eliminando el resto. Cuando los brotes porta-
ban frutos, se cortaban diez de ellos para
localizar más puestas.

Para el seguimiento de las orugas, se rea-
lizaron muestreos semanales eligiéndose
diez árboles al azar. En cada uno de ellos se
recogieron 20 bellotas de copa y 20 del suelo
en su zona de proyección. De cada muestra
se tomaron los siguientes datos: número de
larvas, estadio larvario y número de orificios
de salida.

Las larvas de C. fágiglandana salen de los
frutos al finalizar su desarrollo, entrando en
diapausa invernal dentro de un capullo de
seda que fabrican en la corteza de los árbo-
les, bajo la hojarasca o en el suelo. Semanal-
mente, a partir de Onales de julio, se buscó
en la hojarasca y en los primeros centímetros
de suelo, en un área de un metro cuadrado,
bajo la proyección de la copa de cinco árbo-
les, elegidos arbitrariamente.

A mediados de octubre de 2001 se colo-
caron 12 recipientes de plástico, cada uno de
ellos con 25 larvas maduras de dicha espe-
cie, y con unas pequeñas estructuras de ace-
tatos y palillos donde las larvas se metían y
formaban el capullo sedoso, quedando a la
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Figura I. Recipientes para el control de la pupación
de Cvdra fngiglandana.

vista para el posterior estudio (Fig. I).
Durante los meses posteriores, se hizo un
seguimiento del desarrollo de estas larvas,
anotándose la fecha de pupación y emergen-
cia de los imagos.

RESULTADOS

Imagos
La población de adultos varió considera-

blemente durante el periodo de seguimiento,
capturando I 10 ejemplares en el año 2000,
136 en el 2001 y sólo 33 en el último año.

En el cuadro 1 se presenta el porcentaje
de imagos capturados por meses, durante
los tres años de seguimiento. En los años
2000 y 2002, comienzan a capturarse ejem-
plares en el mes de junio, sin embargo en
2001, este hecho ocurre en mayo. Las máxi-
mas capturas por año se realizaron en julio
durante 2001 y 2002 y en agosto en el año
2000.

Las curvas de vuelo de C. fagiglandana se
obtuvieron a partir del número de ejemplares
macho capturados en los polilleros, durante
los tres años de muestreos (Fig. 2). En 2000
aparecieron tres valores máximos de captura
(julio, agosto y septiembre), cuatro en 2001
(junio, julio, agosto y octubre) y dos en 2002
(julio y septiembre). Pese a estas diferencias,
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Cuadro 1. Porcentajes mensuales de imagos de Cydia fagiglandana capturados en los polilleros.

Año Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre

2000 0 2 19 44 24 11

2001 0,7 24,3 36 21,4 5,8 1 I,8

2(102 0 5,1 50 7,8 20,I 17

el periodo de vuelo en todos los años es simi-
lar, desde finales de mayo o principios de
junio, a mediados o finales de octubre.

Fases preimaginales
EI número de huevos encontrados semanal-

mente en los brotes de los árboles se muestra
en la figura 3. De esta gráfica, hay que desta-
car el mayor número de puestas encontradas
en el año 2001 y que el patrón de puestas fue
muy similar durante el periodo estudiado. En
todas las campañas comenzaron a observarse
puestas desde finales de junio o principios de
julio, hasta mediados de octubre, excepto en
2001 donde el periodo de puesta fue un poco

mayor, llegándose a encontrar huevos hasta
finales de octubre. Desde que se capturaron los
primeros ejemplares en los polilleros hasta que
se encuentran las primeras puestas transcurrió,
aproximadamente, un mes.

La densidad larvaria de C. fagiglandana
se calculó como el número de larvas por fru-
tos recolectados en cada uno de los muestre-
os. A medida que avanzaron los años de
muestreos, se ve que las densidades medias
larvarias fueron variando; en 2000 tuvo un
valor de 0,057 t 0,003; en 2001 de 0,070 t
0,003 y en 2002 de 0,085 t 0,004.

En el año 2000, las primeras orugas apa-
recieron a principios de septiembre, exten-

n° de ejemplares/polillero 1'e media
3030
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20 --------- ----------- - - --- ------------------- 20
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Figura 2. Curva de vuelo de Cydia fagiglandana en la parcela de seguimiento y temperaturas medias semanales.
Años 2000, 2001 y 2002.
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Figura 3. Número de huevos de Cydia fagiglandann por muestreo durante los años 2000, 2001 y 2(^2.

diéndose su presencia hasta mediados de
febrero de 2001 (Fig. 4). En el año 2001, las
larvas comenzaron a encontrarse en la copa
desde mediados de julio y dejamos de reco-
lectarlas en el suelo a finales de diciembre.
En 2002, el periodo de larvas en frutos fue
igual a 2001 pero se produjo un considerable

aumento de las densidades. En los dos últi-
mos años aparecen dos grupos, uno pequeño
al principio de los muestreos, y otro mayor a
partir de la segunda semana de septiembre.
Las densidades de ejemplares en esta fase,
aumentaron a lo largo del periodo de estudio,
pero presentaron un patrón similar todos los

Figura 4. Densidad de larvas de Cydiu j'agiglunclnnu desde el año 2(HH) a 2002.
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años, con valores máximos en octubre y
noviembre.

La evolución de los cinco estadios larva-
rios de C. fagiglandana encontrados en las
bellotas recogidas durante los años 2001 y
2002 se muestra en la figura 5. En cada año
y estadio se aprecian dos periodos diferentes
de presencia de orugas en frutos. El primero
con densidades bajas, entre finales de julio 0
principios de agosto hasta finales de sep-
tiembre o principios de octubre y el segundo,
a partir de aquí, donde las densidades
comenzaron a tener valores más altos. Es
entre principios de octubre y finales de
noviembre cuando se encontraron las densi-
dades más altas, en todos los estadios.

Del cálculo de la densidad de los distintos
estadios en los dos años (cuadro 2), destacar
que en 2001, los valores de L2 son mayores
que los de Li y que en el resto de los casos,
a partir de L2 las densidades bajan hasta
alcanzar un valor similar en los dos últimos
estadios. Esta disminución es, aproximada-
mente, del 50%.

Cuadro 2. Densidades medias de los diferentes esta-
dios de larvas de Cydia fagiglandana.

Estadio Año 2001 Año 2002

Li 0,016 0,024

Lz 0,024 0,018

L3 0,022 0,017

L,y 0,014 0,013

L5 0,015 0,012

Los orificios de salida en fruto nos indi-
can el comienzo del periodo de hibernación
de esta especie. Los orificios se observaron
desde finales de septiembre o principios de
octubre hasta el final de los muestreos
(febrero en 2000 y diciembre en 2001 y
2002). En diciembre se encontró el máximo
valor de larvas hibernantes en suelo y, a par-
tir de mediados de este mes, no aumentó el
número de orificios.

En 2001 y 2002 se encontraron 25 y 15
crisálidas respectivamente, en el periodo

comprendido entre los meses de mayo y sep-
tiembre. Estos resultados son poco significa-
tivos debido a la dificultad que entraña loca-
lizar las larvas hibernantes en el suelo y al
alto grado de humedad que se alcanzó en las
cajas de pupación durante el invierno, sin
embargo, nos proporcionan una idea del
periodo de crisalidación de esta especie, en
csta zona.

DISCUSIÓN

Imagos
En principio, podríamos pensar que la

considerable disminución en el número de
imagos recogidos durante el año 2002, se
podía deber a una disminución de la pobla-
ción de Cydiu fugigluiidanu, pero esto no es
posible porque como se observa en las figu-
ras 3 y 4, tanto el número de puestas como la
densidad de orugas aumentaron anualmente.

En la mayoría de los casos la emergencia
de los adultos de lepidópteros está muy liga-
da a las temperaturas, lo que nos hace pensar
que la aparición de adultos en el mes de
mayo en 2001 se debe a que las temperaturas
medias de abril en ese año (I5,1°C) fueron
más elevadas que en los otros dos años (1 1°C
en 2000 y 13,5°C en 2002). Las bajas preci-
pitaciones medias del mes de abril de 2001
(6 mm), también pueden ser uno de los fac-
tores abióticos que influyeron en la tempra-
na emergencia de los imagos en este año
(236 mm en 2000 y 87 mm en 2002; datos
extraídos de la estación meteorológica de
Almadén de la Plata, Sevilla).

Los datos bibliográticos (cuadro 3) y los
obtenidos en este trabajo no muestran coin-
cidencias en la mayoría de los casos, ya que
sólo describen uno o dos valores máximos y
los sitúan, principalmente, en agosto. Estas
diferencias se deben, fundamentalmente, a
que la localización geográfica de los estu-
dios citados está muy alejada de la Sierra
Norte de Sevilla, lugar donde se ha realiza-
do el seguimiento durante esta investiga-
ción. Las temperaturas medias de las dife-
rentes zonas difieren y, ésta es un factor
determinante para la dinámica de las curvas
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Cuadro 3. Cuadro resumen de la bibliografía sobre curvas de vuelo de Cydia fagiglandana.

Autor Año Periodo de vuelo
N° de

máximos
Fecha de valores máximos

Balachowsky 1966 Agosto a septiembrc

Rotundo y Giacometti 1986 Final de julio a principios de octubre varios 2" y 3° semana de agosto

Rotundo y Rotundo 1986 Final de julio a principios de octubre

Chianella et cd. 1991 Mediados de julio a principios de octubre

Antonaroli 1992 Julio a finales de septiembre 2 Mediados y tinal de agosto

Gómez de Aizpurúa 1993 Junio a julio

Baldassari et nl. 1996 Finales julio a finales de septiembre

Angeli et al. 1997 Finales de julio a principios de septiembre 1 Mediados de agosto

Angeli et al. 1998 Finales de julio a mediados de agosto 2 Fin de julio y mediados agosto

Mansilla et ^il. 1999 2" yuincena agosto a finales de septiembre

de vuelo. La duración del periodo de vuelo
es mayor en los encinares muestreados que
en los castañares de la bibliografía (cuadro
3), encontrándose imagos desde finales de
mayo-principios de junio, hasta mediados-
finales de octubre. A1 ser la encina un árbol
que se localiza, generalmente, en zonas más
cálidas que el castaño, propicia que las lar-
vas que están hibernando se activen antes y
den lugar a una aparición de imagos más
temprana. Como se puede comprobar, vuel-
ve a ser determinante el factor temperatura.
Este factor influye, incluso, en las diferen-
cias entre las curvas de vuelo de los distin-
tos años del estudio, de manera que los valo-
res máximos coinciden, aproximadamente,
con los máximos de esta variable durante las
semanas de capturas (Fig. 2). Esta relación
entre temperatura y emergencia también fue
observada por BovEY et al. (1975) en sus
estudios de Cydia fagiglandana en castaña-
res de Francia.

Fases preimaginales
EI periodo de puesta fue bastante amplio

debido a un periodo de vuelo largo y escalo-
nado de los adultos de C. fagiglandana. Los
valores máximos de ambos periodos fueron
próximos en el tiempo, sin embargo, durante
el mes de septiembre de 2001 y 2002 apare-
ció un máximo de puestas que coincidió con
un momento de capturas mínimas de adultos.
Este hecho tiene una difícil explicación ya

que si bien podría deberse a la dificultad que
conlleva la recolección de estas puestas
pequeñas y solitarias, nosotros pensamos
que puede ser que en este periodo la mayor
parte de la población de imagos fueran hem-
bras, o bien, un problema de efectividad de
los polilleros empleados durante este perio-
do otoñal donde las condiciones meteoroló-
gicas, fundamentalmente lluvia y viento,
hacen difícil la captura.

Las orugas contabilizadas durante 2001 y

2002 desde julio a agosto (Fig. 3), se locali-

zaron en unos pocos árboles con una fenolo-

gía mucho más adelantada que el resto y, por
lo tanto, sus bellotas estaban más desarrolla-

das. Se trata de una especie que necesita de

un tamaño mínimo de los frutos para coloni-

zarlos (J ŭ MÉNEZ et al., 2005), por este motivo

aparece este pequeño grupo de orugas. Sin

embargo, las densidades larvarias más altas

se encontraron durante los meses de octubre
y noviembre, periodo en que la mayoría de

los frutos de la parcela presentaban un alto

grado de madurez. Este hecho es compartido

por otras especies carpófagas, como Curcu-

!io elephas, cuya hembra elige los frutos

suficientemente maduros para depositar sus

huevos (DESOUHANT et al., 1998 y 2000;

SORIA et al., 200• ^.

La presencia de larvas en frutos fue de
seis meses durante los tres años de segui-
miento, pero con fechas más atrasadas en
2000 (Fig 3). Durante 2001 y 2002 no se
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pudieron recoger frutos en suelo a partir de

diciembre ya que desaparecieron en su

mayoría debido a un aumento de las pobla-

ciones de roedores en la zona. Además, las

bellotas recolectadas en fechas posteriores al

mes de diciembre suelen proporcionar datos

poco fiables debido a que un gran número de

ellas sufren procesos de descomposición
(DELPLANQUE et Cti., 1986; HRASOVEC y

MARCALETiAE, 1995). La permanencia en

suelo de las orugas de Cydiu va a depender
de diversos factores, como la climatología o

la disponibilidad de frutos, por este motivo

los datos encontrados en la bibliografía tam-
bién son dispares. VázQuez et al. (1990)
recoge larvas hasta el mes de noviembre en

Extremadura y SOR^A y OcETE (]996) hasta
finales de enero en otras zonas de la Sierra

Norte de Sevilla, datos más parecidos a los

encontrados en este trabajo.

En el estudio de seguimiento de los esta-
dios larvarios de C. fagiglundmza (Fig. 5), el
primer grupo de orugas se encontraron en las
encinas de fenología adelantada y es real-
mente el segundo grupo el que da una infor-
mación más fiable de la distribución de den-
sidades de los distintos estadios a lo largo del
periodo de formación y madurez de las
bellotas. Del estudio de las fases larvarias se
deduce también una generación anual en la
especie. Los valores máximos en octubre en
la curva de vuelo (fig. 2) podrían deberse a
una segunda generación de imagos, pero no
es posible, ya que sería necesario un contin-
gente elevado de larvas LS en septiembre que
generaran a estos adultos, hecho que no ocu-
rre. Este grupo es el resultado de la emer-
gencia de los adultos procedentes de las lar-
vas hibernantes del año anterior.

Durante el año 2002 las densidades larva-
rias bajaron progresivamente en cada estadio
debido a la mortalidad que sufren estas lar-
vas dentro y fuera del fruto, al igual que ocu-
rre con otras larvas de carpófagos, por ejem-
plo Cydia penkleriana (GÁL y B^RGta, 1987
b). En 2001, las densidades bajaron a partir
de Lz, posiblemente debido a los problemas
que tuvimos de localización de ese primer
estadio durante ese año. Aunque la pérdida

I6S

de frutos que se produce en el suelo por pre-
dación es también un factor importante en la
disminución de densidades.

A partir de finales de septiembre o princi-
pios de octubre las orugas de C. fu^,^iglundu-
nn entran en periodo de hibernación, dato
que es similar al obtenido para C. penk/eria-
nu, yue comienza a encontrarse en el suelo a
partir de octubre (BALACHOwsKV, 1966; G,áL
y Bi^RCÉS, 1987 a).

Ciclo biológico

A continuación se expone el ciclo bioló-
gico de C^^dia.fagiglandana con la fenología
de la encina en la zona de estudio (tig. 6).
Para su elaboración se han utilizado los datos
anteriormente expuestos así como observa-
ciones adicionales.

Sólo hay una generación al año, como se

indica en los trabajos realizados por BALA-

CHOWSKY (1966 ŭ , ROTUNDO y ROTUNDO

(1986) y MAtvsiLLA et al. (1999 c), entre
otros. Aunque en la figura 2 se observan

varios valores máximos, los primeros adul-

tos que aparecen y podrían dar lugar a otras

generaciones, lo hacen en periodos donde los

frutos no están lo suficientemente formados

como para que sus larvas entren y se desa-

rrollen pudiendo dar lugar a otra generación.

Los adultos poseen un periodo de vuelo
que comienza a tinales de mayo o principios
de junio y termina a tinales de octubre. Las
puestas se encuentran desde finales de junio
o principios de julio hasta finales de octubre,
es decir, aproximadamente, un mes después
de la aparición de los imagos machos. Las
puestas se localizan de forma aislada en el
haz de las hojas de los brotes nuevos, encon-
trando pocas veces más de un huevo por
hoja. No se ha podido precisar cuál es el
tiempo de desarrollo del huevo, ya que no
había frutos lo suficientemente formados en
las fechas en las que aparecieron las prime-
ras puestas y las larvas a las yue dan lugar no
se introdujeron en los frutos, no teniéndose,
así, indicios del momento de su eclosión.

Las larvas son solitarias, rara vez se encon-
trarán dos larvas en un mismo fruto debido a
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Figura 6. Resumen del ciclo biológico de C^^diu fugiglandunu.

que presentan un cierto grado de repelencia
entre ellas, tendiendo a seleccionar las bellotas
que no están ocupadas por otros carpófagos
(SoR ŭA et nl., 1999 a; JIMÉNEZ et al., 2005). En
sus primeros estadios, son de color blanqueci-
no con algunas zonas en tonos rosados. Se
suelen localizar en la base del fruto, más con-
cretamente en la zona de la placenta, dentro
del endocarpo, o entre el albumen y el endo-
carpo. Se alimentan del albumen, dejando en
él una galería Ilena de excrementos de aspecto
granulado y sin sedas. A medida que crecen
van formando galerías hacia la parte apical del
fruto, casi siempre por la parte exterior, entre
el albumen y el endocarpo. En su último esta-
dio llegan al centro del fruto. Durante todo el
desarrollo larvario, los excrementos en su
mayoría quedan dentro del fruto.

Si se tiene en cuenta el tiempo transcurri-
do desde que se alcanzó el valor máximo de
la densidad de las larvas L^ hasta el de las L5,
se puede definir, aproximadamente, la dura-
ción del desarrollo de los cinco estadios lar-

varios en campo. En nuestra zona, el desarro-

llo se produce durante unos 30 ó 40 días,

dependiendo del año. A1 igual que ocurre con

C. penkleriana (BovEY et al., 1975; RoTUN^o

y RoTUN^o, 1986; GÁL y BLIRGÉS, 1987 a), la

duración de la fase larvaria depende de las

temperaturas.
La presencia de larvas en frutos es extensa,

6 meses. A partir de finales de septiembre o
principios de octubre, las orugas realizan un
pequeño orificio en el endocarpo del fruto y
salen de éste para refugiarse fuera y comenzar
su etapa de hibernación. En esta fase, las oru-
gas se encuentran bajo la hojarasca y cáscaras
de bellotas que están bajo la copa de la enci-
na, protegidas por un capullo de seda con
pequeñas partículas del suelo o por un cocón
terroso, que mide unos 10-12 mm.

Las crisálidas aparecen, principalmente,
en el periodo comprendido entre los meses
de mayo y septiembre. Se localizan en el
suelo, bajo la hojarasca o en los restos de
bellotas. La crisálida, poco antes de que se
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produzca la emergencia del adulto, sale del cabeza en la zona frontal, quedándose sujeta
capullo de seda o cocón, ayudándose con a aquellos con su cremáster, mientras que se
una estructura quitinosa que posee en su produce la emergencia del adulto.

ABSTRACT

JIMFNEZ A., F. J. SORIA, M. VILLAGRÁN, M. E. ^CETE. 2U06. MOni[O[mg Of bÍOIOgÍCaI

cycle of Cvdia faXig(undana (Zeller) (Lepidoptera:Tortricidae) in a holm-oak wood in
southern Spain. Bol. San. Ue,:;. Plugu.r, 32: 157-168.

C}^dia fagiglanduna (Zeller) (Lepidoptera: Tortricidae) is a carpophagous insect
which affect the quality and viability of fruits of oak and chesnut trees. In holm-oak
wood, the majority of works about this specie assess its damages. For this reason, we
think that is interesting the study of biological cycle of C. fagiglcmdana in a holm-oak
wood in southern Spain.

In study area C. fogiglandana has one year generation. Adults emergence from late
May or the beginning of June to the end of Octobec Egg-laying begins in late June or
early July to late October. Usually one egg is laid inside of the new shoot leaves near the
acorns. Larvae appeared in middle July to late December. Larvae have endophytic devel-
opment in the acorns during 30 to 40 days. Diapause period begins in late September or
early October.

Key words: C:^dio fugiRlancluna, carpophagous, holm oak, acorns, Querrus sp., bio-
logical cycle.
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Utilizaçáo de armadilhas cromotrópicas na monitorizaçáo de
Liriomyza spp. (Diptera: Agromyzidae) e dos seus parasitóides,
no feijáo-verde

M. A. GoNçALVEs

Estudou-se o efeito da altura de colocaçáo das armadilhas cromotrópicas adesivas na
captura de adultos das lazvas mineiras do género Liriomyza e dos seus parasitóides, Dac-
nusa sibirica (Telenga) e Diglyphus isaea (Walker), na cultura do feijáo-verde (Phaseo-
lus vulgaris), em estufa. Colocaram-se trés armadilhas por planta num total de dez plan-
tas. As armadilhas foram colocadas verticalmente, em rotaçáo livre, a trés alturas
diferentes de modo a constituírem trŭs estratos [estrato 1: até 50 cm (zona baixa); estra-
to 2: entre 50 e 100 cm (zona média) e estrato 3: topo da planta]. Semanalmente, os
insectos capturados foram contabilizados e caracterizados.

Para a praga, os resultados obtidos indicam-nos que é indiferente a altura de colo-
caçáo das azmadilhas, pois náo se verificaram diferenças significativas, no número de
insectos capturados, entre os vários estratos, embora se tenham capturado mais mineiras
no estrato 3. Relativamente aos auxiliares verificou-se que D. isaea foi a espécie mais
representativa na cultura, tendo-se capturado significativamente mais indivíduos desta
espécie no es[rato 3. Quanto ao parasitóide D. sibirica capturaram-se mais indivíduos no
estrato 1 e menos no estrato 3. Concluímos entáo que, sendo D. isaeo o parasitóide mais
representativo na cultura do feijáo-verde, entáo as armadilhas cromotrópicas devem de
ser colocadas na zona baixa das plantas, ou seja, até 50 cm acima da superfície do solo,
de modo a que a esta espécie seja preservada.

M. A. GoNçnLUes. Universidade do Algarve /FERN, Campus de Gambelas, 8005-139
FARO
magoncal@ualg.pt

Palavras chave: lazvas mineiras, Dacnusa sibirica, Dig(vphu.s i.saea, Phaseolus vul-
Xaris.

INTRODUç^10

As larvas mineiras pertencentes ao género
Liriomyza constituem pragas de importáncia
agronómica, quer em hortícolas quer em
ornamentais, em todo o mundo. Em Portu-
gal, algumas espécies de Liriomyza encon-
tram-se por todo o país, em especial na orla
litoral do Minho ao Algarve (GONçALVES,
2001). A espécie L. trifolii (Burgess) foi
assinalada pela primeira vez, em Portugal,
no ano de 1985 (SEYMOUR et al., 1986) e a

espécie L. huidobrensis ( Blanchard) foi

detectada em 1991, em várias culturas de

estufa na regiáo do Entre Douro e Minho

(LEITE, 1992). No Algarve, podemos encon-

trar as larvas mineiras praticamente durante

todo o ano nas nossas estufas e em algumas

culturas de ar livre (GoNçALVES, 2001;

GONçALVES, 2004, GONçALVES, 2005). O seu

rápido incremento deve-se, principalmente,

ao seu enorme potencial reprodutivo, á sua

polifagia, á sua natureza multivoltina e capa-

cidade de criar rapidamente resisténcia aos
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Figura I. N° tot^l de indivíduos capturados por estrato, na cultura do feijáo-verde.
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pesticidas. Constituíram objectivo deste tra-
balho o estudo da dispersáo espacial dos
insectos na canópia da planta hospedeira e a
determinaçáo da altura de colocaçáo das
armadilhas que conduza a uma maximizaçáo
de captura de indíviduos da praga preservan-
do os parasitóides Dacnusa sibirica (Telen-
ga) e Diglyphus isaea (Walker).

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizaram-se armadilhas cromotrópicas
adesivas amarelo-limáo constituídas por pla-
cas de acrílico Plexiglas, 10 x 15 cm2, de 3
mm de espessura, com ambas as faces cober-
tas por cola Napvis. As armadilhas foram
colocadas verticalmente, em rotaçáo livre, a
trés alturas diferentes em relaçáo ao tama-
nho da planta, de modo a constituírem trés
estratos. O estrato 1(zona baixa: até 50 cm)
correspondia a um terço da altura da planta,
o estrato 2(zona média: entre 50 a 100 cm)

correspondia a dois terços da altura da plan-
ta e o estrato 3(zona alta) correspondia ao
topo da canópia. Colocaram-se trés armadil-
has em cada planta, uma por estrato, num
total de dez plantas, distribuídas em zigue-
zague por toda a estufa. Semanalmente, fez-
se a substituiçáo das placas, a contagem e
caracterizaçáo dos insectos capturados. Os
resultados obtidos foram sujeitos a uma aná-
lise de variáncia (ANOVA) seguida pela
aplicaçáo do teste de Duncan (P< 0,05), para
verificar a existéncia de diferenças significa-
tivas entre as médias.

RESULTADOS E DISCUSSEIO

Durante as nossas observaçóes tivemos
em conta o número total de indivíduos e o
número de machos e de fémeas da mineira e
o número total de parasitóides, D. sibirica e
D. isaea. Na Figura 1 estáo representados
graficamente os valores das capturas sema-

Tabela 1. Resutados da ANOVA para machos, fémeas e total de indivíduos de Liriomyza spp., na cultura do
feijáo-verde (P< 0,05).

Machos

Liriomyza spp.

Fémeas Total

Fontes de
Variaçáo

G.L. S.Q. F P S.Q. F P S.Q. F P

Estrato 2 13,55 0,43 0,6480 26,16 0,50 0,6080 49,92 0,34 0,7114

Semana 9 5817,68 4l ,48 0,0001 7550,65 31,98 0,0001 2651 I,21 40,24 0,(xA) I

Estrato x Semana 18 227,32 0,81 0,6877 517,51 1,10 0,3561 1368,75 1,04 0,4163

Erro 270 4208,00 7084,20 19765,60

Total 299 10266,55 15178,52 47695,48

Tabela 2. Resultados da ANOVA para os parasitóides Dacnusa sibirica e Diglyphus isaea, na cultura do
feij^o-verde (P< 0,05).

Parasitóides

Dacnusa sibirica Diglvphus isaea

Fontes de
Variaçáo

G.L. S.Q. F P S.Q. F P

Estrato 2 13,53 5,88 0,0032 890,96 5,28 0,0057

Semana 9 145,14 14,02 0,0001 14747,16 19,40 0,(xH)1

Estrato x Semana 18 25,67 1,24 0,2286 4380,91 2,88 0,0001

Erro 270 310,50 22799,30

Total 299 494,84 42818 ^3
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Tabela 3. Médias do número de machos, de ^meas e do total de indivíduos de Liriomyza spp., capturados por
estrato de planta, respectivos desvios padráo (s) e resultados do teste de Duncan.

Liriomyza spp.

Machos Fŭmeas Total

Média T. Duncan Estrato Média T. Duncan Estrato Média T. Duncan Estrato

s-$,859 s=7, I 25 s=12,629

5,900 A 3 6,680 A 3 12,780 A 3

5.660 A 2 6,580 A 1 12,060 A 1

5 ^80 A 1 6.160 A 2 11.820 A Z

Nota: Os valores abrangidos pela mesma letra náo sáo significativamente diferentes.

Tabela 4. Médias do número de indivíduos de Dacnusa sibirica e de Diglyphus isaea, capturados por estrato de
planta, respectivos desvios padráo ( s) e resultados do teste de Duncan.

Ducnusa sibiricu

Parasitóides

Di,^l^phus isueu

Média T. Duncan Estrato Média T. Duncan Estrato

s=1 ^86 s=11,967

1,120 A 1 6,750 A 3

U,850 AB 2 3,370 B 2

0,600 B 3 2,870 B 1

Nota: Os valores abrangidos pela mesma letra náo sáo significativamente diferentes.

nais da mineira e dos parasitóides, por estra-
to de planta, na cultura do feijáo-verde. Por
observaçáo da referida Figura verifica-se
que, quer a mineira quer os parasitóides,
seguem o mesmo padráo de variaçáo sazo-
nal, nos trés estratos da planta. Nas Tabelas 1
e 2 estáo representados os resultados da aná-
lise de variancia para a mineira e seus para-
sitóides. As Tabelas 3 e 4 traduzem os resul-
tados do teste de Duncan, para a mineira e
parasitóides, respectivamente. Nesta cultura,
machos e fémeas da praga apresentam o
mesmo comportamento em relaçáo aos
estratos da planta. O valor da probabilidade
calculada é superior a 0,05. A análise de
variáncia e o teste de Duncan indicam que
náo existem diferenças significativas, entre
os estratos da planta, relativamente aos
números de fémeas, de machos e total de
indivíduos capturados (Tabelas 1 e 3). No
entanto, o estrato 3 foi aquele onde se captu-
raram mais indivíduos da praga (n° médio de
machos: 5,900; n° médio de fémeas: 6,680).
Capturaram-se menos menos machos no

estrato 1(n° médio de machos: 5,380) e

menos fémeas no estrato 2(n° médio de

fémeas: 6,160). Relativamente á média total

de indivíduos de Liriomyza spp., captura-

ram-se mais insectos no estrato 3(12,780) e
menos no estrato 2( I 1,820). Vários autores
compararam diferentes alturas de colocaçáo

das armadilhas cromotrópicas, em relaçáo á

altura da planta, na captura de Liriomyza spp.

e concluíram que é nas zonas baixa e média
que se capturam mais indivíduos da praga

(CHANDLER, 1985; ZOEB[SH, 1990; .IONGDAE

et al., 2001), pelo existe alguma discordán-

cia com os nossos resultados, uma vez que
capturámos mais indivíduos da praga na zona

alta, seguida pelas zonas baixa e média. No
entanto, os nossos resultados estáo de acordo

com os resultados obtidos por HASSAN &
MoHAMMED (2004). Estes autores náo verifi-

caram a existéncia de diferenças significati-

vas entre os vários estratos da planta, relati-
vamente ao número de indivíduos de

Liriomyza sp. capturados. No que respeita

aos parasitóides, a análise de variáncia indi-
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ca que existem diferenças altamente signifi-
cativas, entre os estratos, relativamente ao
números de indivíduos capturados de ambas
as espécies de parasitóides (Tabela 2). O
teste de Duncan indica que existem dife-
renças significativas, entre os estratos da
planta, relativamente ao parasitóide D. sihi-
rica (Tabela 4). Capturaram-se mais indiví-
duos no estrato 1(1,120) e menos no estrato
3(0,600). No estrato 2 observou-se uma
situaçáo intermédia entre os estratos 1 e 3
(0,850). Para D. isaea, o referido teste indica
que foi no estrato 3 que se capturaram signi-
ficativamente mais indivíduos (6,750) (Tabe-
la 4). Entre os estratos 2 e 1 náo houve dife-

renças signiticativas, embora tenha sido no
estrato 2 que se capturaram mais insectos da
espécie D.isaea.

CONCLUSÓES

Os nossos resultados permitem-nos con-
cluir que é indiferente a altura de colocaç5o
das armadilhas, na captura de indivíduos de
Liriom^•;,u spp., nesta cultura, nas nossas
condiçóes. Mas, se tivermos em conside-
raçáo a minimizaçáo das capturas dos para-
sitóides, entáo, aconselhamos a colocaçáo
das armadilhas a uma altura correspondente
á zona baixa.

RESUMEN

Go!vçnwES M. A. 2006. Utilización de trampas cromotrópicas en la monitorización
de Liriomy^a spp. (Diptera: Agromyzidae) y de sus parasitoides, en judias verdes. Bnl.
San. ^eg. Plagas.32: 169-174.

Se estudió el efecto de la altura de coloeación de trampas cromotrópicas adhesivas en
la captura de adultos de larvas minadoras del genero Liriom^.a y de sus parasitóides,
Dacnusn sibirica (Telenga) y Diglyphus isnea (Walker), en el cultivo de judía verde
(Phaseolus vulgaris), en invernadero. Se colocaron tres trampas por planta en un total de
diez plantas. Las trampas se colocaron en posición vertical, en rotación libre, a tres altu-
ras diferentes creando tres estratos (estrato I: hasta 50 cm (zona baja); estrato 2: entre 50
y 100 cm (zona media) y estrato 3: parte superior de la planta). Semanalmente, los insec-
tos capturados fueron contabilizados y caracterizados.

Para la plaga, los resultados obtenidos indican que la altura de colocación de las tram-
pas es indiferente, pues no se verificaron diferencias significativas en el númem de insec-
tos capturados entre los varios estratos, aunque se tengan capturado más minadoras en el
estrato 3. Con relación a los auxiliares se verificó que D. iscrea fue la especie más repre-
sentativa en el cultivo, se capturaron significativamente más individuos de esta especie en
el estrato 3. En cuanto al parasitóide D. sihirica se capturaron más individuos en el esu^a-
to I y menos en el estrato 3. Se concluye que, siendo D. isuea el parasitóide más repre-
sentativo en judía verde, las trampas cromotrópicas deberán ser colocadas en la zona baja
de las plantas, o sea, hasta 50 cro sobre la superflcie del suelo, de modo a yue esta espe-
cie sea conservada.

Palabras elave: larvas minadoras, Dacnusa sibirica, Digh^phtts Lraeu, Phnseolu.r
vul,^aris.

ABSTRACT

Govçni.ves M. A. 2006. Yellow sticky traps for sampling populations of Liriornt,a
spp. and their parasitoids in green beans. Bol. San. Ue,^. Plal;us, 32: 169-174.

The intluence of hight of yellow sticky traps on capture of adults Lirinrm^a spp. and
their parasitoids, Dacnusa sibiricn (Telenga) and Digh•phus isaeu (Walker), in protected
green beans (Phaseolus vulgaris), was studied. The main goal of this study was the evu-
luation of insect spacial activity in the host plant and the determination of the best posi-
tion of the traps to capture adults of the leafminer taking into account the preservation of
natural enemies. Three traps were placed in each green bean plant. A total of ten green
beans plants were used. The traps were placed vertically in free rotation at three different
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levels [first level: until 50 cm; second level: between 50 and l00 cm and third IeveL top
of the plant]. Weekly, the captured insects were counted and identified.

Results showed that for leafminers the hight of the traps it was not significanL besi-
des more individuals were captured in third level. For parasitoids it was verified that D.
sibirica preferred the first level, however D.isaea preferred the third level. This parasi-
toid is the most important in our region, so the traps must be placed at the first level, in
green beans plants.

Key words: leafminers, Dacnusa sibirica, Diglyphus isaea, Phaseolus vu(garis.
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Scymnus (Pullus) cercyonides Woll. Posibilidades en el control
biológico

F. M. HODGSON, C. D. LORENZO, C. PRENDES, R. CABRERA

En este trabajo se presenta la bioecología de Sc^mnu.c (Pullu.cl c^ere.vunides Woll. Se
estudian no sólo las características morfológicas de la especie, sino también su biología,
especies de las que se alimenta, desarrollo y reproducción en condiciones de laborato-
rio, al mismo tiempo que se muestra su ciclo biológico en su medio natural, distribución,
etología, competidores y enemigos na[urales.

Esta especie tiene hábitos carnívoros. mostrando una clara preferencia por los áfidos.
por lo que su carácter beneficioso como controlador de plagas es evidente.

F.M. HoucsoN, C.D. LoReNZO, C. PaeNOSS, R. CneKean. U.D.L de Fitopatología. Dpto.
de Biología Vegetal. Universidad de La Laguna. Avda. Fco. Sánchez, s/n. 38206. La
Laguna. Canarias.
clorenzo@u1Les, cprendes@ull.es. rcabrera@ull.es
Grupo de investigación CIPEV

Palabras elave: Se.wrcnus (Pullu.cl cere.vuiiides, biología, eíistribueión, ciclo biológi-
co, competidores, etología, enemigos naturales.

INTRODUCCIÓN

Las experiencias ]levadas en Canarias
sobre lucha biológica, son pocas y están
muy dispersas. Existen trabajos de investi-
gación basados en la búsqueda de depreda-
dores o enemigos naturales con el fin de
potenciar este tipo de control contra deter-
minadas plagas que aparecen, bastante fre-
cuentes, en la flora ornamental y en los cul-
tivos del Archipiélago. Por ello, se ha
decidido realizar este trabajo de investiga-
ción basado en el uso de depredadores ya
existente en el Archipiélago para el control
de determinadas plagas de interés agrícola y
forestal.

La voracidad de los coccinélidos es repre-
sentativa del beneficio que producen, puesto
que se ha constatado que un solo individuo
puede llegar a devorar del orden de diez o
más áfidos por día.

EI género Sc.vmnus muestra una especifi-
cidad muy concreta en lo yue se refiere a su
alimento (DAUCUET, 1.949), ya que sus
especies canarias, entre las que se encuentra
Sc.vrnnus (Pullus) eercyonides Woll., lo
hacen de un determinado grupo de inverte-
brados (áfidos), no manifestando ninguna
otra predilección al cambiarles la fuente ali-
menticia. Esto sugiere que, al emplear a
estos individuos en el control biológico, el
desarrollo del ciclo biológico no está solo
en función del tipo de alimento que forma
parte de su dieta sino que también depende-
rá directamente del ciclo biológico de sus
presas (DEBACH, 1.977).

MATERIAL Y MÉTODOS

En primer lugar se procedió a la revisión
bibliográfica orientada hacia el género
Scymnus uno de los mejores representados y
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poco estudiado desde el punto de vista de

lucha biológica, en las Islas. Se ampliaron

los conocimientos que sobre la anatomía o

morfología externa se tenía sobre estos

insectos, para lo que se efectuaron diseccio-

nes extrayéndose las piezas o partes más

interesantes para su posterior clasificación
(PLAZA, 1.9%i^.

Paralelamente al estudio del material
muerto, se llevó a cabo la "cria" en e] labo-
ratorio de S. cercyonides (Fig. 1). Las captu-
ras se realizaron con "cazamariposas" intro-
duciéndose los ejemplares en frascos de
vidrio cubiertos con una fina malla de seda
para ser trasladados vivos al laboratorio. Las
salidas al campo se realizaron durante todo
el año para comprobar la presencia de la
especie y su desarrollo evolutivo en su medio
natural.

La experiencia de laboratorio supuso una
dedicación casi exclusiva al desarrollo de
esta especie, pues para poder concluir con
éxito la misma, fue necesario seguir una
serie de normas y pasos que condujeron
hacia la obtención de las conclusiones. Se
hizo un seguimiento exhaustivo de todas y
cada una de las fases por la que pasa el insec-
to, esto supuso estudiar: fecha y modo de lle-
var a cabo la copula, tiempo de duración del
apareamiento y periodicidad del mismo,
búsqueda por parte de los individuos de su
alimento, puesta de huevo, tiempo de incu-
bación y eclosión, estudio de la larva de pri-

mera edad, observación de la larva de segun-
da edad, observación de la larva de tercera
edad, observación de la larva de cuarta edad,
observación de la prepupa, observación del
estado de pupa, emergencia del adulto.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Scymnus (Pullus) cercyonides Woll.

Scymnus cercyonides Wollaston, 1864:428

Descripción:
Longitud del cuerpo entre 1.5 a I.65 mm.

Forma un tanto oblonga, aunque más alarga-
da y menos convexa que S. canariensis Woll.
Superficie corporal muy brillante, con pun-
tuación neta pero separada, pubescencia
larga y densa. Cabeza negra en ambos sexos.
Mandíbulas amarillentas, bífidas en el ápice
y con los bordes internos lisos. Fig. 2.

Palpos, tanto labiales como maxilares,
amarillos; los últimos con el último segmen-
to cortado oblicuamente en el ápice. Tórax
con la parte dorsal negro en casi su totalidad,
Prosternon aquillado. Escudete oscuro. Éli-
tros amarillo-rojizo, con una porción trian-
gular negra localizada en la parte basal de los
órganos que en ocasiones puede prolongarse,
a lo largo de la sutura, pero sin alcanzar el
ápice del mismo. Dicho extremo puede pre-
sentar una banda oscura y transversa. Abdo-
men oscuro casi en su totalidad, último ester-

Figura 1. Tubos de cría de Scymnus cercyonides. Figura 2. Adulto de Scymnus cercyonides.
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Figura 3. Larva de Scymnus cercyonrdes
alimentándose de un áfido.

nito rojizo. Líneas femorales formando un
semicirculo completo. Patas con las coxas y
fémures pardo-negruzcos; tibias y tarsos
amarillentos.

Distribución geográfica:
Distribución mundial: Canarias
Distribución insular: Tenerife, La Gome-

ra, La Palma, Gran Canaria, El Hierro.
(IzQutert^o et al., 2001).

Esta especie, endémica de Canarias, está
ligada a la zona de costa y medianías del
norte de las Islas, en ocasiones se puede
encontrar en zonas muy localizadas de cum-
bres.

Dieta alimenticia:
Esta especie se sometió a una dieta a base

de cóccidos y de trips y se pudo comprobar
que hacía caso omiso de ella, llegando a
morir por inanición e incluso llegar al cani-
balismo (Ivo-Ho^Etc, 1.973). Nuestras
observaciones y experiencias han demostra-
do que esta especie actúa sólo sobre pulgo-
nes con una tremenda eficacia, pudiendo un
solo individuo llegar a devorar del orden de
diez o más áfidos por día. Fig. 3.

Aparte de alimentarse de Aphis gossypii
Glover y de Myzus persicae (Sulzer), tam-
bién lo hacen, tal y como hemos comproba-
do, de otras especies de áfidos, como Toxop-
tera aurantii (B. de Fons), Aphis craccivora
Koch, Aphis fabae Scopoli, Aphis citricola
Van der Goot, Macrosiphum euphorbiae
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(Thomas), Hyalopterus pruni (Geoffroy),
Aulacorthum so[ani (Kaltenbach)

Ciclo biológico (Fig. 4 y 5):
Esta especie, por su distribución y condi-

ciones climáticas, no pasa por proceso de
invernación ni diapausa en zonas de costa. A
medida que aumenta la altitud y se entra en
zonas de medianías, las condiciones de tem-
peratura y humedad obligan a este insecto a
pasar un periodo de invernación. refugiándo-
se en las resquebrajaduras de los tallos, hojas
y flores de los vegetales sobre los que se
encuentran.

Una vez que abandonan el refugio de
invierno, proceden a la búsqueda de alimen-
to. No se observó, durante este tiempo, aco-
plamientos.

El acoplamiento se inicia en la segunda
quincena del mes de enero. La temperatura
ideal para que el ciclo transcurra en las mejo-
res condiciones está comprendida entre los
20°- 25°C, mientras que la humedad oscila
entre 60-70°Io.

Una vez realizada la copula, la hembra
necesita un periodo de réposo, entre siete y
diez días, antes de llevar a cabo la puesta.
Hacia el diez de febrero tiene lugar la prime-
ra puesta. La ovoposición puede seguir pro-
longándose hasta el mes de noviembre, en
aquellos ]ugares de temperatura y humedad
desfavorables. En zonas de climas favorables
está puede prolongarse todo el invierno.

Un poco antes del quince de febrero se
produce la eclosión de los huevos. No obs-
tante, esta fecha puede dilatarse en zonas de
mayor altitud y condiciones más extremas.
No constatamos eclosiones por debajo de
]0°C ni por encima de 30°C.

A partir de la eclosión de los huevos se
inicia el desarrollo endógeno del insecto
(Fig. 6). Será necesario que transcurran del
orden de diez a diecisiete días para que tenga
lugar la fase de pupación. Esta tiene una
duración aproximada de seis a ocho días. Así
que sobre el diez u once del mes de marzo es
cuando se produce la emergencia del adulto.

Estos nuevos adultos necesitan un breve
periodo de tiempo para madurar antes de
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Figura 6. Larva de Scyrrrnus cercyonides.

comenzar la copula, por lo tanto transcurren
de nueve a diez días hasta que los primeros
apareamientos tienen lugar. A partir de este
momento hay una continuidad repetitiva de
los ciclos biológicos hasta el mes de julio, en
el cual, si las condiciones climáticas no son
las "ideales" para que los individuos com-
pleten su desarrollo, entran en periodo de
diapausa.

La duración de este periodo depende del
tiempo en que la temperatura y la humedad
alcancen niveles idóneos para que el ciclo
biológico del individuo pueda desarrollarse
con plena normalidad. EI periodo de diapau-
sa termina a finales del mes de agosto o prin-
cipios de septiembre, en algunos lugares del
Archipiélago puede durar hasta mediado e
incluso final de septiembre.

Llegado el mes de noviembre y siguiendo
el ciclo de la generación de está época, depen-
diendo de las condiciones climáticas reinan-
tes, las larvas pueden no desarrollarse si las
condiciones son extremas, o bien ninfar. En
este último caso las larvas pueden invernar o
completar su desarrollo endógeno e invernar
en forma de pupa. También puede ocurrir que
la pupa complete su desarrollo, con lo cual se
produce la emergencia del adulto a final del
mencionado mes; a partir de ahí queda claro
que la invernación afecta al adulto.

En el mejor de todos los casos, cuando los
niveles de temperatura y humedad son los
idóneos, se observa que en el desarrollo evo-
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lutivo de la especie no sufre interrupción
alguna.

Cuando esta especie pasa el periodo de
invernación como larva, éstas comienzan a
aparecer a mediados de febrero del siguiente
año, así pues sobre el día veinticinco de
febrero ya han aparecido el 50% y el 100%
sobre los últimos días de marzo.

Cuando el invierno lo pasa en forma de
pupa, los imagos comienzan a hacer su apa-
rición hacia el 15 de febrero, prolongándose
hasta finales de marzo, momento en yue han
aparecido el 100% de los adultos.

A partir de estos momentos el ciclo conti-
núa con normalidad.

Hay un claro solapamiento de generacio-
nes y con el comienzo de cada año se encon-
trarán individuos en estado de larvas, pupas
y adultos. Al no observar huevos invernan-
tes, se ha descartado su existencia.

CONCLUSIONES

Scymnus cercyo^lides Woll. ofrece todas
las características y condiciones para poder
considerarlo como un buen controlador de
áfidos.

Con la dieta alimenticia apropiada y las
condiciones ambientales favorables, tempe-
raturas entre 20 y 25"C y humedades relati-
vas entre 60 y 70%, la duración media del
ciclo biológico oscila entre 39 y 50 días. A
temperatura por debajo de 10"C o por enci-
ma del 30% no se produce eclosión de los
huevos.

La media de tiempo de desarrollo de cada
estadío se concreta en: de 3 a 5 días para la
fase de huevos, 17 días para el desarrollo lar-
vario, de 6 a 8 días para la pupación, de 9 a
10 días desde la emergencia del adulto hasta
la primera cópula, de 7 a 10 días desde la pri-
mera cópula hasta la primera puesta.

Las mejores condiciones para su desarrollo
son los meses de abril, mayo, junio y julio.

Este insecto muestra una gran voracidad a
lo largo de su vida. Un individuo puede devo-
rar en un solo día 10 pulgones o más, lo que
supone una gran disminución en las poblacio-
nes de áfidos y una gran ayuda al medio agrí-
cola, ornamental y forestal.
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ABSTRACT

HODGSON F. M. , C. D. LORENZO, C. PRENDES. R. CABRERA. Z.ODS. ŭCl'YYtrillS /PUI^US)

cercyonides Woll. Possibilities in biological control. Bol. Snn. Ueg. Pingns, 32: 175-L80.

In this work we show the bioecology of Sc^^mnus (Pullas) cercy'onides Woll. We stu-
died not only morphological characteristics but also its biology, feeding and develop-
ment and reproduction in laboratory conditions. At the same time we present the biolo-
gical cycle in its natural environment, and its distribution, etology, competitors and
natural enemies.

S.cercynnides has carnivore habits, and shows preference for the aphids, so its impor-
tance as a pest control seems to be evident.

Key words: Sc}'mniis (Pullus) cercyonides, biology, distribution, biological cycle,
competitors, etology, natural enemies.
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Nivel de daño económico para Aulacorthum solani (Hemiptera,
Aphididae) sobre pimiento en invernadero comercial

A. HERMOSO DE MENDOZA, M. LA SPINA, F. MARCO, S. TABANERA, P. VINACHES,

E. A. CARBONELL, I. PÉREZ-PANADÉS

Entre las especies de pulgones que atacan al pimiento (Capsicum unnuurn) en las
zonas de invemaderos de Valencia y Murcia, la más agresiva es Aulacorthlon .rolani
(Kaltenbach). Para averiguar su nivel de daño económico se ha realizado un experimen-
to en un invernadero comercial de pimiento Orlando en el Pilar de la Horadada (en la
comarca valenciana del Bajo Segura), consistente en infestar plantas de pimiento con
diversos niveles de A. solani y seguir su evolución a lo largo de la temporada 2003-2004,
a la vez que semanalmente se iban cosechando, pesando y caracterizando los pimientos.

La cantidad máxima de pulgones por hoja de cada nivel de A. solani se ha correla-
cionado con la pérdida de producción correspondiente, y se ha obtenido así la función
"densidad de plaga / porcentaje de pérdida de producción". A partir de esta función sc
ha deducido la fórmula del nivel de daño económico.

Se ha obtenido el nivel de daño económico que corresponde a los valores usuales en
la actualidad de precio y producción de pimiento y de coste y eficacia del tratamiento,
con el resultado de un nivel tan bajo que implica tratar en cuanto se detecten pulgones
si no se quiere que las pérdidas económicas superen el coste del tratamiento.

A. HERMOSO DE MENDOZA, M. LA $PINA, E. A. CARBONELL, J. PÉRE"L-PANAUfS. Intitilnl

Valenciá d'Investigacions Agráries. Carretera de Náquera, Km 5. 46113 Montcada
(Valéncia). Correo electrónico: ahermoso@ivia.es
F. MARCO, S. TABANERA, P. VINACHES. Área d'Innovació Agrária. Professor Manuel Sala,
2. 03003 Alacant.

Palabras clave: Capsicum annuwn, pulgones, umbral de intervención.

INTRODUCCIÓN

La zona limítrofe meridional de las comu-
nidades de Valencia y Murcia alberga la
segunda superficie española de producción
de pimiento (Capsicum annuum) para consu-
mo en fresco, en su mayor parte en inverna-
deros, cuyo control de plagas se realiza en
elevada proporción con métodos de control
biológico o integrado. Estos métodos han
provocado en los últimos años el desarrollo
del pulgón Aulacorthum solani (Kaltenbach,
1843), especie conocida como transmisora
de virus (M^LLER et al., 1973) y plaga habi-

tual de diversos cultivos en invernadero

(BLACKMAN y EASTOP, 1985) entre los que se

encuentra el pimiento (VAS1ceK et al., 2001).

Esta especie, a pesar de ser atacada por ene-

migos naturales como los himenópteros bra-

cónidos del género Aphidius (ROBERT y

RABASSE, 1977), es más agresiva en esta

zona que las demás especies afídicas habi-

tuales en pimiento

Para combatir esta plaga en un sistema de
lucha integrada es preciso averiguar sus
umbrales de tratamiento. De estos umbrales,
el nivel de daño económico (EIL) es el fun-
damental, y de él deriva el umbral económi-
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co (ET), según los conceptos de STERN et al.,
1959. Su cálculo se realiza a partir de una
serie de parámetros (HicLEV y PEDico,
1996): coste del tratamiento, precio del fruto,
eficacia del insecticida y, por último, pérdida
de producción, que es una función depen-
diente de la densidad de plaga. En relación
con estos umbrales hay otros dos en los que
se considera el coste ecológico que represen-
ta la aplicación de insecticidas: el nivel de
daño económico ambiental (EEIL) y el
umbral económico ambiental (EET).

Los objetivos de este trabajo son, en pri-
mer lugar, determinar la función pérdida de
producción en pimiento de invernadero
según la densidad de plaga de A. solani y, en
segundo lugar, calcular en base a esta fun-
ción los diversos umbrales de tratamiento.

MATERIALES Y MÉTODOS

El experimento se realizó durante la tem-
porada 2003-2004 en un invernadero comer-
cial de 1.150 m2 del Pilar de la Horadada (en
la comarca valenciana del Bajo Segura), con
pimiento de la variedad Orlando sembrado el
22 de diciembre de 2003. En él se delimitó
un espacio de 10,35 x 5,45 m con 125 plan-
tas repartidas en 5 filas (numeradas del 1 al
5); cada fila constaba de 25 plantas distribui-
das en 5 grupos (caracterizados por 5 letras,
de la "a" a la "e") de 5 plantas contiguas
cada uno, o sea, 25 grupos de 5 plantas en
todo el espacio, con una combinación de
letra y número distinta para cada grupo. El
24-3-2004, cuando las plantas de pimiento
tenían 60 cm de altura por término medio, se
infestaron 5 de los grupos con ejemplares de
Aulacorthum solani procedentes de una cría
sobre patata (Solanum tuberosum) manteni-
da en una cámara climatizada del IVIA en
Montcada (Valencia), y desde esa fecha se
fue siguiendo semanalmente la evolución de
los pulgones de esta manera:

En cada una de las 125 plantas se contaba
el número de pulgones presentes en el ápice,
en la primera hoja verdadera, en una hoja de
la tercera cruz desde el ápice y en una hoja
de la quinta cruz desde el ápice; el valor

medio de estos cuatro valores representa el
número de pulgones por hoja de la planta.
Estos conteos semanales se fueron realizan-
do hasta que se trató todo el invernadero con
pirimicarb el 22-5-2004, fecha en que varias
de las plantas infestadas inicialmente habían
llegado a morir por la acción de los pulgo-
nes, que habían ido infestando en grados
diversos el resto de las plantas (aunque al
menos uno de los grupos se mantuvo con un
nivel de plaga próximo a cero, tratándolo con
el mismo insecticida si se empezaba a infes-
tar).

E129-4-2004 se empezaron a cosechar los
pimientos: semanalmente se recolectaban los
frutos de cada uno de los 25 grupos de plan-
tas por separado, y cada fruto se pesaba, se
medía su altura y calibre (su circunferencia
media) y se apuntaba su calidad ( I, 2, 3 ó 4,
de mayor a menor calidad). Se continuó de
esta manera hasta el 9-9-2004, en que se dio
por finalizado el cultivo anual del pimiento.

La producción anual de cada uno de los
24 grupos de plantas que habían soportado
más pulgones se restó de la del grupo con
nivel de plaga más próximo a cero, y se cal-
culó el porcentaje de esta resta con respecto
a la producción de ese grupo con nivel míni-
mo de plaga. Después se calculó por regre-
sión no lineal la fórmula que relaciona este
porcentaje de pérdida de producción con el
número máximo de pulgones por hoja
(correspondiente a cada grupo), obtenido en
los conteos semanales realizados a lo largo
del año. Para ello se utilizó la fórmula de la
hipérbola rectangular que CousENS (1985)
desarrolló para malas hierbas y que HERMO-
so DE MENDOZA et al. (2001) adaptaron para
el pulgón Aphis gossypii Glover, 1877 en
clementino (Citrus clementina):

I(x - B)

y I(x - B)
1+ A

donde y= porcentaje de pérdida de produc-
ción; x= densidad de plaga (en este caso,
número máximo anual de Aulacorthum sola-
ni por hoja); B= número de pulgones por
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hoja al que se puede mantener el grupo de
plantas con densidad de plaga mínima (o sea,
la mínima infestación de áfidos detectable
antes de tratarlos para mantenerlos a un nivel
de plaga próximo a cero); A= valor de y
cuando x^^(= asíntota horizontal); I=
valor de y/[x-B] cuando [x-B] ^ 0(= pen-
diente de la recta y= I[x-B]).

Para calcular el nivel de daño económico

(EIL) hay que igualar el valor de las pérdidas

con el coste del tratamiento (HtGLEY y PE^ ŭ -
GO, 1996; HIGLEY y WINTERSTEEN, 1996):

C = V•D'•K [2]

donde C= coste total por Ha de insecticida
(= coste del producto + coste de aplicación);
V= precio por Kg del fruto; K= reducción
de daño con el tratamiento (= eticacia del
producto en tanto por uno); D' = pérdida de
producción por unidad de plaga. Este último
valor se puede expresar de la manera
siguiente:

P

D 100 y [3]

donde P^, = producción por Ha de un cultivo
con nivel mínimo de plaga. Así pues la fór-
mula [2], al sustituir en ella la [3] y la [ 1], se
queda así:

VPo K I(x - B)

C 100 1+ I(x - B)
A

[4]

La fórmula del EIL se obtiene despejando
x en la fórmula [4]

Para averiguar si el precio del Kg de fruto
(V) era una constante, o bien estaba influido
por la cantidad de pulgones que había sopor-
tado la planta, se analizó por regresión lineal
la relación entre el número máximo de pul-
gones por hoja correspondiente a cada grupo
de plantas y cada uno de los parámetros del
fruto que podrían influir en su precio: peso
(en gr), altura (en cm), calibre (perímetro de
la sección transversal media en cm) y calidad

(según una escala de más a menos: 1, 2, 3,
4).

El cálculo del umbral económico se reali-
zó considerándolo como la densidad de
plaga correspondiente al día anterior a aquél
en que se alcanza el EIL, para poder progra-
mar el tratamiento con 24 horas de antela-
ción. Con este objetivo hubo que calcular
previamente la función que relaciona las
fechas de conteo expresadas como días del
año (x) con el valor medio (de todas las plan-
tas) del número de pulgones por hoja (y),
ajustando los valores según una distribución
de tipo normal definida por esta fórmula:

b-x

4ae ^ [5]
y = n-x1 ^

^l+e ^ J
Para deducir los umbrales ambientales

(EEIL y EET) a partir de EIL y ET, se utili-
zó la aproximación obtenida experimental-
mente por HIGLEY y WINTERSTEEN (1996),
según la cual EEIL ^ 1,66 EIL, y EET =_ I,66
ET.

Cuudro I. Regresión entre el número máximo de
Aulacorthunr solani por hoja (x) y el peso,

dimensiones y calidad (y) del fruto de pimiento:
y = ax+b (^ error típico).

Parámetro del fruto Fórmula

Peso (g) yi = 143,08 (t 3,75)

Altura (cm) y^ = 8.65 (t 0,20)

Calibre (cm) y; = 75,60 (t 1,32)

Calidad (I-4) Ya = 3,23 (^0,05)

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

EI cuadro 1 presenta los resultados de la
regresión entre el número máximo de A.
solani soportado por hoja (x) y cada uno de
Ios cuatro parámetros (y) que pueden intluir
en el precio unitario del fruto, definida por la
fórmula y= ax+b. En los cuatro casos a= 0,
es decir y= b, una constante: la cantidad de
pulgón no influye ni en el peso, ni en las
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unos valores de I= l,49, B= 1,53, A=
58,16, con un valor de p< 0,0001 que indi-
ca un ajuste muy bueno. Así pues, la fun-
ción "porcentaje de pérdida de producción
(y) / número máximo de A. solani por hoja
(x)" en pimiento en invernadero ha resulta-
do ser:

b e c

3 33

d c

2 2

0

Figura 1. Número máximo de Aulacorthum so/unr por hoja, y producción por planta, de cada grupo de plantas
de pimiento.

dimensiones ni en la calidad del fruto, ni por
tanto en su precio unitario. Así pues, V es
constante con respecto a los pulgones que ha
soportado la planta.

En la figura 1 se representa el número
máximo anual de pulgones por hoja que ha
soportado cada uno de los 25 grupos de 5
plantas de pimiento, ordenados según núme-
ro creciente de pulgones. En la misma figura
se indica la producción anual por planta de
cada grupo, que (con las oscilaciones lógi-
cas) va en disminución a medida que aumen-
ta la cantidad de pulgones soportada por las
plantas.

A1 relacionar por regresión, utilizando la
fórmula [ 1], los valores (correspondientes a
cada grupo) de número máximo de pulgo-
nes por hoja y de porcentaje de pérdida de
producción con respecto al grupo con nivel
mínimo de plaga (el a-1), se han obtenido

I ,49(x - 1,53)

db a

4 44

1+

Y= 6

e

4

1,49(x - 1,53) [ ]

58,16

La representación gráfica de esta función,
sobre los puntos observados, se plasma en la
figura 2.

La fórmula del nivel de daño económico
se ha deducido sustituyendo en la fórmula
[4] los valores de I, B y A de la fórmula [6],
y despejando x:
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88,98 • VPoK + 3750,36 • C
x = = EIL (áfidos/hoja) [7]

58,16•VPoK-100•C

Como ejemplo práctico se pueden utilizaz
unos valores aceptables en la actualidad paza
pimientos Orlando de: C= 85,35 €/Ha; V=
0,60 €/Kg; K= 1; Po = 100.000 Kg/Ha. Sus-
tituyéndolos en la fórmula [7] resultará un
EIL de 1,63 áfidos por hoja, que tan solo es
una décima mayor que el valor de B(1,53), la
densidad de plaga más próxima a cero que se
puede observar. Es decir, que con estos valo-
res el nivel de daño económico es tan bajo que
en cuanto se detecten pulgones habrá que tra-
tar si no se quiere que las pérdidas económi-
cas superen al coste del tratamiento. Si cam-
biaran las circunstancias de rentabilidad del
cultivo de pimiento también cambiaría el EIL,
aunque se calcularía de la misma manera por-
que la fórmula [7] es válida para cualquier
tipo de condiciones económicas.

En previsión de este posible cambio de cir-
cunstancias de rentabilidad se han realizado
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los pasos necesarios para obtener el ET. En
primer lugaz se han calculado por regresión
los pazámetros de la fórmula [5], que da la
evolución en el tiempo (x) (sólo hasta la fecha
en que se trató el invernadero) del número
medio de pulgones por hoja (y): Ha resultado
un buen ajuste (valor de p< 0,0001), obte-
niéndose unos valores (seguidos del error típi-
co) de a= 63,92 (±1,65), b= 134,60 (±0,19),
c= 3,456 (±0,111), y en la figura 3 se repre-
senta esta función sobre los puntos observa-
dos. Si en la fórmula obtenida se aplicara el
EIL de nuestro ejemplo práctico (y = I,63) y
se despejara la x, al valor de x-1 le correspon-
dería un valor de y que sería el ET = 1,22 áfi-
dos por hoja, umbral inviable en este caso al
ser menor que la mínima densidad de plaga
detectable (B = 1,53).

Los valores de los umbrales ambientales,
según se ha indicado en la metodología,

Figura 2. Representación de la función que relaciona el porcentaje de pérdida de producción en pimiento con el
número máximo anual de Aulacorthum solani por hoja, sobre los valores observados.
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Figura 3. Grática teórica de la evolución en el tiempo del número medio de Aulncorthum solani por hoja de pimiento,
sobre los valores observados.

corresponderían a EEIL = 1,66 EIL, y EET
= 1,66 ET. En nuestro ejemplo, EEIL ^ 2'7
y EET = 2 ejemplares de A. solani por hoja
de pimiento, que aunque algo más elevados
yue los anteriores siguen siendo unos
umbrales muy bajos, por lo yue la conclu-
sión es básicamente la misma que cuando
se emplea el EIL: en las condiciones del
ejemplo, la conveniencia económica de tra-
tar contra A. solani es prácticamente inme-
diata a su detección.
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ABSTRACT

HBRMOSO DE MENDOLA A., M. LA $PINA, F. MARCO, S. TAHANERA, P. VINACHES, E.

A. CARBONELL, ^. PÉ.REZ-('ANADÉS. 2noO. ECOnOn1iC in)Ury ^eVe^ for fÍllIGCOI't{]Ll/ii SOl[]/i(

(Hemiptera, Aphididae) on commercial greenhouse pepper. Bol. San. ^eg. Plagus, 32:

181-187.

Aulocorrh«m snlani (Kaltenbach) is the most severe aphid species attacking pepper

(Cnpsrrurn unnuum) in greenhouses from Valencia and Murcia zones in Spain. In order
to obtain the economic injury level, an experiment has been carried in a commercial
greenhouse of Orlando pepper at Pilar de la Horadada (in the Valencian shire of Bajo
Segura), consisting in the infestation of pepper plants at different levels of A. solani.
Weekly, along the season 2003-2004, we followed aphid evolution and weighed and
characterized the pepper harvest.



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 32, 2O06

The maximum quantity of aphids by leaf corresponding to each level of A. solani has
been correlated to the corresponding crop loss, and the function "pest density / percent-
age of crop loss" has been obtained this way. Starting from this function, the formula of
the economic injury level has been inferred.

Using the common values at this moment for pepper price and production and for cost
and efficiency of the treatment, current economic injury level has been obtained, with the
result of such a low level that it demands to [reat as soon as aphids are detected if we
don't want that the economic losses overcome the cost of the treatment.

Key words: Capsicum annuum, aphids, interven[ion threshold.
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Comportamiento local de poblaciones de Lobesia botrana Denis
& Schiffermiiller (Lepidoptera: Tortricidae)

H. PELÁEZ, R. MARAÑA, P. VAZQUEZ DE PRADA, A. PURAS, Y. SANTIAGO

La racionalización del seguimiento y del control de un insecto yue provoca daños
directos o pueda causar pérdidas de forma indirecta, como la Lobesiu botronu o polilla
del racimo, es necesario para el establecimiento de estrategias de monitoreo y de control
poco o nada agresivas con el medio, económicas para el agricultor y sin repercusiones
negativas en el proceso de elaboración del vino.

Utilizando la geoestadística como herramienta para establecer los mapas de distribu-
ción espacial y de densidad de insectos, e identiticando y analizando los potenciales fac-
tores que pueden explicar porqué se detectan mayores daños, mayores poblaciones o
índices de capturas en zonas específicas de parcelas concretas, se yuiere facilitar el
muestreo y el control de la polilla del racimo en parcelas individuales de viñedo.

Para ello se ha establecido en una parcela de la variedad Verdejo en la D.O. Rueda
una red de estaciones de trampeo para el seguimiento de la emergencia de adultos y de
los daños que causa en su primera y en su segunda generación. Con este trabajo se yuie-
re estudiar la distribución espacial de las concentraciones o densidades yue tiene la poli-
Ila del racimo en parcelas o áreas de cultivo limitadas en el espacio, en el conjunto del
año y en cada una de las generaciones que tiene en un ciclo vegetativo.

H. Pe^Áez. Dr. Ingeniero Agrónomo. P. VnzQuez DE PRAOn, A. PuRAS. Consejo Regu-
lador de la Denominación de Origen Rueda. C/ Real 8. 47490 Rueda (Valladolid). Y.
Sntrrinco. Ingeniero Técnico Agrícola. R. Mna.aN,^. Vinos de los Herederos del Mar-
qués de Riscal. Crta. Madrid s/n. 4749o Rueda (Valladolid)

Palabras clave: Lnbesiu botrnnu, distribución espacial, densidad de población, geo-
estadística, vid.

INTRODUCCIÓN

Se han aplicado técnicas geoestadísticas
en ciencias ambientales para establecer los
mapas de distribución espacia) y de densidad
de insectos (MoRAL GARCíA, F.J., 2004) y
concretamente en insectos que 1legan a ser
plagas como Helicoverpa armigera (Hiib-
ner) sobre tomate (MoRAL GARCíA, F.J.,
2003 y MoRAL GARCíA et al., 2004) y otros
lepidópteros tortricidos como Pnndemis
heperana (Denis & Schiffermiiller) y Cydia
pomonella L., de la misma familia que Lobe-
sia botrana (Rless et al., 1998).

En plagas que afectan a la vid, se han uti-
lizado estas técnicas para el mosquito verde,
Jacobiasca lybica (Bergevin & Zanon) en
viñedos andaluces para conocer como le
afectan diferentes técnicas de cultivo (RAMf-
Rez et al., 2004). En polilla del racimo se ha
estudiado el comportamiento y la distribu-
ción de la polilla del racimo en áreas amplias
que abarcan una Denominación de Origen en
toda su superficie (PeLÁez et al., 2003 y
PELÁEZ et al., 2004b).

Gracias a la aplicación de estas técnicas
se han podido plantear propuestas de reparto
de feromonas tanto con vistas al seguimien-
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Figura 1. Situación de la parcela.

Figura 2. Panorámica de la parcela.
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to de la plaga como para un posible desarro-
llo de métodos biotécnicos de control (con-
fusión sexual o trampeo masivo).

El objetivo de este trabajo es analizar y
estudiar la distribución de las capturas de
adultos de Lobesia botrana y de los daños
que provocan sus larvas en una parcela con-
creta de vid.

MATERIAL Y MÉTODOS

EI trabajo se ha desarrollado durante el año
2005 en una parcela de la variedad Verdejo
situada en la D.O. Rueda (Figura 1), en la zona
conocida como Cañada Real en el municipio
de La Seca (Valladolid). EI año de plantación
fue 1990, por lo tanto la edad de las plantas es
de IS años. El patrón utilizado es R-110 y el
sistema de conducción es en espaldera con
poda en doble Guyot (Figura 2).

Para la captura de adultos se utilizaron
trampas delta de color blanco, situadas sobre
una estaca de 1,5 m de altura (Figura 3) de lon-
gitud total y clavada en el terreno aproximada-
mente 20 cm, colocando en su interior una
placa engomada y una cápsula de feromona.
Se situaron 56 puntos de muestreo formado
una cuadrícula de 54 por 54 metros, de 8 filas
con 7 trampas por fila, cubriendo una superfi-
cie de 10 hectáreas, de las 19 hectáreas del
total de la parcela (Figura 4). Cada uno de los
puntos se localizó con GPS (Figuras 5 y 6).

Figura 4. Situación de las estaciones de trampeo y de
los cultivos limítrofes.

Figura 3. Trampa tipo Delta.
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Los puntos de muestreo se colocaron y
cebaron con feromonas a primeros de mayo
del año 2005 y se yuitaron el día previo a la
vendimia, a mediados de septiembre. Los
muestreos, contando y eliminando el núme-
ro de adultos adheridos en la placa engoma-
da, se hicieron con una periodicidad sema-
nal anotando el estado fenológico de las
plantas o cualquier otra anomalía o hecho de
interés. Se realizó una valoración de los
daños sobre 4 racimos por estación de tram-
peo, un total de 224 racimos, de la primera
generación contando los glomérulos (Figura
7), y de la segunda y tercera generación,
contando los focos (Figura 8).

Las labores, riegos y tratamientos fitosa-
nitarios que se realizaron en la parcela fue-
ron anotados y suministrados por los res-
ponsables de la finca.

Los datos meteorológicos se obtuvieron
de una estación completa de la Junta de
Castilla y León situada en el término muni-
cipal de Tordesillas y de otra termo-pluvio-
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Figura 5. Detalle GPS.

métrica del LN.M. localizada en el munici-
pio de Rueda.

Para el análisis de los datos se utilizaron
los programas estadísticos Variowin y Surfer.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En la Figura 4 se localizan los cultivos
limítrofes a la parcela en estudio, predomina

^
Figura 7. Glomérulo - daño 18 generación.

^

Figura 6. Colocación GPS.

la vid, de diferentes variedades como Viura y
Verdejo y también de distintas edades y sis-
temas de conducción (vaso y espaldera).
Variedades como la Viura y la Garnacha
debido a la compacidad de su racimo, con las
bayas muy apretadas o juntas dentro del raci-
mo, favorecen el ambiente para que la polilla
del racimo se instale y desarrolle. Por otro
lado sistemas de conducción como el vaso

Figura 8. Foco - daño de 28 y 3a generación.
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crean un microclima favorable para la polilla
del racimo, produciéndose en algunas parce-
las un desarrollo de la vegetación que cubre
la calle impidiendo la realización de trata-
mientos fitosanitarios (Pe^áez et al., 2004a).

Del resto de cultivos, principalmente her-
báceos, destacan los cereales. Hacemos esta
consideración por la posible confusión que se
produce entre la Lobesia botrana y la Cnep-
hasia pumicana, más cuando adultos de esta
última pueden volar en los viñedos y caer con
facilidad en las trampas de feromonas de la L.
botrana. Se diferencian bien en su forma y
tamaño (Figura 9), en los momentos del día
en que vuelan y son visibles, y en su ciclo,
porque la mayor emergencia de C. pumicana
se da entre las dos primeras generaciones de
L. botrana, cuando no hay o apenas hay cap-
turas de la última.

Un primer análisis de los datos obtenidos
es comparar las curvas de vuelo en las dife-
rentes estaciones, comprobando si el com-
portamiento es o no homogéneo en toda la
plantación. En las Figuras 10 y 11 se mues-
tran estas curvas de emergencia para la esta-
ción 1 que es la situada más al Norte y la
estación 50 que es la situada más al Sur. Las
curvas obtenidas en las 54 estaciones restan-
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Figura 9. Adulto de Lwibesia hotrana y Cnephasia
pumicana.

tes tienen un comportamiento semejante a
las mostradas.

Durante las últimas campañas agrícolas en
las zonas vitícolas de la Cuenca del Duero, y
de forma concreta desde el año 2000 en la
Denominación de Origen Rueda, ha sido
constatada la existencia de una tercera gene-
ración con mayor o menor intensidad. En esta
campaña del 2005, la cuál ha sido muy seca,
la tercera generación de adultos ha aparecido
con igual intensidad que la primera tal como
podemos observar en las Figuras 10 y 1 l. Las
diferentes oscilaciones en el número de cap-

Figura ]0. Curva de vuelo Estación de trampeo I.
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Figura I 1. Curva de vuelos Estación de trampeo 50.

turas se han debido a descensos bruscos en
las temperaturas y Iluvias intensas.

Para el análisis de la variabilidad espacial
de los resultados de densidad de capturas de
adultos se ha utilizado el programa Variowin.
En un primer paso se ha analizado la estructu-
ra de correlación espacial de los datos a través
de los variogramas para la acumulación de
capturas para cada una de las tres generaciones
por separado y para el conjunto de capturas. El
variograma es una función monótona crecien-
te, alcanzando un valor límite denominado
meseta. La meseta se alcanza para un valor
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Figura 14. Mapa de distribución de las capturas de
adultos de primera generación de Polilla del racimo y

vientos dominantes en porcentajes de días.

con una sola estación de trampeo estratégica-
mente situada se podría cubrir toda el área del
viñedo en estudio, aunque por motivos de pre-
visión y para evitar cualquier accidente fortui-
to (caída de la trampa, pérdida de la fero-
mona, ...) se recomiende tener dos estaciones
de muestreo.

Con los métodos de estimación geoesta-
dística, "krigeado", se han elaborado los
mapas de distribución y de densidad de las

Figura 16. Distribución de daños en primera
generación - Glomérulos.

3
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Figura I5. Distribución espacial de capturas totales de
adultos de Polilla del racimo y vientos dominantes.

capturas para los cuatro supuestos antes
mencionados, de acumulación de adultos
capturados para cada una de las tres genera-
ciones y para el conjunto de capturas. Con el
"krigeado" se caracterizan además de las
capturas de adultos, también los daños en
racimo en todas las localizaciones posibles
dentro de la parcela, partiendo de la infor-
mación suministrada por los puntos muestra-
les o de control.
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Figura 17. Distribución de daños en 2° y 3°
generación - Focos.
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La variable dirección del viento dominan-

te se ha tenido en cuenta en los resultados y
discusión de los mapas de densidad, indicán-

dose los días o mejor dicho el porcentaje de

días, en la componente en que fue dominan-
te. En la Figura 14 se presenta la distribución

de capturas de adultos para la primera gene-

ración. Se observa como en las zonas orien-
tadas al Norte-Oeste (NW) y Sur-Oeste

(SW) de la parcela de control, hasta en las
dos primeras líneas de estaciones de tram-

peo, las capturas son superiores a los otros
dos laterales. Hay una disminución general
hacia el centro de la parcela desde cualquie-

ra de las zonas exteriores. Estudiando los

vientos dominantes, en un 60 % son los de
componente Oeste (W) y Sur-Oeste (SW) los

que dominan, frente a un 35 % de los días en
que dominan los de componente Norte-Este

(NE) y Este (E). En la Figura 4 vemos como
en el Oeste y en el Este se sitúan viñedos de

la variedad Viura conducidos en vaso, varia-
ble que se ha tenido en cuenta. Esta distribu-

ción y concentración se da tanto en la segun-

da como en la tercera generación: mayor en
las zonas orientadas al Oeste y Sur-Oeste y

al Norte-Este, Este y Norte, disminuyendo
hacia el interior de la parcela en estudio.
Semejante comportamiento de distribución

de capturas se obtuvo en una parcela de
tomate para Helicoverpa armigera (MoRAL

GARCfA et al., 2004).
Para el total de capturas en el conjunto de

1a campaña 2005, Figura I5, la distribución es
general en toda la parcela, superior en el
número de individuos en las zonas perimetra-
les, más en el Oeste y Sur-Oeste y en el Norte-
Este y Este. En el interior de la parcela dismi-

nuye la densidad de capturas, pero la menor
densidad se da en un área más cercana a los
laterales Este y Norte-Este. Ya se ha visto que
los vientos dominantes son del Oeste, lo que
facilita la penetración de los individuos hacia
el interior desde esta orientación.

La situación de los daños de la primera
generación o glomérulos, y de la segunda-ter-
cera generaciones o focos tal como se pueden
ver en las Figuras 16 y 17, se concentraron en
las zonas limítrofes del área muestreada dónde
los vientos son dominantes, al igual que las
capturas de adultos, y en los laterales en cuyas
proximidades hay variedades y/o sistemas de
conducción que son más susceptibles a tener
mayor concentración de polilla del racimo.

CONCLUSIONES

Rango o alcance: una estación de mues-
treo cubriría toda la superficie de una par-
cela de 25-30 hectáreas
Capturas inferiores en el interior de la
parcela, el viento dominante factor
importante en la distribución de los
adultos
Distribución de daños en el conjunto de
la parcela, localizados en bordes o zonas
perimetrales determinadas, sin una rela-
ción directa y clara con el número de
adultos capturados.
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ABSTRACT

PELÁEZ H., R. MARA^A, P. VAZQUE"L DE PRADA, A. PURAS, Y. SANTIAGO. ZOO6. LOCBI

population behaviour of Lobesia borrana Denis & SchiffermUller (Lepidoptera: Tortrici-
dae). Bo/. San. Ueg. Plagas, 32: 189-197.

The rational monitoring and control of damage insect like Lobesin horrarla or Euro-
pean grapevine moth, is necessary to establish monitoring and control strategies that
would be good for the environment, farmers economy and without undesirable repercus-
sion in wine processes.

Geostatistical analysis provides insects spatial distribu[ion maps that wi[h ex[ernal
factors analysis can explain why you see higher damage, more adults in specifically areas
in certain plots
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It was established in Verdejo plot (D.O. Rueda) several delta tramps to study the adult
phenology and damages in these points. The goal is to study European grapevine moth
spatial distribution in a particular plot in the different generations.

Key words: L.c^hesia horrana, spatial distribution, density population, vine, geostatistical.
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Comunicación
Survey of Eucalyptus gall wasps (Hymenoptera: Eulophidae) in
Portugal

M. BRANCO, .I. C. FRANCO, C. VALENTE, Z. MENDEL

The occurrence of a new eucalyptus pest, L.eproc.^^be invusu Fisher & LaSalle
(Hymenoptera: Eulophidae), is reported from Portugal. The insect is a gall maker of
several Eucalyptus species. The galls are induced on petiole and leaf mid rib. The wasp
was observed for the first time in Portugal, in January of 2003. It has been detected in
the south and eastern centre of the country. The wasp was identified based on specimens
emerged in the laboratory from galls mostly collected from E. cumaldulensis. However,
galls were also observed in E. ,qlobutus and E. teroticornLs.

M. BRnnco, J. C. FRn[vco. Instituto Superior de Agronomia, Tapada da Ajuda. 1349-
017. Lisboa. Portugal.
C. Vnt,EVTE. RAIZ Instituto de Investigaçáo da Floresta e Papel, Quinta de S. Francisco,
Apartado I5, 380]-50] Eixo, Por[ugal.
Z. Mr_:vur^. Department of Entomology. ARO, the Volcani Center, Bet Dagan, 50250,
Isracl

Key words: Euculyptus, gall wasps, Eulophidae, L.eptoc_vbe iimosu, Portugal.

INTRODUCTION

Gall damage on Eucalyptus spp. caused
by Leptocybe invasa Fisher & LaSalle
(Hymenoptera: Eulophidae) (Figure 1), a

wasp species recently described as a new

genus after its discovery in East Medite-

rranean, in 2000, have been reported during

the last 6ve years in vast areas of the

Palaeartic region, including many countries

in the Middle East, Southern Europe and
North Africa (e.g. MENDEL et al., 2004).
Another eulophid wasp Ophelimus maskelli
Ashmead (Hymenoptera: Eulophidae) (Fi-
gure 2), named by mistake as O. eucalypti
Gahan (e.g., VIGGIANI óL NICOTINA, 2001 ),

is also spreading in the Mediterranean basin

and already reached the Iberian Peninsula

(SÁNCHEZ, 2003; VILLAR and FLINCH,

2004).

The spread of these native Australian
species poses a serious threat to the forestry
and the timber industry. While heavy galling
by L. invasa degenerates young trees and
afFect tree growth of adult ones, infestation by
O. maskelli leads to severe defoliation da-
mage induced by the gall formation which
can in severe cases lead to tree death (e.g.
MENDEL et al., 2004, PROTASOV et al. 2OOS^.

In 2003, we detected for the tirst time
the presence of L. invasa in Portugal.
Owing to the economic importance and the
environmental significance of the planted
eucalyptus forest in Portugal, a survey was
carried out aiming at sketching the current
distribution in the region of the gall wasps.
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Figure 1. Adult of Leptocybe invasa.

The results are presented in this paper.

MATERIAL AND METHODS

Indications of the presence of Eucalyptus
gall wasps were investigated by searching
for the typical bump-shaped galls on the leaf
midribs, petioles and stems induced by L.
invasa (Figures 3 and 4) and for leaves with
numerous small galls, visible on both sides
of the leaf induced by O. maskelli (Figure 5).
Visual surveys of Eucalyptus plantations
started in 2003. In 2004, more intensive sur-
veys were carried, first in eastern Alentejo
and Algarve, and then extended to other
regions. Eucalyptus trees with gall forma-
tions were identified. For further identifica-
tion small brunches with galls were brought

Figure 3. Gall formations on petiole and on main leaf
rib by Eucalyptus camaldulensis

Figure 2. Adult of Ophelimus maskelli.

to the laboratory and kept in sealed plastic
cages at room temperature until emergence
of the wasps. The survey continues in 2005
with the emphasis is put on the presence of
O. maskelli.

RESULTS AND DISCUSSION

Galls similar to the ones formed by L.
invasa were detected for the first time in
January 2003 in the northeast of Alentejo
near the Spain border. Galling tissues were
first observed on E. camaldulensis planted
along roadsides. Adult wasps emerged in
the laboratory from the galling materials
collected in the field were identified as L.
invasa. Actually, the area of distribution of
L. invasa in Portugal covers almost all South

Figure 4. Damage in Eucalyptus camaldulensis caused
by Leptocybeinvasa.
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Figure 5. Damage in Eucuhptu.r sp. caused by
Ophelirnus ma.ckelli.

and part of the centre of Portugal, c.a. lati-
tude 40° N (Figure 6).

L. invasa was mostly found in E. camald-
ulensis (Figure 4). However, in 2005 we
could further observe symptoms of its pres-
ence in E. globulus, in trees near the road-
side, and both in E. globulus and E. tereti-
cornis in nursery seedlings. These finding
are in agreement with previous works where
these Eucalyptus species as well as other
species from the same sections, Maidenaria

201

Figure 6. Sites in Portugal where gall damage by L.
invasa was observed.

and Exsertaria, respectively, were assigned
as suitable hosts for L. invasa (MENDEL et
al., 2004).

So far, O. maskelli was not found in our

survey. However, since this species was pre-

viously reported in Spain (S.áNCHEZ, 2003;

VILLAR AND FLINCH, 2004) there is no doubt

that it will soon appear. The coexistence of

the two species on the same tree as observed

in other regions (Figure 7) will intensify the

damage to Eucalyptus plantations.

Figure 7. Heavily galled Euca/yptus sp. by both Leptocybe invasa ( a) and Ophelimus maske(li (b).
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ABSTRACT

BRAhco M., J. C. FRAruco, C VALEVTe, Z. MENDSL. 2006. Pesquisa de avispas pro-
ductoras de agallas ( Hymenoptera: Eulophidae) en Euculvpncs en Portugal. Bol. Sarl. Ueg.

Plagas. 32: 199-202.

Se registra la aparición en Portugal de una nueva plaga del eucalipto, Leptoc.^•be
im^asa Fisher & LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae). EI insecto es un formador de agal-
las en varias especies de eucalipto. Las agallas son inducidas en el peciolo y nervio medio
de la hoja. La avispa fué observada por primera vez en Portugal en Enero de 2003. Ha
sido detectada en el sur y en el área centro-oriental del país. La avispa se ha identificado
en base a especímenes salidos en laboratorio de agallas recogidas en E. carnuldulen.cis.
Sin embargo, también se observaron agallas en E. Klohulus y E. teraticornis.

Palabras clave: Eucalypn^s, avispas productoras de agallas, Eulophidae, Leptocybe

invasa. Portugal.
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Influencia en el control biológico del cotonet Planococcus citri
(Hemiptera: Pseudococcidae) de la liberación inoculativa de
enemigos naturales y la eliminación de hormigas, en parcelas de
cítricos

M. VILLALBA, N. VILA, C. MARZAL, F. GARCIA MARÍ

Se realizó un ensayo en 32 parcelas de cítricos de las comarcas del Camp de Turia y
Ribera Alta, en la Comunidad Valenciana, para evaluar la influencia en el control bioló-
gico del cotonet (Plunococc•us citri (Risso)) (Hemiptera: Pseudococcidae) de las libera-
ciones inoculativas del parasitoide Leptomnstix dncrvlopii (Howard) (Hymenoptera:
Encyrtidae) y el depredador Crvptnlnemus montrou^ieri Mulsant (Coleoptera: Coccine-
Ilidae), así como de la eliminación parcial de las hormigas Cada uno de los tres facto-
res estudiados, liberación de L. ductvlopii, liberación de C. morurnu,ierii y eliminación
de hormigas, se aplicó en la mitad de las parcelas de forma cruzada. L. dactvlopii se esta-
blece y multiplica bien en la mayoría de parcelas donde se libera, desplazándose a par-
celas vecinas. Sin embargo, no hemos detectado reducción de la población de cotonet en
tas parcelas donde se liberó. C. montrouzieri apenas se observó en los muestreos y tam-
poco detectamos reducción de las poblaciones de cotonet en las parcelas en que se libe-
ró. La eliminación parcial de Ias hormigas sí parece causar una reducción del ataque del
cotonet ya que en el grupo de 16 parcelas donde no se eliminaron las hormigas se encon-
[raron las únicas cuatro de todo el ensayo que hubo que tratar con insecticidas por supe-
rar el umbral de tratamiento (20°I° de frutos con presencia de cotonet). Además, en las
parcelas donde se eliminaron las hormigas las poblaciones de cotonet fueron significati-
vamente menores yue en las parcelas en que no se eliminaron. Se encontró en muchas
parcelas el parásito autóctono Anugyrus pseudococci (Girault) (Hymenoptera: Encyrti-
dae), aunque el diseño de la experiencia no ha permitido establecer su intluencia en el
control biológico.
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Palabras elave: Leptornastix ctnch^lopii, Crvpto(nemus montrouzieri.

INTRODUCCIÓN

EI cotonet (Planococcus citri (Risso))

(Hemiptera: Pseudococcidae) es un insecto

polífago que causa daños a muchas plantas

cultivadas en todo el mundo. Forma densas

colonias algodonosas produciendo abundan-

te melaza sobre la que se desarrolla la negri-

lla (BODENHEIMER, ^ 9$1 ; EBELING, 1959;

FRANCO et al, 2000). En España es funda-

mentalmente una plaga en los cítricos

(GÓMEZ-MENOR, 1937; MARTÍNEZ-FERRER,

2003) y en la vid (Rulz CASTRO, 1941; ToLE-

Do,1965).

El control biológico de P. c•itri en cítricos
se consigue en plantaciones comerciales en
diversos países con liberaciones inoculativas
de dos enemigos naturales, el coleóptero
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coccinélido Crvptolaemus montrou^ieri

Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae) y el

himenóptero encírtido Leptomastix dactti•lo-

pii (Howard) (Hymenoptera: Encyrtidae)

(DE BACH y ROSEN, 1991 ; HAMID y ÑIICHE-

LAKIS, 1994; 1{ATSOYANNOS, 1996). C. mon-

trouzieri es un pequeño coleóptero de forma

hemiesférica y color negro con las partes

anterior y posterior anaranjadas. La hembra

pone los huevos en ]as masas algodonosas

del cotoneL Las larvas están recubiertas de

secreciones algodonosas, por lo que se las

puede confundir con las del mismo cotonet

de que se alimentan. Este insecto beneficio-

so tiene el inconveniente de que no pasa bien

el invierno en nuestra zona debido a] frío.

Debido a ello hay que criarlo en insectario y

soltarlo periódicamente, preferiblemente en

primavera o principio del verano. Los insec-

tarios de C. muntrouzieri están desde 1928

en Valencia, y también en otros lugares,
entregando el coccinélido depredador a peti-
ción de los agricultores.

L. dach^lopii es un himenoptero encírtido
que puede ser muy etŭcaz en la limitación de
las poblaciones de P. citri (SMITH et al.,
1988; CARVALHO et al., 1997). Fue introduci-
do en España en 1948 procedente de Cali-
fornia (GóMEZ CLEMENTE, 1943). Presenta
una mala aclimatación en nuestro país, por lo
que desde hace años el insectario de Alma-
zora (Castellón) multiplica este insecto en
cámaras de cría y realiza sueltas en el campo
con objeto de controlar de forma biológica a
las poblaciones del cotonet en el cultivo de
los cítricos. Se considera que L. dactilopii
complementa la acción de C. montrouz,ieri
en la época en que este tiene poca eficacia,
septiembre y octubre. Junto a las dos espe-
cies de enemigos naturales de cotonet intro-

Figura 1. Intensos daños producidos por cotonet Planococcus citri en frutos y hojas.
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Figura 2. Los frutos en contacto son un lugar
preferente de desarrollo de colonias de cotonet

Planococcus citri.

ducidas existen también varias especies de

parásitos autóctonos que en muchos casos

son capaces de controlar a la plaga, como
Leptomastidea abnnrmis (Girault) o Anagy-

rus pseudococci (Girault) (Hymenoptera:

Encyrtldae) (BLUMBERG 2t al., 1995; ISLAM

et al., 1997).

Las sueltas en campo de los dos enemigos
naturales se realizan en España preferente-
mente al final de la primavera. La tasa de
liberación es de 10 a 20 L. dacrylopii y de 5
a 10 C. montrouzieri por árbol (RtPOLL^s,
1990). Actúan de forma complementaria,
atacando diferentes estadios de desarrollo de
la presa. L dactylopii actúa sobre L3 y hem-
bras jóvenes de P. citri, las larvas de C. mon-
trouzieri se alimentan de huevos y los adul-
tos de hembras de P. citri, mientras que los
parásitos autóctonos (Leptomastidea abnnr-
mis y Anagyrus pseudococci) parasitan L2 y
L3 (IsLAM et al., 1997).

Las colonias de P. citri en cítricos, como
las de otros homópteros, se encuentran con
frecuencia acompañadas por poblaciones de
hormigas que, a cambio de la melaza, prote-
gen a los fitófagos de sus enemigos naturales
(CAMpos et al., 2006) y los transportan a
lugares más favorables. En muchos países
productores de cítricos se ha comprobado
que las hormigas son uno de los factores más
importantes responsables de las proliferacio-

Figura 3. Hembra adulta de Plnnncoccus cirri.
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nes de algunas plagas del cultivo (HANEV et

al., 1987; MoRENO et ul., 1987; SAMwnvs et

al., 1982). En España se han publicado

recientemente varios trabajos sobre la identi-

dad y abundancia de las hormigas en parce-

las de cítricos (PAt.AClos et al., 1999; ALVIs

y GARCIA-MARÍ, 200Ó; URBANEJA Pt al.,

2006).

EI objetivo de este trabajo ha sido evaluar
la influencia en el control biológico del coto-
net (Planococcus citri (Risso)) de las libera-
ciones inoculativas del himenóptero parásito
Leptomastix dactvlopii (Howard) y el cole-
óptero depredador Cr^ptolaemus montrou-
zieri Mulsant, así como de la eliminación
parcial de las hormigas, en parcelas cultiva-
das de cítricos de la Comunidad Valenciana.

MATERIAL Y MÉTOUOS

El trabajo se ha realizado el año 2002 en
colaboración con los técnicos de nueve coo-
perativas de las comarcas de Camp de Turia
y Ribera Alta, en la provincia de Valencia,
que cedieron cada uno de ellos cuatro plan-
taciones comerciales de cítricos para la
experiencia (excepto dos cooperativas que
cedieron dos cada una). En total se han
incluido por tanto 32 parcelas en este traba-
jo. Las plantaciones eran todas de naranjo
dulce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) variedad
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Figura 4. Liberación en campo de Cryprotaemus
montrouZieri.

Navelina. Las cooperativas fueron las de
Carlet, Catadau, Godelleta, La Pobla de Vall-
bona, Lliria, Pedralba, Real de Montroi,
Turís y Vilamarxant. Las plantaciones se eli-
gieron por haber tenido en años anteriores
poblaciones medias o elevadas de P. citri y
por tener bajas poblaciones de otras plagas,
sobre todo de piojo rojo de California Aoni-
ciiella aurantii (Maskell) (Hemiptera: Dias-
pididae) u otros diaspídidos, a fin de no tener
que realizar aplicaciones de plaguicidas
durante todo el periodo del ensayo. Para esta
experiencia se acotó en cada plantación una
superficie aproximada de 0,3 hectáreas y en
esta parcela de ensayo se realizaron las prác-
ticas de cultivo habituales en la zona excep-
to los tratamientos fitosanitarios para otras
plagas, que no se aplicaron en todo el perio-
do en que duró la experiencia. Cuando en las
parcelas objeto del ensayo se sobrepasó el
nivel poblacional del 20% de frutos ocupa-
dos por P. citri se avisó al técnico de la coo-
perativa correspondiente, que tenía la opción
de aplicar un plaguicida para el control de la
plaga, con lo que automáticamente dejába-
mos de muestrear la parcela y esta quedaba

Figura 5. Liberación en campo de Leptnrnasti.c
tiactylopii.

fuera de la experiencia, o esperar la confir-
mación de los niveles poblacionales en los
siguientes muestreos para tomar una deci-
sión.

En las 32 parcelas se han realizado tres
actuaciones, liberación de Leptomastix
dacrylopii, liberación de Cryptolaemus mon-
trouzieri y eliminación de las hormigas.

^.ii
Figura 6. Cebo de azúcar con clorpirifos al pie del
tronco empleado para eliminar las poblaciones de

hormigas.
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Figura 7. Trampa atrayente para captura de himenóp-
teros parasitoides.

Cada una de estas actuaciones se ha realiza-
do en la mitad de las parcelas, en un diseño
multifactorial en el que los tres factores se
combinan entre sí de todas las formas posi-
bles, con 4 repeticiones de cada una de las 8
combinaciones posibles de los tres factores.
Las sueltas de Leptomastú dacrylopii, con
insectos procedentes del insectario de Alma-

Figura 8. Larva y adulto de Cryptolaemus
montrou^ieri.

zora, se realizaron a razón de 4.000 insec-
tos/ha. Las liberaciones se realizaron en dos
mitades, la primera del 28 al 3 I de mayo y la
segunda del 20 al 27 de junio. Las sueltas de
Cryptnlnemus montrou,,ieri, con insectos
procedentes del insectario de Silla (Vulen-
cia), se realizaron a razón de 2.000 insec-
tos/ha. Las liberaciones se realizaron en dos
mitades, la primera del 4 al 12 de junio y la
segunda del 3 al 1 1 de julio. La eliminación
de las hormigas se realizó repartiendo a
mano dos puñados de azúcar blanco comer-
cial con el 10°^0 ( v/p) del insecticida comer-
cial Dursban ( que contiene el 48% de la
materia activa clorpirifos) por árbol deposi-
tado en el suelo junto al tronco. Este cebo
envenenado se repartió en dos ocasiones, en
la segunda quincena de junio y en la segun-
da quincena de julio.

En cada una de las 32 parcelas se realiza-
ron muestreos periódicos quincenales duran-
te cuatro meses, de julio a octubre de 2002.
El primer muestreo, en la primera quincena
de julio, se realizó observando la presencia
del insecto debajo del cáliz del fruto, en 200
frutos muestreados al azar, a razón de 5 por
árbol de 40 árboles. Para ello los frutos se
Ilevaron al laboratorio y la observación se
hizo a la lupa binocular. Desde la segunda
quincena de julio y hasta la segunda quince-
na de octubre se evaluó la población de coto-
net en la parcela estimando en campo de

Figura 9. Barriletes de color marrón como
consecuencia del paratiitismo por Lepmmusti.c

dach^lnpii.
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Figura 1 I . Anagyrus pseudococci.

Figura 10. Leptomastix dactylopii.

forma visual el porcentaje de frutos con pre-
sencia del insecto en un total de 160 frutos
aislados y 40 frutos en contacto, a razón de
cuatro frutos aislados (elegidos al azar en los
cuatro puntos cardinales) y uno en contacto
por árbol en 40 árboles al azar. Esta observa-
ción incluía anotar la presencia de parásitos
o depredadores en las colonias de cotonet.
Además se recogían muestras de frutos con
colonias de cotonet y con síntomas de para-
sitismo (barriletes) y se ]levaban a laborato-
rio, donde los frutos se mantenían en evolu-
cionarios para obtener e identificar los adul-
tos de parási[os resultantes.

Se instalaron también tres trampas amari-
llas por parcela, una de ellas con feromona
de machos de P. citri. Estas trampas se reco-
gían en cada muestreo quincenal, contándo-
se en laboratorio los parásitos y depredado-
res de P. citri. La abundancia de hormigas se
estimó de forma cualitativa por observación
del tronco y ramas principales de varios

árboles de la parcela, tras la cuál se adjudi-
caba a ésta en cada muestreo un índice de
abundancia, con los valores 0(ausencia), 1
(muy pocas), 2(pocas), 3(bastantes) y 4
(muchas). Estos índices se establecieron sin
cuantificar las hormigas, realizando el obser-
vador una estimación aproximada en rela-
ción al nivel máximo de 4 que fue aquel que
mostró poblaciones de hormigas considera-
das habitualmente elevadas en la zona.

Los tests estadísticos se realizaron usando
el programa SAS/STAT (SAS Institute
1990). Las proporciones se transformaron
con la función "arco seno de la raíz cuadra-
da" para estabilizar la varianza. Los datos
del porcentaje de frutos ocupados por P. citri

Figura 12. Planococcus citri y hormigas sobre un
fruto.
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al comparar entre grupos de parcelas que
habían recibido diferentes actuaciones de
control biológico se analizaron con Análisis
de Varianza unifactorial, usando el procedi-
miento Proc GLM. Las medias se separaron
usando un test de mínima diferencia signifi-
cativa protegido.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La presencia de cotonet P. citri fue habi-
tual en la mayoría de parcelas, ya que en el
primer muestreo realizado en la primera
quincena de julio 29 de las 32 mostraron la
presencia bajo cáliz de cotonet en al menos
un fruto de los 200 muestreados. En este
momento el porcentaje medio de frutos ocu-
pados bajo el cáliz fue del 14,2 t 3,9%. Pos-
teriormente, en los muestreos realizados
sobre frutos, el porcentaje medio de frutos
ocupados en todas las parcelas se redujo len-
tamente desde un máximo de 7,8 t 2,2% a
primeros de agosto hasta el 3,1 t 0,5% en el
último muestreo realizado en la segunda
quincena de oc[ubre. En esta evolución hay
que tener en cuenta que a lo largo del perio-
do del muestreo se eliminaron cuatro parce-
las que hubo que tratar contra cotonet al
observarse en ellas elevados niveles pobla-
cionales de la plaga, por encima del 20% de
frutos ocupados. En otras dos parcelas el
muestreo se interrumpió en agosto debido a
que tenían poblaciones elevadas de piojo
rojo de California Aonidiella aurantii y hubo
que realizar un tratamiento con un insectici-
da organofosforado para controlar dicha
plaga. En definitiva, el muestreo se inició en
32 parcelas en la primera quincena de julio y
se concluyó en 26 parcelas en la segunda
quincena de octubre.

De las cuatro parcelas que superaron el
umbral del 20% de frutos ocupados por P.
citri, dos habían recibido sueltas de C. mon-
trouzieri. También dos de las cuatro parcelas
tratadas habían recibido sueltas de L. dacty-
lopii. Por otra parte, las cuatro parcelas tra-
tadas pertenecían al grupo de aquellas en las
que no se habían eliminado las poblaciones
de hormigas. Por tanto, según el análisis de

las parcelas que superaron el umbral de tra-
tamiento, la eliminación de hormigas resulta
ser el único de los tres factores ensayados
que parece intluir en la reducción de la inci-
dencia del cotonet en las parcelas.

Al comparar la media del porcentaje de
frutos ocupados por cotonet entre el grupo
de parcelas en que se había aplicado y el
grupo en que no se había aplicado cada uno
de los tres factores ensayados (liberación de
L. dactylopii, liberación de C. montrour.ieri
y eliminación de hormigas), observamos
(figura 13A y 13B) que para los dos prime-
ros factores no se han encontrado diferen-
cias significativas en el nivel poblacional de
cotonet en ningún de los ocho muestreos
realizados, entre las parcelas en que se libe-
raron y las parcelas en que no se liberaron
los enemigos naturales. En el grupo de par-
celas en que se liberó C. montrou;,ieri se
observó un porcentaje medio de frutos ocu-
pados en el conjunto de los muestreos del
7,4 t I,9%, frente al 6,6 t 2,5% en el grupo
de parcelas en que no se liberó este depre-
dador. Las observaciones de C. ncontrou^ie-
ri en campo han sido muy escasas a lo largo
de esta experiencia. En total, en los evolu-
cionarios donde manteníamos en laboratorio
naranjas con colonias de cotonet se obtuvie-
ron sólo 24 adultos de C. montrouzieri. De
ellos, 1 1(de 5 parcelas) se observaron en las
parcelas de suelta y 13 (de 6 parcelas) en
parcelas donde no se liberaron.

En el grupo de parcelas en que se liberó L.
dactylopii se observó un porcentaje medio
de frutos ocupados por cotonet en el conjun-
to de los muestreos del 7,0 t 1,8%, frente al
7,0 t 2,6% en el grupo de parcelas en yue no
se liberó este parasitoide. De las 16 parcelas
en que se liberó L. dactvlopii, en diez se
recuperaron en los muestreos posteriores
más de diez adultos y en cuatro se recupera-
ron de uno a diez adultos. Estas cuatro par-
celas, así como las dos donde no se recuperó
ningún adulto del parasitoide, eran parcelas
con muy bajo nivel poblacional de cotonet,
menos del 2% de frutos ocupados. En 14 de
las 16 parcelas en que no se liberó L. dactv-
lopii no encontramos adultos de esta especie.
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Figura 13. Comparación del porcentaje medio (t error estándar) de frutos ocupados por cotonet Plcu^ococcus ciiri

enve los dos grupos de parcelas en que se había aplicado ( línea de trazos) o no aplicado (línea continua) cada uno de
los tres factores ensayados ( A. Sueltas de C. montrouz^eri, B. Sueltas de G. dacrylopii, y C. Eliminación de hormigas).

* indica que existen diferencias significativas entre los dos grupos para esa fecha (ANOVA: test MDS; P< 0,05).
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Otras dos, sin embargo, mostraron poblacio-
nes bastante altas del parasitoide a pesar de
que en ellas no se realizó ninguna liberación.
En los dos casos eran parcelas con mucho
cotonet y que se encontraban colindantes
con parcelas donde sí se liberó el parasitoide.
De hecho, eran las únicas parcelas colindan-
tes de todas las utilizadas en la experiencia.

Se han realizado otras observaciones
comparando el grupo de las parcelas en que
se liberó L. dactylopii y el grupo de parcelas
en que no se liberó. En el primer grupo, el
número medio de adultos de L. dacrv^lopii
por muestra obtenido de las naranjas con
colonias de cotonet y síntomas de parasitis-
mo puestas a evolucionar en laboratorio fue
de 56.9 t 23.9, frente a 12.2 t 18.4 en el
grupo donde no se soltaron. También se
encuentran notables diferencias en el por-
centaje de colonias de cotonet en las que en
campo se observan barriletes de parásitos,
14.9 t 4.0 en las parcelas de suelta frente a
7.7 ± 2.3 en las testigo.

Junto a L. dactylopii se ha obtenido en los
evolucionarios otra especie de parásito de
cotonet que se encuentra de forma natural en
las parcelas, Anag^^rus pseudococci. En las
naranjas con colonias de cotonet puestas a
evolucionar en laboratorio se han obtenido
1.107 adultos de L. dactylopii frente a 372
adultos de A. pseudococci. Sin embargo en
las trampas amarillas, sobre todo en las ceba-
das con feromona de cotonet, se han captu-
rado 497 A. p.reudncocci frente a sólo 33 L.
dacty^lopii. Mientras A. pseudococci se
encuentra en todo tipo de parcelas, casi todos
los adultos de L. dact^•lopii se encuentran en
las parcelas de suelta (1.4 t 0.6 en las parce-
las de suelta frente a 0.1 ± 0.1 en las testigo).
Según estos datos, el parásito autóctono
parece ser muy común en todo tipo de par-
celas del ensayo, aunque es difícil concluir si
su presencia y su acción son más o menos
importantes que las del parásito introducido
L. dactylopii, ya que los síntomas de parasi-
tismo que produce son menos evidentes que
los del parasitoide introducido.

En cuanto a la intluencia de la elimina-
ción de hormigas, se observa una tendencia a
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que las poblaciones de cotonet sean más
bajas en las parcelas en que se eliminaron las
hormigas, alcanzando significación estadísti-
ca esta diferencia en los dos muestreos del
mes de agosto ( figura 13C). Hay que decir
que la eliminación de las hormigas no fue
completa ni permanente. EI índice medio de
presencia de hormigas en las parcelas donde
éstas se eliminaron fue de 0.6 t 0.1 (en una
escala cualitativa de abundancia de 0 a 4),
mientras que este índice en las 16 parcelas
donde no se eliminaron fue de 1.2 t 0.2.
Vemos por tanto que conseguimos una elimi-
nación incompleta y parciaL Los resultados
obtenidos con esta eliminación parcial apa-
recen sin embargo como los más favorables
de los tres factores ensayados. Las cuatro
parcelas donde hubo que tratar por superarse
el umbral fueron del grupo en que no se eli-
minaron las hormigas. La evolución estacio-
nal del porcentaje de frutos ocupados por
cotonet en el grupo de parcelas en que se eli-
minaron las hormigas, frente al grupo de par-
celas en que no se eliminaron, muestra yue
siempre es mayor el ataque de cotonet en
aquellas parcelas en que se mantienen las
hormigas (fig. 13 C).

En conclusión, de los resultados de nues-
tro ensayo se desprende que Leptomastix
dact)^lopii se establece y multiplica bien en
la mayoría de parcelas donde se libera e
incluso se desplaza a parcelas vecinas. Sin
embargo no hemos detectado reducción en
los problemas de cotonet en las parcelas
donde se liberó este parásito. Cryptnlnemus
montrouzieri apenas se observa en el trans-
curso de estas experiencias, y los pocos
insectos observados los encontramos tanto
en las parcelas en que se liberó como en
aquellas en que no se liberó. Además, no se
observa reducción de las poblaciones de
cotonet en las parcelas donde se liberó. La
eliminación parcial de las hormigas sí pare-
ce causar una reducción del ataque del coto-
net. Las cuatro parcelas en que se superó el
umbral de tolerancia y hubo que tratar la
plaga pertenecen al grupo de parcelas en que
no se eliminaron las hormigas. Además en
las restantes parcelas la población de cotonet
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fue más alta en las parcelas donde no se eli-
minaron las hormigas. Parece por tanto que,

en nuestros cultivos de cítricos, se muestra
como factor más favorable a la hora de

mejorar el control biológico del cotonet P.

citri la eliminación de las hormigas, com-

plementada posiblemente por el respecto de

la fauna nativa de parasitoides, aunyue se
reyuieren más estudios para aclarar el papel

que puede jugar dicha fauna. Las sueltas

inoculativas de enemigos naturales no nati-

vos como L. dactylopii y C. montrouzieri,

que se realiza habitualmente con éxito en
muchas zonas citrícolas del mundo (FRON-

TEDDU et Cll., 1 ŭŭG; KATSOYANNOS, 1996),
entre ellas en España (MARTíNez-FeRReR et

al., 2003; OLtvERO et al., 2003), no ha dado

los resultados esperados en nuestro estudio.
Tendrían por tanto que estudiarse las condi-

ciones para optimizar los resultados de

dichas sueltas, relacionadas posiblemente
con el clima, la situación de la plaga en el

momento de las liberaciones de insectos en
campo, la calidad de las crías, u otros facto-

res. La presencia de hormigas puede ser uno
de los factores que interfiera de forma deci-
siva en las liberaciones inoculativas de ene-
migos naturales para el control biológico del
cotonet P. citri.
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ABSTRACT

VILLALBA M., N. VILA, C. MARZAL, F. GARCIA MARÍ. ZnoÓ. Int^UCnCe Of inOCn^atiVe

releases of natural enemies and exclusion of ants in the biological control of the citrus
mealybug Planococcus citri (Hemiptera: Pseudococcidae), in citrus orchards. Bol. San.
l^eg. Plagac, 32: 203-213.

A trial was carried out in 32 citrus orchards from the Camp de Turia and Ribera Alta
areas, in the Comunidad Valenciana, to evaluate the influence on the biological control
of the ci[rus mealybug (Planococcus citri (Risso)) (Hemiptera: Pseudococcidae) of ino-
culative releases of the parasitoid Leptomastix dacn^lopii (Howard) (Hymenoptera:
Encyrtidae) and the predator Cr^^ptolaemus montrouzieri Mulsant (Coleoptera: Coccine-
Ilidae), and the partial exclusion of ants. Each one of the three factors studied, releases of
L. dactrlopii, releases of C. montrou;ierii, and ant exclusion, was applied to half of the
orchards in a crossed design. L. dachdopii readily established and multiplied in most of
the orchazds where it was released, dispersing to nearby orchards. However, we could not
tind any influence in the citrus mealybug populations compared with non-release
orchards. C. mantrou^ieri was rarely recovered and no reduction in citrus mealybug
populations was observed in the release orchards. On the contrary, in the orchards where
ants had been partially excluded, a significant reduction in citrus mealybug populations
and damage could be observed. The four orchards in all the trial which went beyond the
threshold leve] established for the citrus mealybug populations (20^Ic of occupied fruits),
and consequently ought to be treated with pesticides to control the pest, belonged to the
group of orchards where ants had not been excluded. Moreover, the group of orchards
with excluded ants showed signiticantly lower mealybug population levels than the unal-
tered orchards. The native parasitoid Anag^rus pseurlococci (Girault) (Hymenoptera:
Encyrtidae) was found in many orchards of this trial, though the design of the experien-
ce did not allow us to establish its influence in the biological control of the mealybug.

Key words: Lepromasti.r dach lopii, Cryptolaemus montrouzieri.
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Avaliaçáo do parasitismo por Anagyrus pseudococci (Girault) em
cochonilhas-algodáo em proteáceas

A. M. PASSARINHO, M. J. LEANDRO, M. OLIVEIRA, E. FIGUEIREDO, J. C. FRANCO,

J. NEVes-MAR^rINS, A. MExIA

As cochonilhas-algodí♦o tém vindo a constituir pruga-chave em Proteaceae (Protea
c^^nuroides, Proreu var. "Susara", Leucospermum var. "Scarlet Ribbon", Leurospermunt
var. "High Gold"), cultivadas como flor-de-corte no Sudceste alentejano. Embora a iden-
titicaçáo específicu, ainda, náo esteja esclarecida, os dados disponíveis apontam para a
existéneia de duas espécies dos géneros Purucoccus e Delottococcus, nenhum deles refe-
rido em Portugal.

Devido ás limitaçdes da luta química, quer em termos de eticácia, quer em termos
de impacte ambiental, foram efectuados ensaios de luta biológica, alravés de largudas
de Cc_rptotuemus rnontrou^ieri Muls., com bons resultados em Leucusperrnum, mas
insatisfatórios em P c_rnaroides. Em conseyu@ncia, decidiu-se avaliar a possibilidade de
utilizaç^o de parasitóides por terem maior capacidade potencial de alcançar as cocho-
nilhas instaladas entre as brácteas da flor, devido á sua dimensíto. Foi seleccionado 0
endoparasitóide indígena Anagyrus pseudococci (Girault) cujo potencial de parasitismo
foi estudado, em estufa, entre Novembro de 2004 e Junho de 2005, utilizando 20 con-
juntos de duas plantas envasadas de Leucospermum, infestadas com cochonilhas das
duas espécies. Em cada repetiçáo foram observadas, á lupa, após dissecuç^o, cerca de
90 cochonilhas, para determinaçáo das taxas de parasitismo e encapsulaçdo.

A taxa de parasitismo variou entre I 8,2% e 55, I`10; com valores muis elevadas na Pri-
mavera, coincidindo com a subida da temperatura e com o aumento da abund3ncia rela-
tiva de uma das espécies. A taxa de encapsulaç5o foi 7,6c7c.

A. M. P.ASSAatHHO, E. FtcuetReoo, J. C. FRnNCO, J. Ntves-MntrrtNS, A. Mt:xin. tnstitu-
to Superior de Agrooomia (DPPF), Tapada da Ajuda, 1349-017 Lisboa.
anapassarinho@gmail.com
M. J. Lt:nNUeo, M. OrivetRn. Europrotea, Herdade do Sarddo, Entrada du Barca, 7630-
734 Zambujeira do Mar.

Palavras-chave: Anag^rus pseudoccoci, Puracoccus sp., Deloaocuccus sp., Protea-
ceae, parasitismo, encapsulaçáo, luta biológica.

INTRODUç.dŭO

As cochonilhas-algodáo (Hemiptera:
Pseudococcidae) tém-se destacado como
praga-chave de Protea cynaroides, Protea
var. "Susara", Leucospermum var. "Searlet
Ribbon" e Leucospermum var. "High
Gold", proteáceas cultivadas como flor-de-
corte, no Sudoeste alentejano (Figuras 1 e

2). Os dados disponíveis apontam para a
existéncia de duas espécies, ainda náo iden-
tificadas, dos géneros Delottococcus e
Paracoccus. A sua presença foi detectada
pela primeira vez no ano 2000, em Leucos-
permum sp., desconhecendo-se a sua ori-
gem. Nenhum dos géneros se encontra refe-
renciado na Península Ibérica (BEN-Dov,
2005 ) .



?16 A. M. PASSARINHO et al.

Devido ás limitaçóes da luta química, quer
em termos de eficácia, quer de impacte
ambiental, foram efectuados ensaios de luta
biológica, através de largadas de Cryptolae-
mus montrouzieri Muls. Apesar dos bons
resultados obtidos em Leucospermum sp., a
eficácia foi insatisfatória em P. cynaroides,
devido ao facto das brácteas da flor constituí-
rem refúgio para as colónias da cochonilha,
limitando o acesso do coccinelídeo (LEANDRo
et al., 2005). Consequentemente, decidiu-se
avaliar a possibilidade de utilizaçáo de parasi-
tóides, por possuírem maior capacidade
potencial de alcançar as cochonilhas, devido á
sua menor dimensáo, e por puderem originar
elevada mortalidade (Mlus & GETZ, 1996;
MuR^ocH & BRt^cs, 1996), além de serem,
em geral, mais selectivos na escolha dos seus
hospedeiros do que os predadores em relaçáo
ás presas, tendo-se seleccionado o endopara-
sitóide indígena Anagyrus pseudococci
(Girault) (Hymenoptera: Encyrtidae).

Contudo, no caso dos endoparasitóides, a

resposta imunitária do hospedeiro, através da

encapsulaçáo dos ovos, é um factor que pode
condicionar a sua eficácia (BLUMBER^, 1990,

1997a,b; PASSARINHO, 2004). O estudo da
encapsulaçáo possibilita melhores prediçóes

acerca da gama de hospedeiros dos parasitói-

des e da acçáo no campo, antes da sua utili-
zaçáo como agentes de luta biológica
(ALLEYNE óz WIEDENMANN, 2001).

Figura 1. Cochonilhas-algodáo instaladas entre as
brácteas da flor de Protea c.vnaroides L.

No presente trabalho, apresentam-se
resultados de um estudo efectuado, em con-
diçóes de estufa, com o objectivo de avaliar
o potencial de A. pseudococci como agente
de limitaçáo natural de Delottococcus sp. e
Paracoccus sp., tendo-se para o efeito proce-
dido á determinaçáo das taxas de parasitismo
e encapsulaçáo.

MATERIAL E MÉTODOS

Os ensaios decorreram, entre Novembro
de 2004 e Junho de 2005, na estufa do
Departamento de Protecçáo de Plantas
(Entomologia) da Estaçáo Agronómica
Nacional, local onde se mantiveram as plan-
tas utilizadas, tendo as observaçóes laborato-
riais sido efectuadas no Laboratório de Bio-
ecologia de Pragas e Auxiliares do Departa-
mento de Protecçáo das Plantas e Fitoecolo-
gia, do Instituto Superior de Agronomia
(Universidade Técnica de Lisboa).

Origem e criaçáo de Delottococcus sp. e
Paracoccus sn.

As criaçbes de cochonilhas foram inicia-
das a partir de ovos provenientes de sacos
ovígeros de fémeas recolhidas em proteáce-
as, na Zambujeira do Mar (Alentejo - Portu-
gal). As cochonilhas foram mantidas em
plantas envasadas do género Leucospermum,
uma vez que a sua manutençáo em brolhos

Figura 2. Cochonilhas-algodáo instaladas no ápice
vegetativo de Leucospermum vac "Scarlet Ribbon".
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Figura 3. Gaiola contendo duas plantas
envasadas do género Leucospermum

(unidade experimental).

de batata (caules estiolados de Solanum
tuberosum L.) se mostrou difícil. As plantas
foram colocadas, duas a duas, em gaiolas
com 40x50x60cm envolvidas por tule, em
estufa de vidro náo climatizada.

Ori^em e criaçáo de Ana^vrus pseudo-
cocci (Giraultl

Os parasitóides foram obtidos a partir de
cochonilhas parasitadas, recolhidas em
pomares de citrinos da regiáo de Loulé
(Algarve - Portugal). Após a emergéncia,
foram transferidos para contentores de
criaçáo contendo colónias de Planococcus
citri (Risso) (Hemiptera: Pseudococcidae)
instaladas em batatas abrolhadas. Os conten-
tores de criaçáo foram mantidos, em cámara
climatizada, á temperatura de 24-26°C,
humidade de 70t10% H.R. e fotoperíodo de
14L: I OE.

Procedimento experimental
Considerou-se como unidade experimen-

tal uma gaiola contendo no seu interior duas

Figura 4. Pormenor do ápice vege[ativo de
Leucnspermum sp., na unidade experimental,

infestado porcochonilhas-algodáo.
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plantas envasadas do género Leucospermum,
infestadas com Paracoccus sp. e Delottococ-
cus sp. (Figuras 3 e 4), i.e., cerca de 90 nin-
fas do 3° ou 4° instar, náo identificadas espe-
cificamente. Realizaram-se 20 repetiçóes:
repetiçáo 1, em Novembro de 2004; repe-
tiçóes 2 a 4, em Dezembro de 2004; repe-
tiçóes 5 e 6, em Janeiro de 2005; repetiçóes
7 e 8, em Fevereiro de 2005; repetiçóes 9 e
10, em Março de 2005; repetiçóes 1 I a 14,
em Abril de 2005; repetiçóes 15 a 18, em
Maio de 2005; e repetiçóes 19 e 20, em
Junho de 2005.

Cada unidade experimental foi exposta a
grupos de 10 fémeas adultas fecundadas de
A. pseudocneci (Figura 5), com menos de
48h de idade, que permaneceram nas gaiolas
até á sua morte.

Decorridos l0 dias da introduçáo do para-
sitóide, transferiram-se as cochonilhas para
uma soluçáo de etanol a 70%, onde foram
conservadas para posterior observaçáo.

O estudo da encapsulaçáo em pseudo-
coccídeos náo é fácil, devido ás secreçóes
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Figura 5. Fémea adulta de Anagyrus pseudococci
(Girault) (2-3mm) (Original de Mil-Homens).

cerosas que náo permitem a visualizaçáo da
cápsula melanizada que envolve o ovo ou
larva encapsulada do parasitóide (Figura 6).
Assim, antes de se proceder á dissecaçáo de
cada exemplar, efectuada ao microscópio
estereoscópico (10 a 40x), com auxílio de
pinças entomológicas, submeteram-se as
cochonilhas a um processo de clarificaçáo,
por imersáo numa soluçáo 1:1 de fenolcloral
e ácido acético, durante 24 horas.

Para cada exemplar estudado, determinou-
se o número de ovos postos pelo parasitóide
e o número de ovos encapsulados, com base
nos quais se estimou as taxas de parasitismo
(percentagem de hospedeiros parasitados)
superparasitismo (percentagem de hospedei-
ros parasitados, com dois ou mais ovos de
parasitóide) e encapsulaçáo agregada (per-
centagem de ovos encapsulados, em relaçáo
ao total de ovos postos pelo parasitóide).

RESULTADOS E DISCUSS.40

Postura e superparasitismo
Na• grande maioria dos casos

`(99,Of2,0%), as fémeas de A. pseudococci
" efectua}-am posturas solitárias. O superpara-

sitismo foi pouco frequente, tendo sido
observado, apenas, em cinco das 20 repe-
tiçóes e apresentando sempre baixo nível de
ocorréncia, i.e., inferior ou igual a 7,4%
(Figura 7). Quatro das cinco repetiç^es em
que se registou superparasitismo referem-se
ao período Abril-Maio, o que poderá estar
associado a interacçáo entre as fenologias
das cochonilhas e do respectivo hospedeiro
vegetal. Em termos globais, correspondeu a
uma taxa de 1,0% (t2,0%), incluindo 0,6%
(t 1,3%) de cochonilhas com dois ovos e
0,4% (tl,l%), com trés, o nível máximo
observado.

Taxa de parasitismo
A taxa de parasitismo variou entre 18,2%

e 55,1%, com um valor médio de 34,5%
(t 10,5%) (Figura 8), tendo apresentado
níveis mais elevados na Primavera, coinci-
dindo com a subida da temperatura e com o
aumento da abundáncia relativa de uma das
espécies (Paracoccus sp.).

Taxa de encapsulaçáo
A taxa de encapsulaçáo agregada obser-

vada foi baixa, oscilando entre 0% e 22,2%,

^
Figura 6. Ovo de Anag^^rus p.+eudocorci (Girault)

encapsulado (24 horas após a postura).
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Figura 7. Distribuiçáo das frequéncias do número de ovos postos por fŭmea de Anagyrus pseudococci (Girault) em
Delottococcus sp. e Paracoccus sp., em cada uma das 20 repetiçces efectuadas.
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Figura 8. Taxas de parasi[ismo e de encapsulaçáo observadas na interacçáo Anagyrus pseudococci (Girault) x Delorro-
coccus sp. e Paracoccus sp., em cada uma das 20 repetiçces efectuadas.
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com o valor médio de 7,6% (±5,7°^0), corres-
pondendo normalmente a uma a trés cocho-
nilhas com ovos encapsulados, excepto em
duas repetiçóes (Figura 8).

CONCLUSÁO

campo. Factores relacionados com os meca-
nismos de localizaçáo do hospedeiro (MILLS,
1994), bem como a sua interacçáo com as
condiçóes climáticas da regiáo, podem afectar
a sua eficácia. Nesse sentido está prevista a
realizaçáo de ensaios, na Primavera de 2006.

Considerando os valores da taxa de parasi-
tismo e os baixos níveis de superparasitismo e
encapsulaçáo, que segundo BtruMBERG et a[.
(2001) sugerem elevada adaptabilidade fisio-
lógica do parasitóide relativamente aos dois
hospedeiros estudados, A. pseudococci parece
possuir características que o tornam um
potencial agente de luta biológica a utilizar na
limitaçáo das populaçóes das cochonilhas
Delottococcus sp. e Paracoccus sp. em prote-
áceas. Há necessidade,no entanto,de avaliar
o seu comportamento em condiçóes de
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NEVES-MARrws, A. MEx1A. 2006. Avaluación del parasitismo por Anag^^rus pseudococ-
ci (Girault) en cochinillas harinosas en Proteaceae. Bol. Snn. Ueg. Plagas, 32: 215-221.

Las cochinillas harinosas han venido a constituir plaga-clave en las Proteaceae (Pro-
rea cyrlarnides, Protea vac "Susará', Leucospermum vac "Searlet Ribbon". Leucosper-
mum var. "High Gold"), cultivadas como flor-de-corte en el Suroeste alentejano. Aunque
la identificación específica, todavia, no esté esclazecida, los datos disponibles apuntan
hacia la existencia de dos especies de los géneros Paracoccus y Delottococcus, ninguno
de ellos reYeridos en Portugal.

Debido a las limitaciones de la lucha química, en términos de eficacia y de impacto
ambiental, fueron efectuados ensayos de control biológico, a través de salidas de Cn•p-
tolaemus montrou;ieri Muls., con buenos resultados en Leucospermum, pero insa[isfac-
torios en P. c^^noruides. En consecuencia, se decidió evaluar la posibilidad de utilizar
parasitoides, porque tienen un mayor potencial de alcanzar las cochinillas instaladas
entre las brácteas de la flor, debido a la su dimensión. Fue seleccionado el endoparasi-
toide indígena Anagyrus pseudncocci (Girault) cuyo potencial de parasitismo fue estu-
diado, en invernadero, entre noviembre de 2004 y junio de 2005, utilizando 20 conjuntos
de dos plantas envasadas de Leucospermum, infestadas con cochinillas de las dos espe-
cies. En cada repetición fueron observadas, a la lupa, después de la disecación, cerca de
90 eochinillas, para la determinación de las tasas de parasitismo y encapsulación.

La tasa de parasitismo varió entre un 18,2e1o y un 55,1%; con valores más elevados en
la Primavera, coincidiendo con la subida de la temperatura y con el aumento de la abun-
dancia relativa de una de las especies. La tasa de encapsulación fue de un 7,6%.

Palabras elave: Anagvrus pseudoccoci, Pnracoccus sp., Delottococcus sp., Proteace-
ae, parasitismo, encapsulación, control biológico.

ABSTRACT

PASSARINHO, A.M., M..I. LEANDRO, M. OLIVEIRA, E. FIGUEIREDO, ). C. FRANCO, I.

NEVes-MARTINS, A. MExIA. 2005. Parasitism of inealybugs by Anagvrus pseudococci
(GiraulU in Proteaceae. Bol. San. Ueg. Pingas, 32: 215-221.
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Mealybugs attained key-pest status in Proteaceae cultivated as cut flowers in the
Southwest of Alentejo, namely Protea cynuroides, Proteu vac "Susará', Leucospennum
vac °Scarlet Ribbon". Leucospermum var. "High Gold". Although the specific identifi-
cation is not yet clarified, the available data point to the existence of two news species
for Portugal, Paruc•occ•us sp. and De(ottoc•occus sp..

Due to the ineffectiveness and environmental impact of chemical control, experi-
ments of biological control were carried ouL based on releases of Crvptolaemus mon-
trouzieri Muls., with good results in Leue•ospernrum, but unsatisfactory in P. c.vnaroide.r.
Therefore, the possibility of using the indigenous endoparasitoid Anag^rus pseudocac•ci
(Giraulp as an alternative biological control agent was evaluated in greenhouse experi-
ments, in potted plants, by determining the respective rates of parasitism, superparasitism
and aggregated encapsulation. Considering the observed level of parasitism (18.2%-
55.1%) and the low level of superparasitism (0%-7.4c7o) and encapsulation (0%-22.29r)
of the parasitoid, it is suggested that Paracne•cus sp. and Dellotococ•c•us sp. are suscepti-
ble hosts of A. pseudoc•occi and that this parasitoid constitutes a good candidate for bio-
logical control agent ofthe mealybugsin Protecaceae.

Key words: AnaRvrus p.reudoccac i, Paracoccus sp., Delottococcus sp., Proteaeeae,
parasitism, encapsulation, biological control.
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Plagas del arroz almacenado y sus enemigos naturales en
España

M.J. PASCUAL-VILLALOBOS^ R. CARRERES, J. RIUDAVETS, M. AGUILAR, J.M. BozAL, M.C. GARCÍA,

A. SOLER, A. BAZ, P. DEL ESTAL

Se ha continuado con la prospección de las plagas y sus enemigos naturales presen-
tes en los almacenes de arroz en España. Durante los años 2004 y 2005 se colocaron
trampas así como se tomaron muestras en Sueca, Amposta, Arguedas (Navarra), Isla
Mayor (Sevilla) y Huesca. Con respecto a las plagas, se identificaron 14 especies de
coleópteros, 3 de lepidópteros y 8 de psocópteros. Entre las especies frecuentes, se ha
encontrado a Rhy^operta dnmirtica Fabricius, yue es plaga primaria, aunque Cry^ptole.c-
te.r pusillus Schónherr y Cn^prolestes jérrugineu.r Stephens (yue son secundarias) tam-
bién se presentaron en abundancia en Sueca. Sevilla y Amposta. Sitophilus on;,ue Lin-
naeus, que también es muy dañino para el grano, se captura de forma más ocasional en
casi todos los lugares muestreados. Sitotros;u cereulella Olivier sólo se manifestabu en
niveles preocupantes para causar daños en un almacén de Amposta. Los psócidos fueron
frecuentes en todas las localidades estudiadas: entre las especies identificadas Dorvp-
ter^^s lnngipennis Smithers se cita por prímera vez en España. Además se capturaron
diversos enemigos naturales como el parasitoide: Anlsopterumalus calandrue Howard y
los ácaros depredadores Blatrisocius keegani Fox y Bluttisorius gracili.r Rack., además
del gamásido Fulaelaps .ctabularis Koch. Los valores de temperatura y humedad relati-
va a la que se almacenaba el arroz cáscara, se mantenían dentro de los niveles aceptables
durante la primavera aunque fuera del óptimo a medida yue se acercaba el verano.

M.J. PascuaL-Vi^t aLOaos. A. Sot.Ett. Instituto Murciano de Investigación y Desarrollo
Agrario y Alimentario, Estación Sericícola, 30150 La Alberca. Murcia.
R. CaRREaes. Departamento del Arroz, Ronda País Valencia, 36, 4G410 Sueca, Valencia.
J. RiuDavETS. [RTA, Ctra. de Cabrils, s/n. , 08348 Cabrils, Barcelona
M. Acun.att.CIFA Las Torres, Ctra. Sevilla-Cazalla, km. 12, 41200 Alcalá del Río, Sevilla.
J.M. BozaL. ITGA, Camino Caritat, 2, 31500 Tudela, Navarra.
M.C. Gattcta. Atria Arroz, Plaza S. Lorenzo, 3, 22212 S. Lorenzo del Flumen, Huesca.
A. Baz. Departamento de Biología Animal, Universidad de Alcalá, 28871 Alcalá de
Henares, Madrid
P. DEL Esra^. Unidad de Protección de Cultivos, E.T.S.I.Agrónomos, Ciudad Universi-
taria s/n, 28040 Madrid.

Palabras elave: gorgojos, arroz, psocoptera, Rhy„operra clominica, Shophilus nry-
^ae, Crsplolestes sp., Sitotroga cerealella, Dorupteris Inn,^ipennis, Blattisnciu,c sp.

INTRODUCCIÓN Autonomías, Andalucía con 39.206 ha es la
mas destacada, seguida de Extremadura

España dedica al cultivo del arroz (25.800 ha), Cataluña (21.336 ha) y Comu-
113.468 ha (datos año 2002), lo que coloca a nidad Valenciana (AcvótvlMO, 2003).
nuestro País en el segundo lugar entre los Las plagas del arroz en campo han sido
productores europeos detrás de Italia. Por objeto de diversos trabajos en España (BATA-
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LLA, 1989; CANO et al., 2003; GÓMEZ y DEL
RIVERO, 1952; RAMONEDA y HARO, 19HH;
SERRAtvo et a[., 1994). No así con las plagas
de almacén de las que hay una información
escasa (CAttRERES, 1989).

En un estudio anterior se citaban las pla-
gas del arroz almacenado en la D.O. Calas-
parra (PASCUAL-VILLALOBOS y DEL ESTAL,

2004). Esta denominación de origen dedica
al cultivo del arroz algo mas de 1.000 ha y es
muy pequeña frente al total Peninsular, por
lo que el objetivo de este trabajo ha sido
ampliar la prospección de las plagas de
almacén a otras zonas más representativas
del País, considerándose distintos tipos de

almacenes y productores de arroz con el fin
de tener un conocimiento más amplio de su
distribución y presencia.

MATERIAL Y MÉTODOS

El estudio se ha llevado a cabo durante
los años 2004 y 2005 en las siguientes loca-
lidades:
- Sueca (Valencia), en dos almacenes de

agricultores y en una cooperativa marzo-
julio 2004)

- Amposta (Tarragona), en dos cooperati-
vas (junio - agosto 2004)

- Isla Mayor Sevilla), en un almacén un
agricultor y en una cooperativa (abril -
junio 2005)

- Arguedas (Navarra), en una cooperativa y
en un molino (marzo - mayo 2005)

- San Lorenzo del Flúmen y Torres de Bar-
bués (Huesca), en dos almacenes (julio -
agosto 2005).
La metodología empleada consistió en

muestrear arroz cáscara (1 Kg) cada mes y la
posterior observación e identificación de
insectos después de la colecta y tras un
periodo de incubación (a 20°C y 30°C) de 6
meses. Además se colocaron: trampas pitfall
(CSL PC trap) en el arroz a granel, polilleros
con dispensadores de feromonas (para Plo-
dia interpunctella Hiibner y Sitotroga cerea-
lella Olivier) colgando del techo, trampas
planas con feromonas para coleópteros (CSL
PC floor trap) colocadas en el suelo y tram-

pas con feromonas para ácaros de almacén
(CSL BT mite trap) también en el suelo.

Se realizó un seguimiento de las capturas
en las trampas cada 15-30 días. La abundan-
cia de los artrópodos identificados se estable-
ció en: anecdótico (cuando sólo se encontra-
ba en una o raras veces en las muestras), oca-
sional (varias veces) o frecuente (repetitiva-
mente en las muestras o con abundancia en
algunas de ellas). Siendo el primer caso la
temperatura y humedad relativa del grano se
registraron utilizando Data Loggers (testostor
171-3) colocados a 10 cm de profundidad.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En el Cuadro 1 se resume el inventario de
plagas de almacén que han sido identifica-
das, todas pertenecientes a la Clase Insecta y
ninguna a la Clase Arácnida.

Dentro de los coleópteros, la más frecuen-
te de las plagas primarias ha sido Rh^vzoperta
dominica Fabricius en Sueca y en Sevilla.
Sitophilus oryzae Linnaeus, que también es
muy dañino para el grano, se captura de
forma más ocasional en casi todos los lugares
muestreados a excepción de en uno de los
almacenes de Sevilla. En estos momentos,
sin embargo, es S. oryzae la plaga que más
preocupa tanto en Amposta como en Sevilla,
aunque no haya aparecido tan frecuentemen-
te como R. dominica. El motivo es que S. orv-
zae pone los huevos en el interior del grano
de arroz y existe una supervivencia en el pro-
ceso de pulido (LucAS y RIU^AVETS, 2000)
mientras que R. dominica lo hace en el exte-
rior del grano y los granos con larvas se rom-
pen en el proceso de pulido. Otras plagas,
consideradas secundarias en cuanto a los
daños que producen, pero también frecuente-
mente encontradas han sido Cryptolestes
pusillus Schónherr y Cryptolestes ferrugi-
neus Stephens en Amposta y Sueca y Oryza-
ephilus surinamensis Linnaeus en Navarra y
Huesca. Merece la pena citar la presencia
aunque de forma anecdótica de Stegobium
paniceum Linnaeus (Coleoptera: Anobiidae)
de algunos criptofágidos y derméstidos (Cua-
dro 1), incluso antícidos (que se alimentan de
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Cuadro 1.- Plagas de almacén del arroz
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Familia Especie Lugar Abundancia^

CLASEINSECTA

Orden Coleoptera

Anobiidae Lasindenna serricorne Fabricius Amposta A

Anobiidae Stegobium particeum Linnaeus Amposta, Sueca A

Bostrichidae Rhyzopertha dominica Fabricius Sueca, Sevilla F

Bostrichidae Bostrvchus sp. Amposta A

Cryptophagidae Cryptophagus cellaris Scopoli Sueca A

Cryptophagidae Cryptophagus sp. Navarra, Sevilla O.A

Cucujidae Crvptolestes pusillus Schónherc Amposta, Sueca. Sevilla F,F,A

Cucujidae Cryptolestes ferrugineus Stephens Amposta, Sueca, Navarra, Sevilla, Huesca F,F,O,A,O

Curculionidae Sitophilus granarius Linnaeus Sueca, Sevilla, Navarra. Huesca A

Curculionidae Sitophilus oryzae Linnaeus Amp., Sueca, Navarra, Sevilla, Huesca O.O.O,F,A

Dermestidae Ana^enus sp. Amposta A

Dermestidae Trogoderma sp. Ampos[a O

Latridiidae Dienerella argus Rei[ter Amposta A

Silvanidae Oryzaephilus surinamensis Linnaeus Navarca, Huesca F,O

Silvanidae Ahasverus advena Watl Sueca A

Tenebrionidae Tribolium castuneum Herbst Amposta, Sueca, Navarra, Sevilla O

Tenebrionidae Tribolium confusum Jacquelin du Val Amposta O

Orden Lepidoptera

Gelechiidae Sitotroga cerealella Olivier Amposta, Sueca, Sevilla Fz

Pyralidae Plodia interpunctella Hiibner Amposta, Sueca O^

Pyralidae Ephestiu kuelmiella 'Leller Amposta, Sueca 03

Orden Psocoptera

Liposcelidae Liposcelis bostrychophila Badonnel Amposta, Sueca, Sevillaa F

Liposcelidae Liposcelis brunnea Motschulsky Amposta O

Liposcelidae Liposcelis deco(nr Peatrrtan Amposta, Sueca, Sevilla•+, Navarca, Huesca F

Liposcelidae Liposcelis entomnphila Enderlein Amposta, Sueca, Sevilla^ F

Liposcelidae Liposcelis mendax Pearman Amposta, Sueca O

Liposcelidae Liposcelis rufu Broadhead Amposta A

Psyllipsocidae Dorypter^x longipennis Smithers Sueca A

Trogiidae Lepinorus reticulatus Enderlein Sueca, Sevilla O,F

^ A= anecdótico, O= ocasional, F= frecuente; en cada uno de los Iugares citados sucesivamente

z en polilleros en todos los casos, en arcoz cáscara sólo en Amposta

3 en polilleros solamente

4 En Sevilla, además de en arroz cáscara, los psócidos también eran frecuentes en arcoz partido / embrión

detritos), que no habían sido encontrados en el

estudio anterior realizado en Calasparra (PAS-
CUAL-VILLALOBOS y DEL ESTAL, 2004). Preci-
samente en la D.O. Calaspatra se ha identifi-

cado además la presencia (poco frecuente) de
Gnatocerus cornutus Fabricius (Coleoptera:

Tenebrionidae). No podemos corroborar la
presencia en los almacenes de arroz, de Tene-
brio molitor Linnaeus ni Tenebrioides muuri-

tanicus Linnaeus que han sido citadas como
plagas por otros autores (AGUtLAR, 2001;
CARRERES, 19ó9; VIÑUELA Ct al., 19ŭ•^.
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Cuadro 2.- Enemigos naturales de las plagas de almacén del arroz

Familia Especie Modo de acción Lugar Abundancia^

CLASE INSECTA

Orden Heteroptera

Anthocoridae Lvctocoris cnmpestris Fabricius depredador Navarra A

Orden Himenoptera

Chalcididae Pa^iluchulcis sp. Kieffer parásito Sevilla A

Pteromalidae ^1ni.copteromcdus calandrue Howard parasitoide Amposta, Sueca,Sevilla O

CLASE ARACHNIDA

Orden Acari

Ascidae Blattisocius keegati Fox depredador Sueca O

Ascidae Blattisocius tursalis Berlese depredador Amposta O

Raphignathidae Raphignathus gracili.r Rack depredador Amposta A

Orden Mesostigmata

Haemogamasidae Eulaelaps stabularis Koch depredador Sevilla O

Orden Phrostigmata

Cheyletidae Chevletus malaccensis Oudemans depredador Sevilla O

^ A = unecdótico. O = ocasional

Dentro del Orden Lepidoptera se ha iden-
tificado a las especies más comunes de alma-
cén (Cuadro 1), siendo Sitotroga cerealella
Olivier, la más frecuente aunque las capturas
se han reducido a los polilleros y sólo ha sido
observada causando daños en el arroz cásca-
ra en uno de los almacenes de Amposta. Esto
ditiere de la importancia económica que se
suele dar a esta plaga a nivel mundial. Por
otra parte no hemos capturado a la polilla del
arroz Corc}ra cephalonica Stainton (Lepi-
doptera: Pyralidae), si bien es más propia de
regiones tropicales (REES, 1996)

Más frecuentes que los gorgojos, en todos
los almacenes, han sido los psócidos, de los
cuales se ha identificado a 8 especies (Cua-
dro 1). Las más abundantes son: Liposcelis
bostrychophila Badonnel, Liposcelis decolor
Pearman, Liposcelis entomophila Enderlein
y Lepinotu,r reticulatus Enderlein en Sueca,
Amposta, Sevilla y Navarra. En Huesca la
única especie presente ha sido, L. decolor.
Además se cita por primera vez en España a
Dorypteryx longipenrais Smithers, recogida
en Sueca. Por otra parte, Liposcelis mendax
Pearman no está citada entre las especies
mencionadas por REES (2004). Está poco

estudiado cuáles son los daños que pueden
causar estos pequeños insectos en el arroz,
su presencia es indeseable y según REEs
(2003) los psócidos se han convertido en los
insectos más frecuentes en el almacenamien-
to de cereales debido a que las fumigaciones
con fosfuro de aluminio son más efectivas
para los coleópteros y en ausencia de estos,
aquellos proliferan con rapidez.

En el Cuadro 2 se citan los enemigos
naturales recogidos in situ. Se han identifi-
cado dos especies de parasitoides, el ptero-
málido Anisopteromalus calandrae Howard,
parasitoide de gorgojos y Psilochalcis sp.
(Hymenoptera: Chalcididae) parásito de
orugas de lepidópteros. Entre los depreda-
dores destacan los ácaros Blattisocius kee-
gani Fox y Blattisocius tarsalis Berlese, en
Sueca y Amposta respectivamente (Figura
la). B. tarsalis puede depredar plagas de
almacén tanto coleópteros como lepidópte-
ros, ácaros o psócidos (RIUDAVETS y QuERO,
2003). Resulta original la captura de Eulae-
laps stabularis Koch (Mesostigmata: Hae-
mogamasidae) que en la literatura se cita
por ser causante de dermatitis en mamíferos
aunque también como posible depredador
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n

a)

Figura I . Acaros depredadores. a) Blcntisncius rursolis. b) Eulnelaps stubuluris

de ácarOS e inSOCiOS de almacén (HUGHES,

1976) (Figura I b).

Si comparamos con los enemigos natura-

les identificados en Calasparra (PASCUAL-
VILLALOBOS y DEL ESTAL, 2004), hay coinci-
dencias como A. calandrae y los ácaros
depredadores (de ácaros según BaowEa et al.

1996) Cheyletus malaceensis Oudemans. En
cambio, el pseudoescorpión Withius piger E.

Simon, únicamente está presente en ésta
denominación de origen. Por su parte, en un
estudio anterior (R^u^AVETS et al., 2002)
encontraron, entre otros, al parasitoide ptero-
málido Lariophagus distinguendus Foester,
en Amposta. EI potencial del control biológi-

co de las plagas de almacén del arroz, está
poco estudiado en España.

Con respecto a las condiciones de almace-
namiento. En Sueca (Valencia), en la SAT,
durante marzo y abril el grano se encontraba a
valores adecuados de temperatura (13-17°C) y
algo altos de humedad relativa (70-SS%),
mientras que en los antiguos almacenes de

pequeños agricultores, las condiciones eran
algo mejores ( I S°C y 60-75% HR). En mayo y
junio la temperatura subía por encima de 25°C
(favoreciendo la multiplicación de insectos),
aunyue disminuyendo la HR hasta 50-65°!0.

En Sevilla, la temperatura del grano den-
tro de los sacos se mantiene dentro de un
rango moderado (17-23°C) hasta abril,
alcanzando en mayo y junio niveles altos
(23-31°C). La humedad relativa era entre el
40 - 65% que es adecuada para guardar el
arroz cáscara, aunque en el caso del peyueño
agricultor se superaban estos valores.
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ABSTRACT

PASCUAL-VILLALOBOS M.J. ^ R. CARRERES, J. RIUDAVETS, M. AGUILAR, J.M. BO"LAL,

M.C. GARCIA, A. SOLER, A. BAZ, P. DEL EsTAL. 2006. Pests and natura] enemies in sto-
red rice in Spain. Bol. San. Veg. Plagas, 32: 223-229

The second part of a study of the pests and natural enemies present in rice stores i q

Spain was done during 2004 and 2005 by trapping and sampling in Sueca, Amposta,
Arguedas (Navarra), Sevilla and Huesca. Fourteen species of coleoptera, three lepidop-
tera and eight psocoptera were identified. The lesser grain borer (Rhi^operta dominica
Fabricius) was the main primary pest found. Although Cr^^ptolestes pusillus Schánherr
and Cryptolestes ferrugineus Stephens (secondary pests) were also abundant at Sueca.
Sevilla and Amposta. The most damaging pest, Sitophilu.r or}•^ae Linnaeus, was only
occasionally captured at many sampling sites. Sitotroga cerenlella Olivier caused grain
damages only at one store in Seville. Psocids are quite widespread in all the stores sam-
pled and the species Doryprerys longipennis Smithers was cited for the tirst time in
Spain. Relevant natural enemies catched were the beetle parasitoid, Anisopteromalus
calandrne Howard and the predatory mites Blattisocius keegani Fox, Blattisocius graci-
!is Rack. and Erdaelnps stnbulnris Koch. Temperature and relative humidity values of
paddy were within reasonable range values in early spring but over the safer limits
recommended for storage towards the summer.

Key words riee, beetles, psocids, Rhy2opertn dominicn. Sitnphilus oryZae, Crypto-
leste.c sp., Sitntroga cerea/ella, Dorypteris longipemils, Blanisocius sp.
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PATOLOGÍA

Detección e identificación por técnicas moleculares de especies
del género Armillaria a partir de muestras de suelo

P. E. ESCOFET CRESPO, O. AGUÍN CASAL, .T. P. MANSILLA VÁZQUEZ

En este trabajo se presentan los resultados de identificación de especies de Annitter
ria realizada directamente a partir de muestras de suelo, sin la necesidad de aislur y cul-
tivar previamente el micelio en placa. EI ADN se extrajo a partir de 250 mg de suelo y
la región ITS del hongo se amplificó por nested PCR con los cebadores extemox ITS I e
ITS4 y los internos AR I y AR2. Los productos resultantes de la doble amplificación se
analizaron por RFLP utilizando para la digestión las enzimas de restricción Hinf I y Mbo
I. Este método permite discriminar entre especies de Arrniltario mediante diferentes
patrones de bandas característicos de cada especie. EI 70% de las muestras analiradas ve
identificaron como A. mellea, el 16% como A. gallica y el 14% de las muestras no pre-
sentaron infección por Annil/aria.

P. E. ESCOFET CRESPO, O. AGUÍN CASAL, I. P. MANSILLA VÁZQUF.1. EXCma. DipUtación

Provincial de Pontevedra, Servicio Agrario, Estación Fitopatolóxica do Areeiro, Subida
a la Robleda, s/n; 36153 Pontevedra-España. E-mail: efa@efa-dip.org

Palabras clave: Armillciriu mellea, Armilloria gallica, nestcd-PCR, RFLP, suelo.

INTRODUCCIÓN

El género Armillaria (Fr.:Fr.) Staude

incluye más de 40 especies que se distribu-

yen extensamente por todo el mundo. En

Europa se han identificado: A. borealis

Marxmiiller & Korhonen, A. cepistipes Vele-
novsky, A. gallica Marxmiiller & Romagne-

si (=A. bulbosa (Barla) Kile & Watling), A.
mellea (Vahl: Fries) Kummer, A. ostoyae

(Romagnesi) Herink (=Armillaria obscura

(Schaeff.) Herink), A. tabescens (Scop.)
Emel (MARXMIŭLLER, 1982, 198^; ROMAGNE-

SI y MARXMl1LLER, 1983; TERMORSHUIZEN y

ARNOLDS, 1987) y una especie de poco inte-

rés patológico denominada inicialmente

Agaricus ectypus y posteriormente Armilla-

ria ectypa (Fries) Lamoure (LAMOURE,
1965). A. mellea y A. ostoyae son altamente

patógenas para plantas leñosas, causando

una enfermedad conocida como podredum-

bre blanca radicular, que ocasiona grandes
pérdidas económicas. A. mellea invade las
raíces y cuello de numerosas especies silves-
tres y/o cultivadas, sobre todo vid, árboles
frutales y forestales, mientras que A. ostuyae
causa daños importantes en coníferas (AGUfN
et al., 2004a; AGUfN et al., 2004b). Las plan-
tas afectadas muestran inicialmente clorosis,
decaimiento de la parte aérea y caída de
hojas, llegando en los casos más graves a la
muerte (GuILLAUMIN, 1986). A. borealis, A.
cepistipes, A. gallica }^ A. tabescen.r son
patógenos débiles, pero pueden causar enfer-
medad en árboles debilitados (SICOLI et al.,
2002). La mayoría de las especies de Armi-
llaria se propagan por crecimiento vegetati-
vo subterráneo y se extienden por el sistema
radicular de árboles susceptibles (K1LE et a/.,
1991).

Hasta hace pocos años la identificación de
especies de Armillaria se llevaba a cabo
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Figura 1. Micelio característico del género Armillaria
en pino.

mediante procedimientos complejos y len-
tos. En la década de 1990, se desarrollaron
métodos moleculares (AN^ERSON y STA-

SOVSKI, 1992; HARRINGTON y WINGFIELD,

1995), basados en la amplificación del
ADN a partir de diferentes estructuras fún-

gicas: micelio situado en la planta ( Figura
I), basidiocarpos (Figura 2), rizomorfos, o
micelio en cultivo, y la obtención de patro-
nes de restricción, que están siendo utiliza-
dos de manera rutinaria en los laboratorios
de diagnóstico (Péaez-StERRA et al., 1999;
MANSILLA Ct al., 2000; AGIiÍN 2t al.,

2004b). La detección de Armillaria en
campo no se produce hasta que aparecen
plantas sintomáticas de podredumbre blan-
ca radicular, pero en ese momento el hongo
puede estar ya muy extendido en el suelo,
creando múltiples focos de infección. Esto
es debido a que el desarrollo y persistencia

de Arrnillaria en el suelo se ve favorecido

por su carácter saprófito y su capacidad
para formar rizomorfos subterráneos, que
pueden alcanzar gran profundidad (Fox,
2003). Actualmente no hay ningún método
eficaz que controle Armillaria cuando apa-
recen plantas enfermas, aunque estudios
recientes in vitro y en viñedo y plantaciones
de almendro (sobre patrones de melocoto-
nero) han mostrado resultados prometedo-
res de ciertos azoles ( ciproconazol y propi-

conazol) para el control de A. mellea

(A^AS ŭcAVEG et al., 1999; AGUíN et al.,

2006). La prevención y control de la podre-

dumbre causada por Armillaria podrían
verse facilitados si e] hongo pudiese ser
detectado en suelo antes de la aparición de
plantas enfermas. Recientemente LocaMAN
et al. (2004) han descrito dos cebadores
específicos, ARl y AR2, basados en
secuencias conservadas de la región ITS del
ADNr, utilizándolos con éxito para la iden-
tificación de las especies europeas de Armi-
llaria (excepto A. ecrypa) a partir de mues-
tras de suelo.

EI objetivo de este trabajo fue desarrollar
un método rutinario de diagnóstico para la
detección e identificación de especies de
Armillaria en suelos gallegos, utilizando los
cebadores descritos por LOCHMAN et al.
(2004) para la amplificación del ADN fún-
gico.

MATERIAL Y MÉTODOS

La detección y amplificación del ADN
fúngico de Armillaria en suelos infestados se
ha basado en el protocolo propuesto por
LocHMAN et al. (2004) con modificaciones
en las diferentes etapas del proceso que se
detallan a continuación: así para la obtención
del ADN se ha variado el kit de extracción;
en la etapa de amplificación se han utilizado
las "PuReTaq Ready-To-GoTM PCR Beads"
(Amersham-Pharmacia) y para analizar el
polimorfismo de la longitud de los fragmen-
tos de restricción (RFLP) se llevaron a cabo
electroforesis en gel de agarosa.

^
Figura 2. Cuerpos de fructificación de

Annillaria mellea sobre castaño.
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Cuadro 1. Código, procedencia y cultivo de todas las
muestras de suelo utilizadas.

CODIGO
MUESTRA

PROCEDENCIA CULTIVO

664 Vigo Castaño

726 Cambados Magnolio

744 Pontevedra Magnolio

719 Estrada Olmo

771 Sotomayor Boj

772 So[omayor Tejo

773 Sotomayor Cedro

774 Sotomayor Roble

775 Sotomayor Pseudotsuga

776 Sotomayor Camelia

777 Sotomayor Azalea

825 Sotomayor Olivo

826 Sotomayor Olivo

827 Soromayor Olivo

828 Sotomayor Olivo

876 Bayona Abeto

877 Bayona Peral

881 Marín Seto

884 Estrada Acacia

885 Estrada Roble

886 Villagarcía Castaño

895 Vilaboa Roble

905 Pontevedra Camelia

906 Pontevedra Camelia

Recogida de muestras de suelo
Se tomaron muestras de suelo (aproxima-

damente 1 Kg) en la proximidad de las raíces
(entre 10-30 cm de profundidad en el terreno)
de 24 especies ornamentales, frutales y fores-
tales que mostraban clorosis, decaimiento y
caída de hojas, y se consideraba que podrían
estar afectadas por podredumbre blanca radi-
cular causada por Armi/laria. Todas las mues-
tras se recogieron en localidades de la provin-
cia de Pontevedra. En el Cuadro I, se indica la
localidad y la especie vegetal afectada. En el
laboratorio, se procedió a una inspección
visual del suelo, que permitió detectar la pre-
sencia de micelio y/o rizomorfos en seis
muestras. Posteriormente todas las muestras
se almacenaron a 4"C hasta su análisis.

Extracción de ADN
Para cada muestra de suelo, la extracción

de ADN de Armillaria se llevó a cabo en
dos submuestras de 250 mg siguiendo el
protocolo del kit comercial "PowerSoilT"
DNA Isolation" (MO BIO Laboratories,
Inc.). Cada submuestra se introdujo en un
tubo PowerBeaú del kit para romper las
células fúngicas. La lisis celular se consi-
gue mediante métodos mecánicos y quími-
cos. Tras sucesivas centrifugaciones con
diferentes reactivos del kit, el ADN genó-
mico total se capturó en la membrana del
filtro de una columna de centrifugación,
posteriormente se lavó y se recuperó con el
eluyente, conservándose a-20 °C hasta su
amplificación.

La extracción de ADN con el kit "Power-
Soi1T" DNA Isolation" se llevó a cabo tam-
bién en muestras de control positivo, que
consistieron en 250 mg de suelo esterilizado
a los que se añadieron 30-40 mg de micelio
de cultivos puros de A. gallica, A. mellea ó
A. osto^^ae, muestras de control negativo en
las que al suelo se añadió micelio de Rose-
llinia necatrix Prill, y muestras de control
de extracción que sólo contenían suelo este-
rilizado. Se eligió R. necutrix por la simili-
tud de su micelio y de la podredumbre radi-
cular que causa en numerosas especies leño-
sas respecto a Armillaria. Todos los cultivos
fúngicos se mantenían en medio agar-malta
en la colección de la Estación Fitopatológi-
ca Do Areeiro (EFA). El suelo, para la rea-
lización de los controles, procedió de la
finca de la EFA y se esterilizó en autoclave
a 121 °C durante 30 minutos dos días con-
secutivos.

Amplificación de la región ITS median-
te nested-PCR

Se Ilevó a cabo la amplificación del espa-
ciador transcrito interno (ITS) del ADNr
obtenido a partir de las muestras de suelo
mediante nested-PCR. Para la primera PCR,
se probaron dos procedimientos diferentes
aunque con los mismos cebadores, ITS 1 e
ITS4 (WHtTE et al., 1990). La secuencia de
los cebadores se presenta en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificación de la región ITS de Armillaria.

CEBADOR SECUENCIA (5'-^ 3') TAMAÑO ( n" de bases)

ITSI TCCGTAGGTGAACCTGCGG 19

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 20

ARI CTGACCTGTTAAAGGGTATGTGC 23

AR2 AAGCTGAATCCTTCTACAAAGTCAA 25

En el primer procedimiento, se introdujo
en un tubo Eppendorf 1 µl del ADN aislado,
0,3 µl de cada cebador (10 µM) y una bolita
"PuReTaq Ready-To-GoTM PCR Beads"
(Amersham-Pharmacia), completando con
agua pura hasta un volumen final de 25 µl.

En el segundo procedimiento, se siguió el
protocolo descrito por LocHMAN et al.
(2004). La mezcla de PCR consistió en 1 µl
del ADN aislado, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3),
50 mM KCI, 1,5 mM MgC12, 200 µM dNTP,
20 nM de cada cebador, 1,5 U de Taq DNA
polymerase (Bioline), y agua pura hasta un
volumen final de 25 µl.

En ambos procedimientos, la amplifica-
ción se realizó en un termociclador "PCR
Express" (Thermo Hybaid) programado con
las condiciones propuestas por LocHMAN et
al. (2004): desnaturalización inicial a 94 °C
durante 150 segundos, seguida de 35 ciclos de
desnaturalización a 94 °C durante 30 segun-
dos, anillamiento de los cebadores a 55 "C
durante 40 segundos, elongación a 72 °C
durante 30 segundos, y una elongación final a
72 °C durante 5 minutos.

En la segunda PCR, se probaron los dos
procedimientos utilizados para la primera
pero ambos con los cebadores ARI y AR2
propuestos por LocaMAN et al. (2004). La
secuencia de los cebadores se presenta en el
Cuadro 2.

Para esta segunda reacción, el primer pro-
cedimiento se varió ligeramente: se utiliza-
ron 2 µl del producto de la primera amplifi-
cación, 0,5 µM de cada cebador y una bolita
"PuReTaq Ready-To-GoTM PCR Beads"
(PCR beads), completando con agua hasta
un volumen final de 50 µl. El segundo pro-
cedimiento se llevó a cabo de forma análoga
a la primera reacción, solo que utilizando

también 2 µl del producto de la primera
amplificación y cambiando el volumen fina]
a 50 µl. Para la amplificación, el termocicla-
dor se programó con los mismos parámetros
que en la primera PCR, con excepción del
anillamiento de cebadores que se realizó a
60 °C y la elongación final a 7 minutos.

Los productos de la primera y segunda
PCR se visualizaron mediante electroforesis
en gel de agarosa. Se cargaron 5 µl del pro-
ducto amplificado de cada muestra con 2 µl
de tampón de carga (4 g/ml de sacarosa y
0.25 g/ml de azul de bromofenol) en un gel
de agarosa al 2%(p/v) sumergido en tampón
O,Sx TBE (Tris-HCl 0,89 M, ácido bórico
0,89 M y EDTA 0,02 M, pH 8,4). En cada
prueba se utilizó un control negativo y un
marcador de 100 pares de bases (pb) hasta
2642 pb (MXIV, Roche Diagnostics). La
electroforesis se realizó a 120 voltios duran-
te 50 minutos. Los geles se tiñeron con bro-
muro de etidio (0,5 µg/ml) y se observaron
con un transiluminador de luz ultravioleta.

RFLP
Siguiendo el método de LocHMAN et al.

(2004), los productos no purificados de la
segunda amplificación fueron digeridos con
las endonucleasas de restricción Hinf I y
Mbo I (Fermentas^) para analizar el poli-
morfismo de la longitud de los fragmentos
de restricción. Las mezclas de restricción se
prepararon con 20 µl de cada producto
amplificado y 4 unidades de la enzima Mbo
I u 8 unidades de la enzima Hinf' I, y se
incubaron a 37 "C durante 12 horas. Se
llevó a cabo la electroforesis en un gel de
agarosa al 3% a] 00 voltios durante 80
minutos. Para la estimación del tamaño de
las bandas, se cargó en el gel un marcador
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Cuadro 3. Tamaño de los productos de amplificación obtenidos con los cebadores ITS1/ITS4 y ARl/AR2, en los
cuatro controles y en cada una de las muestras de suelo.

TAMAÑOS DE AMPL[FICACIÓN (pb)

CÓDIGO MUESTRA ITS 1 /ITS4 AR 1 /AR2 RESULTADO

Control positivo 1 882 724 A. mellea

Control positivo 2 868 7Il A. gallica

Control positivo 3 870 713 A.ostoyae

Control negativo 1 Rosellinia necatrix

664 882 724 A.mellea

726 882 724 A.mellea

744 882 724 A. mellea

7l9 negativo

771 882 724 A. mellea

772 882 724 A. mellea

773 882 724 A. rnellea

774 882 724 A. mellea

775 882 724 A. mellea

776 negativo

777 882 724 A. mellea

825 868 7l1 A. gallica

826 882 724 A. mellea

827 882 724 A. mellea

828 negativo

876 882 724 A. rnellea

877 negativo

881 882 724 A. mellea

884 882 724 A. mellea

885 882 724 A. mellea

886 negativo

895 868 711 A. ga(lica

905 882 724 A. mellea

906 882 724 A. mellea

Cuadro 4. Tamaño de las amplificaciones con los cebadores de ITS y AR y tamaño de los fragmentos de restric-
ción obtenidos con las enzimas Hinf I y Mbo I, en el trabajo de Lochman et al. (2004).

MUESTRA

A. mellea

A. gallica

A. ostoyae

A. borealis

A. eepistipes

A.tabescens

TAMAÑO AMPLIFICACIONES FRAGMENTOS DE RESTRICCIÓN (pb)

(pb) ITS/AR Hinf 1 Mbo I

882/724

868/711

870/7l3

868/711

868/711

847/690

401, 159, 148

294, 227, 69, 63, 43

294, 228, 75, 69, 31

293, 172, 75, 68, 56, 31

293, 227, 132, 43

295, 129, 125, 93, 32

235, 215, 149, 125

277, 222, 214

351, 222, 137

490, 221

277,222,214

223,216,126
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Cuadro 5. Tamaño de los fragmentos de restricción obtenidos con las enzimas Hinf I y Mbo I, en los cuatro
controles y en cada una de las muestras de suelo.

FRAGMENTOS DE RESTRICCIÓN (pb)

CÓD[GO MUESTRA Hin/ 1 Mho I RESULTADO

Control positivo I 401,159,148 235,215,]49,125 A. melleu

Control positivo 2 294, 227, 69, 63, 43 277,222,214 A. ^nlliccr

Control positivo 3 294, 22x, 75, 69, 31 351, 222. 137 A. ostnyne

Control negativo 1 Rosellinia necatri.c

664 401. 159, 14x 235, 215, 149, l25 A. niellen

726 401. 159, 148 235,215.149,125 A. mellen

744 401,159,14x 235, 215, 149, 125 A. mellen

771 401, 159, 148 235, 215, 149, 125 A. mellen

772 401, Is9, lax 235, 215, 149. 125 A. mel[eu

773 401, I 59, 14x 235. 215, 149, 125 A. mellen

774 401,159.14x 235,215.149,125 A. mellea

775 401,159,14x 235, 215, 149. 125 A. rnel/eu

777 401,159,148 235, 215, 149, 125 A. rnelleu

825 294, 227, 69, 63, 43 277, 222, 214 A. gnllicu

826 401. 159, 148 235.215, t49, 125 A. melleu

x27 401, 159, 148 235, 215, 149, 125 A. rnellen

876 401. 159, 14x 235, 215, 149, 125 A. melleu

881 401,I59,148 235,215,149,125 A. mellen

884 401, 159, 148 235, 215, 149, (25 A. mellen

8x5 40 I, I 59, 14x 235.215,149.125 A. melleu

895 294, 227. 69, 63, 43 277, 222, 214 A. gnllico

905 401,159,148 235, 215, 149, 125 A. melleu

906 401,159,I48 235, 215, I49, 125 A. melleu

de 50 pb hasta 2000 pb (Hyperladder II,
Bioline). El gel se tiñó con bromuro de eti-
dio y se visualizó en el transiluminador de
luz ultravioleta. La imagen del gel se captu-
ró con un sistema de fotodocumentación y
el tamaño de bandas se analizó con el soft-
ware I-D Manager (TDI, Madrid). La iden-
tificación de las especies de Armillaria se
basó en la comparación del tamaño de los
fragmentos digeridos con los publicados
por LocHMAN et al. (2004).

Secuenciaeión
Para validar los resultados de identifica-

ción de especies de Armillaria mediante
nested-PCR y RFLP, se secuenció el ADN
de cinco muestras de suelo estudiadas (ele-
gidas al azar) y de las tres muestras de con-

trol positivo (suelo esterilizado + A. mellea,
A. gullica ó A. ostoyae). El producto de
ampliticación se puriticó con el kit "High
Pure PCR Product Purification" (Roche
Diagnostic). La reacción de secuenciación
consistió en 15 µl del amplicón purificado, 2
µl de terminador marcado (Big Dye© Ter-
minator V3.1 Cycle Sequencing Kit,
Applied Biosystems ), 3 µl de tampón de
secuenciación Sx (400 mM Tris-HCI pH 9.0
y 10 mM MgCI) y 0,32 µl de cada cebador
(20 µM) ARl ó AR2 (un solo cebador por
cada reacción). Los ciclos de temperaturas
en el termociclador fueron: un minuto a 96
°C y 25 ciclos de 96 °C durante IO segundos,
50 °C durante 5 segundos, y finalmente 60
°C durante 4 minutos. Para eliminar conta-
minantes, la reacción de secuenciación se
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M 1 2 3 4

1000 pb

500 pb

Figura 3. Gel de agarosa al 2% mostrando el
fragmento de ADN ampliticado con los cebadores

AR I y AR2 de los controles positivos: A. ostm•ue ( I).
A. gedlicn (2) y A. mellea (3), y del control negativo:

Ro.relliniu necatri.r (4). M: marcador XIV de 100
hasta 2642 pb.

precipitó con etanol. El precipitado se resus-
pendió en formamida °Hi-DiTM"(Applied
Biosystems). Tras ser sometido a una desna-
turalización a 94 °C durante 3 minutos, el
ADN amplificado se cargó en un secuencia-
dor ABI PRISMTM 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Las secuencias obte-
nidas se analizaron con el Sequencing
Analysis 5.1 y mediante el programa de ali-
neamiento BLAST, de acceso libre en Inter-
net, se compararon las secuencias de las
muestras con las que existen en el Gen-Bank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La detección y amplificación del ADN
fúngico de Armillaria en suelos infestados se
consiguió utilizando el protocolo de amplifi-
cación secuencial o nested-PCR. EI mayor
problema para la caracterización molecular
de los hongos patógenos que infestan suelos
es disponer de un método de extracción que
dé lugar a un ADN de calidad ya que los sue-
los contienen una elevada cantidad de ácidos
húmicos que son inhibidores de la PCR
(TsAI y O[.soN, 1991). Los resultados obte-

M 1

1000 pb -

500 pb-

237

4 5

Figura 4. Gel de xgarosa al 2^/r mostrando el
fragmento de ADN ampliticado con los cehadores

AR I y AR2 en las muestrus: R25 ( I y 2), 826 (3 y d),
827 (5 y 6), A28 (7 y 8). 876 (9 y 10), control de

extracción ( 1 I), control negativo de ampliticación
(12), control positivo A. o.ctuvue (13) y control

negativo Ro.rellrniu rierun•i.r t I^t). M: marrador XIV
de 100 hasta 2642 pb.

nidos con el kit "PowerSoiITMDNA Isola-
tion" (MO BIO Laboratories) indican su
conveniencia para la extracción eticaz de
ADN de Armillariu, a partir de las muestras
de suelo; si bien los resultados son óptimos,
se analiza solo 0,5 g de suelo por muestra
por lo que sería conveniente probar algún kit
que permita trabajar con una cantidad de tie-
rra más representativa.

La amplificación tanto con las PCR beads
como con la mezcla de reacción dió resulta-
dos satisfactorios similares. Sin embargo
nuestra experiencia apoya el uso de las PCR
beads por su rapidez y comodidad de trabajo.

De las 24 muestras analizadas, 5 de ellas
no mostraron banda de ampliticación, por lo
que se determinaron como negativas para
Armillaria. Dos presentaban una banda de
ampliticación de 864 pb en la primera PCR
y de 71 I pb en la segunda (para cada sub-
muestra) y las 17 restantes presentaron un
tamaño de amplificación de 882 pb en la pri-
mera PCR y de 724 pb en la segunda para
cada una de las submuestras (Cuadro 3). AI
comparar los tamaños de bandas obtenidos
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en las dos amplificaciones con los publica-
dos por LocHMAN et al. (2004), se comprobó
que en el primer caso las muestras se corres-
pondían con A. gallica y el segundo con A.
mellea (Cuadro 4). En ningún experimento
se obtuvo amplificación en los controles
negativos.

Los fragmentos de ADN obtenidos en la
nested- PCR (Figuras 3 y 4) aportaron infor-
mación para la identificación pero no pudo
ser utilizada como método rutinario de diag-
nóstico porque la similitud del tamaño de las
bandas entre las especies no permite su dis-
criminación de forma fiable. Fue necesario
hacer digestiones y analizar los fragmentos
de restricción para la obtención de diagnós-
ticos concluyentes.

El tamaño de los fragmentos de restric-
ción de los controles positivos y de muestras
de suelo, obtenidos por la digestión con las
enzimas endonucleasas Hinf I y Mbo I, se
muestran en el Cuadro 5. En total se realiza-
ron 19 digestiones de las muestras y una
digestión por cada control positivo utiliza-
do. De las 19, dos de ellas presentaban un
patrón de bandas de ADN de 294, 227, 69,
63, 43 pb con Hinf I y 277, 222, 214 pb con
Mbo I correspondiéndose con lo publicado
por LocHMAN et al. (2004) para A. gallica y
las 17 restantes pertenecen a A. mellea cla-
ramente diferenciadas del resto, por un
patrón de bandas característico: 401, 159,
148 pb fragmentos digeridos con Hinf I y
235, 215, 149, 125 con Mbo I. Paralelamen-
te, en tres de las muestras estudiadas (726,
881 y 884) además del suelo también se ana-
lizó material vegetal sintomático, con pre-
sencia de micelio blanco en el sistema radi-
cular, mediante la técnica PCR-RFLP
(MANStLLA et al., 2000); en los tres casos el
resultado fue A. mellea, lo que confirmó los
resultados de suelo. En ninguna de las
muestras naturales se encontró A. ostoyae
pero se obtuvo su patrón de bandas corres-
pondiente en el control positivo con unos
fragmentos de 294, 228, 75, 69, 31 pb en la
primera digestión con Hinf I y 351, 222, 137
para la segunda con Mbo I. Los fragmentos
de restricción de los controles positivos (A.

mellea, A. gallica y A. ostoyae) digeridos
con Hinf I y separados en un gel se muestran
en la Figura 5. A la vista de los resultados,
la especie más extendida en los suelos ana-
lizados fue A. mellea en un porcentaje del
70%. Resultados similares encuentran
AGUíN et al. (2004b) en muestras analizadas
en el noroeste de España indicando que la
especie más frecuente es A. rnellea (71%) y
que causa sintomatología en arbustos orna-
mentales, kiwi, viña, árboles frutales y árbo-
les de hoja ancha. En el 16% de las muestras
analizadas se detectó A. ^allica, cuya pre-
sencia fue ya publicada en Galicia, aunque
con baja incidencia, en ornamentales, coní-
feras, árboles frutales, árboles de hoja ancha
y viña (AGUíN et al., 2004b).

La comparación de las secuencias de las
muestras estudiadas con las secuencias
depositadas en el Gen-Bank dió valores de
similitud entre un 92-99%. Así, al contrastar
la secuencia obtenida con el fragmento de
ADN amplificado de la muestra 876 con las
secuencias depositadas en el Gen-Bank, este
mostró un 99% de similitud con la región
ITS del ADN ribosómico de Armillaria
mellea, en donde de los 539 nucleótidos ana-
lizados, 536 se correspondían con la secuen-
cia del Gen Bank y solo 3 eran diferentes.

Figura 5. Gel de agarosa al 3% mostrando los
fragmentos de digestión del ADN amplificado, con la

enzima Hinf I en los controles positivos: A. mellea (1),
A. gallica ( 2) y A. ostoyae ( 3). M: marcador

Hyperladder II de 50 hasta 2000 pb.
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Las muestras 772, 775, 826 y 885, también
elegidas al azar y secuenciadas aportaron
resultados similares entre 92-97% de simili-
tud. En los controles positivos, A. mellea
muestra un 99% de similitud en los 628
nucleótidos analizados mientras que A. galli-
ca y A. ostoyae presentan un 92%. Estos
resultados de secuenciación corroboran las
identificaciones conseguidas anteriormente
por nested-PCR y RFLP.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos contirman que
el procedimiento utilizado puede ser emple-
ado como método eficaz de diagnóstico
rutinario de las especies de Arn2illaria a
partir de muestras de suelo, sin necesidad
de aislar el hongo ni observar presencia de
estructuras fúngicas ( micelio, rizomorfos,
etc.) en las muestras. La rápida extracción
de ADN con el kit comercial "Power-

ABSTRACT

'ly

SoiITMDNA Isolation", la fácil amplitica-
ción usando "PuReTaq Ready-To-GoT"
PCR Beads" y el análisis de fragmentos de
restricción en geles de agarosa, hacen posi-
ble una detección e identificación efectiva
de especies de Arn^illaria.

Esta metodología permite un diagnóstico
temprano y óptimo, previo a la aparición de
plantas sintomáticas, para conocer el grado
de infestación del terreno por el hongo y
poder aplicar las medidas preventivas nece-
sarias para reducir la incidencia de la enfer-
medad causada por Armilluria.

A pesar de haber encontrado una buena téc-
nica para la extracción de ADN directamente
del suelo y haber logrado la ampliticación, se
valora la necesidad de obtener los mismos
resultados partiendo de una mayor cantidad de
suelo. El próximo paso en esta línea de inves-
tigación es evaluar otras metodologías de
extracción que permitan trabajar con una can-
tidad más representativa de muestra.

ŭSCOFFT CRESPO P. E., ^. AGU(N CASAL, ]. P. MANSILLA vÁZQUEZ. 2O06, De[ectÍOn

and Identification with molecular techniyues of species of the genus ArmiNaria from soil
samples. Br^l. San. ^eR. Plagas, 32: 231-240.

In the present work Armillca^ia species were identitied taking soil samples without
isolating and cultivating the mycelium on a plate. DNA was extracted from 250 mg of
soil an the ITS region of the rDNA was amplified using Nested-PCR with external pri-
mers ITSI and ITS2 and internal primen ARl and AR2. Products obtained were analy-
sed by RFLP using the restriction enzymes Hinf I and Mhnl I, thus obtaining fragments
of different molecular weight. This method allows the discrimination among Arntiltaria
species using band patterns specific for each species. The 70c7c of the analyzed samples
corresponds to A. mellecr, the 16%^ corresponds to A. gallica, and the 14%r of the samples
does not present Annillaria infection.

Key words: ArrniNaria mellea. Armillm^ia gallica, nested-PCR. RFLP, soil.
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Muerte de árboles cítricos causada por ataques de Phytophthora
citrophthora a ramas principales

L. A. ALVAREZ, A. VICENT, D. GARCÍA-RELLÁN, P. MARTÍNt:7.-CULEBRAS, E. DE LA ROCA,

.I. BASCÓN, .l. ARMENGOL, P. ABAD-CAMPOS, A. ALFARO-LASSALA, .I. GARCÍA-.IIMÉNE"L

En los últimos años, una inusual afección de árboles cítricos caraeterizada por la pre-

sencia de chancros y exudaciones gomosas sobre ramas principales y secundarias ha

sido observada en la Comunidad Valenciana y la provincia de Huelva. Esta enfermedad

afecta principalmente a la zona de la variedad causando la muerte del árbol cuando las

lesiones rodean completamente el tronco o las ramas impidiendo el flujo de savia. P{r^^-
tophthoru citrophrhorn se aisló consistentemente de los tejidos afectedos siendo identi-

ficada sobre la base de sus características culturales, morfológicas, tisiológicas y mole-

culares. Cincuenta y dos aislados representativos de diversas zonas geogr5ticas y dife-

rentes cultivares se inocularon sobre frutos de naranja cv. Vulencia Late para seleccionar

los más virulentos. Las cepas seleccionadas se inocularon mediante herida en plantas de

dos años de edad de los cultivares Clemenules, Nour, Hcrnandina, Nova, Fortune y

naranjo dulce cv. Navelina, injertados sobre citrange Carrizo. EI experimento se realizó

en invernadero y las evaluaciones se hicieron 60, 90 y 120 días después de la inocula-

ción. Se encontraron diferencias estadísticas significativas en cuunto a susceptibilidad de

cultivares frente a la infección y también de agresividad entre los aislados ensayados.

L. A. ALVAREZ, A. VICEN'T, D. GARCÍA-RELI_.4N, P. MARTÍtiti7_-CULt:BRAS, J. ARMIiNGOL, P.

ABAD-CAMPOS, J. GARCÍA-JIMÉ.NEZ. IOStÍ[U[O AgrofOretital MCdÍtelT1ne0, UniVerSÍdad
Politécnica de Valencia, Camino de Vern s/n, 46022 Valencia. E-mail:
luialber@eaf.upv.es
E. DE LA RocA, J. BASCóN. Laboratorio de Sanidad Vegetal de Huelva, Ctra. EI Portil -
Rompido s/n, 21459, Cartaya-Huelva.
A. ALFARO-LASSALA. SerVÍCÍO de SanÍdad Vegetal de Silla - Generalitat Valenciana. Ctra.

Alicante -Valencia km 276,5. Apartado 125, Silla - Valencia.

Palabras clave: Susceptibilidad varietal, gomosis, chancros.

INTRODUCCIÓN

Desde 2002 se ha tenido constancia de
una severa afección de árboles cítricos carac-
terizada por la formación de chancros exten-
sos con exudaciones de goma sobre ramas y
troncos de la variedad, ocasionando frecuen-
temente la muerte del árbol. Este síndrome
se observó inicialmente en la provincia de
Huelva afectando diversos cultivares de cítri-
cos, principalmente del grupo de las manda-
rinas tales como Clemenules y Nour, htbri-

dos como Nova y Fortune, y naranjas como
Salustiana y Navelina. Posteriormente, esta
enfermedad se ha observado en la Comuni-
dad Valenciana afectando originalmente el
cultivar Hernandina y, recientemente, en
Clemenules, Marisol, Clemenpons, Fortune
y Navelina.

Estudios preliminares de este nuevo sín-
drome mostraron que los síntomas observa-
dos están ligados a ataques de Phytopht/TOru
sp. (VICENT et al., 2004). Enfermedades oca-
sionadas por Ph^•tophthoru en cítricos han
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sido citadas desde hace mucho tiempo en
España. Aunque el agente causal aparente-
mente no fue correctamente identificado en
un principio, se considera que la epidemia de
pudrición de raíces y del cuello de árboles
cítricos a finales del siglo XIX en las Islas
Baleares y Castellón (Bou, 1879; Ru^^á,N,
1896) fue ocasionada por Phytophthora.
FAwce^rr (1932) identificó a P. citrophthora
como el agente causal del "aguado de los
frutos" (T^seT, 1977, ERwitv y R^aeiao,
1996). TuseT (1983) hace referencia a la
amplia distribución de P. parasitica y P.
citrophthora en todas las plantaciones eitrí-
colas del país como los agentes causales de
la "gomosis" y"podredumbre del cuello de
la raíz".

A pesar de todas estas referencias, no se
tiene conocimiento de citas sobre afecciones
en cítricos con esta sintomatología encontrada
recientemente en España. Por tal motivo, el
presente estudio tuvo como objetivos identifi-
car el agente causal, determinar la susceptibi-
lidad de diversos cultivares de cíMcos frente a
dicho agente y caracterizar la patogenicidad
de aislados representativos del patógeno.

MATERIALES Y MÉTODOS

Caracterización del síndrome
Se visitaron parcelas afectadas en diver-

sas localidades de la Comunidad Valenciana
y provincia de Huelva, correspondiente a
diferentes variedades y edades de plantas.
Paralelamente, en el laboratorio se recibie-
ron muestras de plantas afectadas, anotándo-
se en todos los casos la sintomatología
observada.

Aislamiento y conservación de aislados
Las muestras analizadas procedían del

cultivar Hernandina de las provincias de
Castellón y Valencia en la Comunidad Valen-
ciana, y de los cultivares Fortune, Clemenu-
les, Nour y Nova de la provincia de Huelva
en Andalucía.

A partir de chancros de ramas y troncos
de árboles afectados en campo, se extrajeron
secciones de corteza conteniendo tejido sano

y afectado. En laboratorio, se seleccionaron
fragmentos de tejidos, se lavaron con agua
del grifo y, posteriormente, se desinfectaron
superticialmente con etanol. Pequeños seg-
mentos del frente de avance de las lesiones
se sembraron en el medio selectivo para
oomicetos PARPH, compuesto por medio
CMA (Agar harina de maíz) como medio
base con l0 µg mL-^ de pimaricina, 200 µg
mL-^ de ampicilina, 10 µg mL-^ de rifampi-
cina, 25 µg mL-^ de pentachloronitrobenze-
no (PCNB), ]0 µg mL-^ de benomilo, y 50
µg mL-^ de himexazol (Jeffers y Martin,
1986). Las placas se incubaron en estufa a 24
°C en oscuridad durante 5 días. De las colo-
nias desarrolladas en este medio se extraje-
ron puntas de crecimiento hifal, las cuales se
transfirieron a medio de cultivo PDA (Patata
Dextrosa Agar).

Para la conservación de aislados, alrede-
dor de ] 0 a 12 discos de agar de 8 mm de
diámetro de cada cepa se adicionaron a via-
les de vidrio conteniendo 15 ml de solución
de extracto de suelo estéril, y conservados a
7y20°C.

Caracterización fenotípica de los
aislados
Se utilizaron un total de 52 aislados (Cua-

dro I) que fueron caracterizados morfológi-
ca, cultural y tisiológicamente. El estudio de
la morfología de las estructuras asexuales de
cada cepa incluyó la observación de espo-
rangios y clamidosporas producidos en dis-
cos de agar colonizado en solución de
extracto de suelo estéril. Para la observación
de caracteres sexuales se indujo la produc-
ción de gametangios apareando las cepas a
identificar mediante la técnica de los cultivos
duales con los aislados de referencia CBS-
308.62 y CBS-307.62 pertenecientes respec-
tivamente a los grupos de apareamiento A ^ y
Az de P. cryptogea Pethybridge et Lafferty.
Las placas se incubaron en oscuridad a 24 "C
y se realizaron observaciones a los 15, 30 y
45 días después de las siembras para com-
probar la formación de oosporas. EI aparea-
miento de A^ y Az de P. cryptogea se inclu-
yó como control.
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Para el estudio de las características fisio-
lógicas, las cepas se sembraron en placas con
medio de cultivo PDA en grupos de tres
repeticiones por aislado y se evaluó su creci-
miento a temperaturas de 5°C, 24 °C y 35
°C. EI patrón cultural de la colonia y la tasa
de crecimiento de cada aislado se determinó
tras siete días de crecimiento en medio PDA
a 24 °C en oscuridad.

Caracterización molecular de los
aislados
La extracción del DNA de los cultivos se

realizó a partir del micelio recogido de una
placa Petri, y se Ilevó a cabo con el "kit" de
extracción EZNA (Omega Bio-tek) siguiendo
las instrucciones sugeridas por el proveedor.
Para amplificar por PCR el DNA ribosómico
de las cepas de Phy^tophthoru se utilizaron los

Cuadro 2. Patogenicidad de aislados de P. citrophthora de diversos orígenes geográficos en frutos de naranja cv.
Valencia Late.

Aislado LD t LSD Localidad Provincia

Phy 031 0,2 a Y Gibraleón Huelva

Phy 032 0,2 a Gibraleón Huelva

Phy 013 0,3 a -L Huelva

Phy 057 0,4 a Ribaroja Valencia

Phy 003 0,4 a Onda Castellón

Phy 004 0,4 a Onda Castellón

Phy 065 0,5 a - Huelva

Phy (>08 0,5 a - Huelva

Phy 040 0,6 ab Zalamea Huelva

Phy 064 0,8 abc Nerva Huelvu

Phy 056 0,8 abc Ribaroja Valencia

Phy 049 I abcd Villareal Castellón

Phy 017 I abcd Zalamea Huelva

Phy 059 I abcd - Huelva

Phy 001 I abcd Onda Cas[el lón

Phy O55 1,4 bcdef Butriana Castellón

Phy 044 I ,6 bcdef Alquerias Castellón

Phy 054 1,8 cdefg Burriana Castellón

Phy 026 2 efgh Nerva Huelva

Phy 020 2,2 efghi Zalamea Huelva

Phy 058 2,2 efghi Ribaroja Valencia

Phy 009 2,2 efghi - Huelva

Phy 030 2,2 efghi Gibraleón Huelva

Phy 027 2,4 fghi Zalamea Huelva

Phy 005 2,6 ghi Onda Castellón

Phy 033 ^,8 hi EI Campillo Huelvu

Phy 053 2,8 hi Bmriana Castellón
Phy 051 3 Alyuerias Castellón

X LD Índice de daño en una escala de 0(sin síntomas) a 5(76-100 %r de fruto superficie del fruto afectado).
Y En Ía misma columna, números seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes según la prueba de sig-

nificación LSD (P<0,05).
L -No existcn datos.
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Figura I. Amarilleo de nervaduras en hojas.

oligonucleótidos its5 e its4 (WxtTE et a1.,
1990). Estos cebadores amplifican una región
(5.85-ITS) del DNA ribosómico que contiene
los espaciadores internos ITS 1 e ITS2 y el
gen que codifica el RNA ribosómico 5.8S.
Las reacciones de PCR se Ilevaron a cabo en
un termociclador (Eppendorf Mastercycler
personal) consistiendo en 35 ciclos de I min
a 95°C, 1 min a 55 °C y 1 min a 72 °C. En
cada reacción se utilizó una unidad de enzi-
ma (Netzyme, N.E.E.D. S.L), dNTPs a una
concentración de ]00 µM y los oligonucleó-
tidos a una concentración de 0,2 µM, todo
ello en el tampón de reacción suministrado
por el proveedor.

La purificación de los fragmentos ampli-
ficados por PCR se realizó con el "kit" "high
pure PCR product purification" de Roche,
siguiendo las instrucciones sugeridas por el
proveedor. Los fragmentos purificados se
secuenciaron directamente, utilizando los
cebadores its5 e its4 y el "kit" ABI PRISM TM,
que u[iliza terminadores marcados y como
enzima se utilizó la Amplitaq DNA polime-
rasa de Perkin Elmer. El trabajo se realizó
con el secuenciador automático ABI 373
DNA sequencer.

Ensayos de patogenicidad

a. Inoculación de frutos
Se realizó un ensayo preliminar para

determinar la patogenicidad y agresividad de

los aislados de Phytophthora sobre frutos.
Se seleccionaron 28 aislados representativos
en función de sus zonas de procedencia y
cultivar de aislamiento (Cuadro 2).

Se inocularon cinco frutos maduros de
naranja cultivar Valencia Late por cada cepa
seleccionada. Para ello, se colocaron dos
discos de micelio del mismo aislado sobre
cada fruto previamente desinfestado con
etanol. Uno de los discos se colocó directa-
mente sobre el fruto y el segundo sobre una
herida de aproximadamente 3 mm de longi-
tud y 2 mm de profundidad realizada con
bisturí. Se realizaron cinco repeticiones
(frutos) para cada aislado y los frutos se
incubaron en cámaras húmedas con un foto-
periodo de 12 horas de luz a 25 °C durante 7
días. Para la evaluación de los resultados de
las inoculaciones se diseñó una escala basa-
da en el porcentaje del fruto afectado por el
patógeno con respecto al área total del
mismo: 0= Sin síntomas; 1= 1-5%; 2= 6-
25%; 3= 26-50%; 4= 51-75% y 5= 76-
100%.

Figura 2. Oscurecimiento de la corteza y exudación de
gomas.
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b. Inoeulación de plantones
Este ensayo tuvo como objetivos evaluar la

susceptibilidad de diversos cultivares de cítri-
cos frente al patógeno así como determinar la
agresividad de los aislados seleccionados
mediante inoculaciones artificiales a diversos
cultivares de cítricos. Para esta prueba se eli-
gieron ocho de los aislados que resultaron
más virulentos en el ensayo anterior.

Como hospedantes se utilizaron planto-
nes de cítricos de dos años de edad de los
cultivares Hernandina, Fortune, Clemenu-
les, Nour, Nova y Navelina injertados sobre
citrange Carrizo. Las plantas se mantuvie-
ron en invernadero a una temperatura entre
26 t 2°C y la humedad relativa alrededor
del 90% durante todo el ensayo. El experi-
mento se realizó mediante un diseño com-
pletamente aleatorizado con 54 tratamientos
(8 aislados + 1 testigo x 6 cultivares de cítri-
cos) y 5 repeticiones (plantones) por trata-
miento.

Para la inoculación, se emplearon culti-
vos de cinco días de crecimiento de cada
aislado en medio PDA. A partir de la zona
del avance de la colonia, se extrajeron dis-
cos de agar de 5 mm de diámetro mediante
un sacabocados. Mediante el uso de un
injertador, se realizaron heridas longitudina-
les de aproximadamente 15 x 10 mm en la
zona de la variedad de cada planta con la
finalidad de separar la corteza de la madera
pero manteniéndola unida por uno de los
lados. Una vez realizada la herida, se levan-
tó la corteza y se introdujo en el interior un
disco de agar con micelio de cada aislado.
La herida se selló con parafilm y el conjun-
to se cubrió con papel de aluminio para evi-
tar la desecación del inóculo. Los controles
fueron inoculados utilizando discos de PDA
estéril.

A las 8, 12 y 16 semanas después de la
inoculación se midió la longitud de la lesión
desarrollada a partir del punto de inocula-
ción, a este valor se le restó la longitud de la
herida inicial de inoculación. Tras la última
evaluación, se procedió al reaislamiento del
patógeno en laboratorio a partir de una de
las plantas de cada combinación mediante
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siembra de fragmentos del frente de avance
de las lesiones en medio sclectivo PARPH.

Análisis de datos
Se realizó un análisis de la varianza

(ANOVA) de los promedios de índice de
daño en el ensayo de inoculación de frutos y
de los valores de las longitudes de las
lesiones de las tres evaluaciones en el ensayo
de inoculación de plantones. La signifi-
cación del experimento se realizó empleando
el test de la Mínima Diferencia Significativa
de Fisher-LSD (Least Significant Differ-
ence). Los datos fueron procesados utilizan-
do el software estadístico Statgraphics Plus
5.1 (Manugistics. Inc. Rockville - Maryland,
USA).

RESULTADOS

Sintomatología
Las plantas afectadas en campo mostraron

hojas verde-pálidas con un marcado amari-
llamiento en sus nervaduras (Fig. 1). Sobre
la corteza de troncos, ramas principales y
secundarias, se observaron manchas de color
oscuro en las que se originaron heridas o
grietas con exudaciones gomosas (Fig. 2).
Sobre estas lesiones se formaron posterior-
mente chancros a diferentes alturas del árbol
(Fig. 3). EI frente de avance de las lesiones
progresó en sentido ascendente y descenden-
te a partir del punto de infección (Fig. 4), que
en algunos casos, coincidió con la zona de
inserción de las ramas o axilas (Fig. 5), afec-
tando posteriormente las ramas principales y
secundarias (Fig. 6). Estas lesiones no tuvie-
ron conexión con infecciones en la parte
inferior del árbol (Fig. 7).

La enfermedad afectó únicamente a la
zona de la variedad, ya que la destrucción de
tejidos en síntomas avanzados no sobrepasó
la zona límite del punto de unión entre el
patrón y el injerto (Fig. 8). A1 extenderse las
lesiones descritas, se produjo el colapso de
los tejidos floemáticos provocando la muer-
te de ramas (Fig. 9) y finalmente del árbol
(Fig. 10). Los cultivares en los cuales se ha
detectado esta enfermedad, yue en su
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Figura 3. Formación de chancro en rama.
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mayoría son mandarinas del grupo de las
clementinas, son altamente susceptibles a la
infección, este hecho ha sido corroborado
en inoculaciones a ramas con el patógeno
(Fig. 1 1). La importancia de esta enferme-
dad ha llegado al extremo que en algunas
zonas de la provincia de Huelva han sido
eliminadas parcelas enteras afectadas con
este síndrome.

Aislamiento y caracterización de los
aislados
De las lesiones descritas, se aisló consis-

tentemente Phytophthora sp. Todas las cepas
mostraron un patrón de crecimiento tipo
petaloide a 24 °C sobre PDA y carentes de
micelio aéreo. Se apreciaron diferencias
entre las tasas de crecimiento de los aislados
(Cuadro 1). La mayor parte de las cepas
mostraron a los 7 días diámetros de colonia
entre 50 - 70 mm, aunque algunos presenta-
ron tasas de crecimiento menores, de hasta
25,3 mm.

Morfológicamente, los esporangios fue-
ron papilados o semipapilados con una o dos

Figura 4. Progresión de las lesiones en sentido
ascendente y descendente a partir de la zona de

infección.

papilas, no caducos, no proliferantes y con
simpodios de 2 a 3 esporangios frecuente-
mente unidos lateralmente al esporangiófo-
ro. EI tamaño de los esporangios fue de
(34,5-) 40,8 (-94,3) x (19,3-) 29,5 (-58,6)
µm. El ratio Longitud:Anchura (L:A), fue de
(1,2:1-) 1,4:1 (-1,8:1). La forma dominante
de los esporangios fue obpiriforme en un 75
% de los casos, seguida por limoniforme (15
%) y de formas distorsionadas en el ]0 %
restante; estos últimos no se tuvieron en
cuenta para las medias de mediciones de
esporangios. Algunos aislados produjeron
clamidosporas que fueron terminales o inter-
calares y promediaron un diámetro de 29,6
µm. En las pruebas de temperatura todos los
aislados llegaron a crecer a 5°C, pero nin-
guno lo hizo a 35 °C.

El apareamiento de los aislados de este
estudio con las cepas A i y A, de P. cryptogea
no indujo la formación de estructuras sexua-
les en ninguno de los intervalos de evalua-
ción.

Basándose en las características culturales,
morfológicas y fisiológicas estudiadas, todos
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Figura 5. Lesiones en la zona de bifurcación de ramas.

Figura 6. Lesiones en ramas secundarias.

249



?50 L. A. ÁLVAREZ c t a!.

Figura 7. Infección en tronco en la zona de la variedad,
con progresión descendente.

los aislados se identificaron como Phytopht-
hora citrophthora (R. E. & E. H. Smith) Leo-
nian. Los productos de PCR secuenciados
(5.8S-ITS) de los diferentes aislados de Phy-
tnphthora analizados, presentaron una longi-
tud de 850 pb. Mediante el programa BLAST
(National Center for Biotechnology Informa-
tion, USA), se compararon dichas secuencias
con aquellas otras depositadas en las bases de
datos (GenBank). Los resultados confirmaron
la pertenencia de todos los aislados a la espe-
cie P. citrophthora.

Pruebas de patogenicidad

Inoculación de frutos
En frutos inoculados mediante herida, al

final de la incubación no pudo realizarse un
análisis de la agresividad de las cepas debido a
que todas produjeron extensas lesiones en la
zona inoculada sin ninguna diferencia aparen-
te entre los diversos tratamientos. Por tal moti-
vo, sólo se evaluaron las lesiones producidas
en la inoculación sin herida, donde se caracte-
rizó la agresividad de los aislados en función
de su capacidad de producir lesiones en el
fruto. El análisis de datos de este ensayo mos-
tró diferencias estadísticas significativas de
agresividad entre los aislados ensayados de

acuerdo con la prueba de significación LSD
(Cuadro 2). Ocho aislados que no mostraron
entre sí diferencias estadísticas significativas,
cuatro de la Comunidad Valenciana (Phy OS 1,
Phy 053, Phy 005 y Phy 058) y cuatro de la
provincia de Huelva (Phy 033, Phy 027, Phy
030 y Phy 009) se seleccionaron para el ensa-
yo de inoculación de plantones.

Inoculación de plantones
Los resultados de las evaluaciones en

diversos cultivares de cítricos con los aisla-
dos seleccionados de P. citrophthora se
muestran en el Cuadro 3. En este experimen-
to, los ensayos de susceptibilidad de cultiva-
res de cítricos frente al patógeno (Cuadro 4),
indicaron que existen diferencias estadísticas
significativas entre cultivares de acuerdo a la
prueba de significación LSD. En la primera
evaluación (60 días de la inoculación), sólo
se observaron diferencias significativas entre
el cultivar Nova (más susceptible) y Naveli-

Figura 8. Patrón resistente y vaziedad susceptible a P.
crh^ophthora. Nótese la línea de demarcación entre el

tejido resistente (inferior) y el tejido necrosado
susceptible (superior).
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na y Fortune. En la segunda y tercera eva-
luación (90 y 120 días de la inoculación), los
cultivares más susceptibles resultaron ser
Nova y Nour sin diferencias estadísticas sig-
nificativas entre ellos.

En el Cuadro 5, se observan los resultados
del ensayo de agresividad de aislados sobre
cultivares de cítricos. La prueba de significa-
ción LSD mostró diferencias estadísticas
significativas entre aislados, siendo Phy O51
de Alquerías (Castellón), y Phy 033 de El
Campillo (Huelva) los que mostraron mayo-
res promedios de longitud de lesión en todas
las evaluaciones.

DISCUSIÓN

EI presente estudio describe un síndrome
inusual caracterizado por la presencia de
chancros y exudaciones gomosas afectando
ramas principales y secundarias de árboles
cítricos. Los resultados obtenidos demues-
tran que P. citrophthora es el agente causal
de la enfermedad debido a que este patógeno
se aisló de todas las lesiones ligadas a la
enfermedad y por los resultados de los ensa-
yos de patogenicidad.

Diversas enfermedades ocasionadas por

Phytophthora spp. tales como "podredumbre

del pie", "podredumbre fibrosa de la raíz",
"gomosis", "damping ofP' y "aguado en fru-

tos" han sido descritas en cítricos a nivel
mundial (TIMMER et al., 1993; ERWIN y

RieE^RO, 1996; TusET, 2000). Sin embargo,

existen escasas citas de afecciones a la parte

aérea de árboles cítricos. FAwcE^r-r (1936)
mencionó la presencia de P. citrophthora

atacando todas las partes del árbol desde las
raíces hasta las ramas secundarias en pome-

los en la provincia del Western Cape en

Sudáfrica. Este autor hace referencia a un

caso similar en Egipto, donde las lesiones en
árboles afectados empezaron a la altura de

las raíces progresando hasta las ramas secun-

darlaS. CiRAHAM y ÑIENGE (1999^ menClonan

que grandes chancros pueden formarse en
las ramas de los árboles, provocando su

muerte al estrangularlas. Este fenómeno se

produce en especies susceptibles de cítricos
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Cuadro 4. Ensayo de inoculación en plantones de cítricos: Prueba de susceptibilidad de cultivares en función del
promedio de longitud de lesión.

Longitud de lesión (cm)

Cultivar la evaluación
(60 días después de

la inoculación)

2^ evaluación
(90 días después de

la inoculación)

3^ evaluación
(12(l días después de

la inoculacicín)

Navelina 0,89Y az ] .64 a 3,40 a

Fortune 0,94 a 1,72 a 3,49 a

Clemenules 1,29 ab 1,98 a 3,71 a

Hernandina 1,38 ab 2,03 a 3,81 a

Nour I ,54 ab 2.84 b 5,36 b

Nova 2,67 b 3,02 b 5,56 b

Y Cada duto es media de 40 repeticiones.
L En la misma columna, números seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes según la prueba de sig-

nificación LSD (P<0.05).

Cuadro 5. Ensayo de inoculación de plantones de cítricos: Prueba de agresividad de aislados de P. citrophthora
en función del promedio de longitud de lesión en cm.

Evaluaciones

Aislado l" evaluación
(60 días después de

la inoculación)

2" evaluación
(90 días después de

la inoculación)

3° evaluación
(120 días después de

la inoculación)

Testigo (l.O I Y az 0.01 a 0,01 a

Phy 058 0,91 ab 1,84 b 3,64 b

Phy 053 0,93 ab 1,84 6 3,68 b

Phy 030 I.OS ab 2,2 bc 3,87 bc

Phy 005 I ,82 abc 2,26 bc 3,89 bc

Phy 0(19 I ,85 abc 2 ^3 bc 4,33 bcd

Phy 027 2,35 bc 2,56 bc 4,46 bcd

Phy 033 2,75 bc 2,8 c 4,67 cd

Phv O51 4.00 c 4,00 d 5.23 d

>^ Cada dato es media de S repeticiones.
L En la misma columna, números seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes según la prueba de sig-

nificación LSD (P<0.05).

como limones cuando las condiciones de llu-
vias son elevadas.

No obstante, las afecciones observadas para
este síndrome en campo difieren de los sínto-
mas citados anteriormente debido a que las
lesiones en ramas aparentemente no están
conectadas con infecciones en la parte inferior
del árbol. Esto sugiere un mecanismo de infec-
ción diferente a los típicamente observados o
descritos para Phytophthora spp. en cítricos.

Las cepas aisladas en este estudio reúnen
las características morfológicas, fisiológicas,

culturales y moleculares descritas para P.

citrophthora. Dentro de las características

morfológicas, los esporangios de este hongo

han sido catalogados como caducos (STAMPs

et ul., 1990) y como no caducos (KELLAM y

ZENTMYER, 19ó6; ERWIN y RIBEIRO, 199f)).

Todos los aislados de este estudio presenta-

ron esporangios no caducos. STAMPS et ul.,

(1990) y ERww y RIBEIRO, (1996), contem-

plan ratios longitud:anchura (L:A) menores

de 1,6:1 para los esporangios de P. citropht-

hora, sin embargo, KELLAM y ZENTMYER,
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Figura 9. Muerte de ramas por el colapso de los tejidos floemáticos.

?57

Figura 10. Muerte del árbol.
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(1986) citan ratios de 1,6:1 o mayores para
esta especie. Los ratios (L:A) de los esporan-
gios de los aislados de este estudio variaron
entre 1,2:1 y 1,8:1, siendo la media de 1,4:1
y observándose además formas distorsiona-
das que llegaban a ratios L:A de hasta 3,5:1.

En la descripción inicial de la especie por

Smith y Smith (1906), la formación de cla-

midosporas no fue incluida; sin embargo,

KELLAM y ZENTMYER (1986) la citaron en

aislados de P. citrophthora procedentes de

cacao en Brasil. En este estudio, se ha obser-

vado que alrededor del 52% de los aislados

estudiados presentaron clamidosporas.

La sexualidad de P. citrophthora, no está

bien definida; algunos investigadores han

caracterizado la especie como estéril (STAMPs

et al., 1990), mientras que otros la han descri-

to como heterotálica con anteridios anfígenos

(1ZIBEIRO, 19^8; LIYANAGE y VVHEELER, 1989).

En el presente estudio, ninguno de los aisla-

dos fue capaz de inducir la formación de oos-

poras cuando fue emparejado con los grupos

de apareamiento de la especie heterotálica

relacionada, P. cryptogea.

Las temperaturas cardinales fueron de
gran ayuda para la identificación de especies
de Phytophthora. ERwIN y R ŭ BEIRO (1996),
señalan que la temperatura mínima para el
crecimiento de P. citrophthora es menor de 5
°C, y la máxima de 32 a 33 °C. En este estu-
dio, no se obtuvo crecimiento a 35 °C de nin-
guno de los aislados identificados como P.
citrophthora. Estos resultados sugieren que
la incapacidad de los aislados de esta especie
de crecer a 35 °C puede ser un criterio útil
para la caracterización de los mismos y sepa-
rarlos de otras especies patógenas de cítricos
como P. parasitica.

Las características morfológicas, cultura-
les y fisiológicas de los aislados estudiados
concuerdan con la descripción de P.
citrophthora. No obstante, las diferencias
observadas en el ratio de crecimiento diario
entre aislados de esta especie, así como las
diferencias en sus características asexuales
como son la presencia o ausencia de clami-
dosporas, en el ratio L:A de los esporangios,
y]a diferencia de agresividad entre cepas,

Figura 1 1. Lesiones en ]as ramas de cul[ivares
susceptibles 30 días después de la inoculación.

son evidencias de la existencia de variabili-
dad, sugiriendo una variación a nivel intra-

específico de la población estudiada. Estos

resultados concuerdan con estudios previos
sobre otras especies de Phytophthora que

señalan la variabilidad poblacional de este

patógeno (LIN^E et al., 1997; ROBIN et al.,

1998; HiiBERLI et al., 2001; CoHEN et al.,

2003; VERNIÉRE et al., 2004; EIKEMO et al.,

2004).
En los experimentos de inoculación en

cultivares de cítricos ]levados a cabo en este
estudio, todos los aislados utilizados fueron
patogénicos; no obstante, se observaron
diferencias estadísticas significativas de
agresividad entre ellos. Asimismo, todos los
cultivares comerciales ensayados fueron en
mayor o menor medida susceptibles a la
enfermedad. Este resultado corrobora las
afirmaciones de GRAHAM y MENGE (1999)
quienes afirman que todos los cultivares son
susceptibles o muy susceptibles a la infec-
ción por Phytophthora. Estos resultados
reflejan un comportamiento similar entre la
severidad de afección de los cultivares en
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invernadero y el observado en campo, en
donde aparentemente las mandarinas y sus
híbridos son más afectadas que las naranjas.

P. citrophthora se citó por primera vez en
España en 1932 por FAwce^t-r (ERwitv y
R^Betrto, 1996). En las últimas décadas ha
sido la principal especie asociada al "aguado
de frutos", "gomosis" y "podredumbre del
cuello de la raíz" (TuseT, 1977; TuseT, 1983;
TusET et al. 1990). Los trabajos de Boccns
y LAVi^^E (1978), R^cct et al., (1990) y
CoHetv et al. (2003) en Córcega - Francia,
corroboran la importancia de esta especie en
las afecciones de cítricos en la cuenca Medi-
terránea en donde es la especie dominante.

La importancia de P. citrophthora en
zonas con climas mediterráneos (primaveras
lluviosas y veranos secos), se debe a que su
desarrollo es favorecido por temperaturas
suaves ( alrededor de 15 a 24 °C) y alta plu-
viometría (ERw^rv v R^Betao, 1996). Estas
condiciones se producen en España en pri-
mavera y otoño donde esta especie se puede
aislar fácilmente (TusET, 1983). En campo,
dada la alta susceptibilidad a la infección por
algunos cultivares y debido a que las condi-
ciones medioambientales son propicias para
su desarrollo, las infecciones en ramas y
troncos de árboles cítricos es muy rápida.
Fotvs ( 2005), en inoculaciones con P.
citrophthora a árboles del cultivar Hernandi-
na, encontró lesiones de alrededor de 18 cm
de longitud en un lapso de 30 días en la esta-
ción primaveral, ocasionando la muerte de
las ramas inoculadas. Esto indica que bajo
condiciones medioambientales favorables
para el patógeno, el desarrollo de las lesiones
es muy rápido, ocasionando en periodos
relativamente cortos la muerte de ramas e
incluso árboles enteros.

Hernandina es el cultivar en el cual se ha
observado con mayor incidencia y severidad
la enfermedad a nivel de campo en la Comu-
nidad Valenciana. Este cultivar en las prue-
bas de patogenicidad presentó promedios de
lesión inferiores que otros cultivares. Este
hecho podría explicarse debido a que, a nivel
experimental, se alojó directamente al pató-
geno en el interior de la corteza, obviando

los pasos de reconocimiento y penetración
en el hospedante, etapas claves en el proceso
de infección.

La re-emergencia de este patógeno en los
cítricos españoles y que ditieren de las típicas
enfermedades observadas anteriormente pue-
den ser consecuencia de diversos factores.
Dentro de éstos, un cambio en la población
pre-existente del patógeno pudo acontecer
como consecuencia de las variaciones en las
prácticas culturales, a la introducción de nue-
vos patrones o cultivares de cítricos, a una
adaptación de la población de P. citrophthnra
a nuevos mecanismos de diseminación, a
cambios climáticos que han favorecido la
diseminación a nivel epidémico de la enfer-
medad o a la intluencia de todos estos facto-
res en conjunto. Otras posibilidades pueden
ser la introducción de nuevas poblaciones
dando origen a cruces intraespecíficos
(CoHEN et al., 2003), o interespecíficos
(CooK er al., 2003; APPiAA er ul., 2003).

Dentro de los mecanismos de disemina-
ción, es probable que el impacto de las
gotas de Iluvia sobre el suelo pueda trans-
portar propágulos del patógeno hacia la
parte superior de árbol como las ramas y
que éstas puedan ser infectadas directamen-
te. Mediante este mismo mecanismo, otra
posibilidad es que al producirse la infección
de frutos o"aguado", éste sirva como una
fuente terciaria de inóculo de Phytnphthora
sobre la copa, y que las infecciones de las
ramas sean una consecuencia de esta infec-
ción. Esta hipótesis viene apoyada por la
capacidad de P. citrophthora de producir
abundantes esporangios sobre la superficie
del fruto, y que éstos puedan ser disemina-
dos a frutos más altos en el árbol por el
impacto de las lluvias (GRAHAM et ul.,
1998). No obstante, no se han observado
fuertes ataques de "aguado" en frutos de
parcelas afectadas, lo que podría indicar
que es otro el mecanismo de infección de
ramas por P. citrophthora.

El viento y el impacto de las Iluvias pue-
den dispersar esporangios siempre que éstos
sean caducos, sin embargo, P. citrophthora
produce esporangios no caducos. Otros
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mecanismos de diseminación de la enferme-

dad desde el suelo hacia las partes aéreas de
la planta incluyen el transporte de propágu-

los mediante hormigas, roedores y caracoles
(EL-HAMALAWI y MENGE, 199G; KONAM y
GuesT, 2004).

Cambios poblaciones en especies de Phy-
tophthora han sido documentados en
muchos patosistemas (L1NDE et al., 1997;
H^BERLI et al., 2001; APPIAH et al., 2003;
EIKEMO et al., 2004). CoHEN et al. (2003),
encontraron que existen cuatro poblaciones
de P. citrophthora en cítricos en Córcega
(Francia), siendo el grupo 1(G 1) la pobla-
ción mayoritaria en esta zona citrícola y más
virulenta sobre patrones que sobre cultivares
y caracterizado por ser cepas sexualmente
estériles. Asimismo, cepas del G2, caracteri-
zadas por ser heterotálicas mayormente del
grupo de apareamiento A2, fueron más viru-
lentas sobre variedades que sobre patrones.
Los grupos G3 y G4 fueron grupos minorita-
rios dentro de la población y semejantes al
G 1 molecularmente.

Un factor cultural que puede haber influi-
do en la presencia de la enfermedad podría
ser el desarrollo de nuevos sistemas de irri-
gación. Durante los últimos 5 años, las zonas
citrícolas del país se han implementado con
nuevos sistemas de irrigación. Cerca del 95
% de los campos muestreados en este ensa-
yo usaban el sistema de riego por goteo. El
incremento de la humedad del suelo por sis-
temas de irrigación durante periodos normal-
mente secos de julio a septiembre, podría
favorecer la supervivencia y dispersión del
patógeno. Este hecho ha sido observado

anteriormente en enfermedades ocasionadas
por Phytophthora en otros cultivos (BRAStER
et al., 1993; REILLY et al., 1998). La trans-
misión de inóculo por equipo de poda y heri-
das sobre árboles ha sido demostrada en

otras especies de Phytophthora. El "chancro
del cacao" causado por P. pahnivora fue
fácilmente transmitido por el equipo de poda
(ZAIGER y ZENTMEYER, 1965).

Hasta el momento, no se conoce cual es el
factor o factores ligados a la aparición y desa-
rrollo de este nuevo síndrome en España.
Aunque se observó inicialmente a finales de
2002, su amplia distribución geográfica
sugiere que la enfermedad ha estado presente
anteriormente o que posiblemente el patóge-
no se ha diseminado a estas áreas por el mate-
rial vegetal tales como plantones infectados
en viveros. La falta de citas adicionales
publicadas puede ser una consecuencia de
que la enfermedad inicialmente no ha sido
grave, o que ha estado presente y no diagnos-
ticada satisfactoriamente. Este síndrome
puede estar causando actualmente daños más
graves de lo que se conoce, debiendo poner-
se más énfasis sobre la naturaleza potencial-
mente destructiva de la misma.
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ABSTRACT

ALVAREZ L. A. , A. VICENT, D. GARCÍA-RELLÁN, P. MARTÍNEZ-CULEBRAS, E. DE LA

ROCA, J. BASCÓN, J. ARMENGOL, P. ABAD-CAMPOS, A. ALFARO-LASSALA, J. GARCÍA-

JiMéNEZ. 2006. Death of citrus trees caused by attacks of Phytophthora citrophthora
on main branches. Bnl. San. t/eg. Plagas, 32: 241-258.

In the last years, an unusual disease characterized by the formation of cankers and
exudation of gums on branches and trunks of citrus trees has been observed in the Comu-
nidad Valenciana and the Huelva province. This disease affects mainly the scion causing
the death of the tree when the lesions girdle completely the branches or the trunk. Phy-
tophthora citrophthora was consistently isolated from affected tissues and was identified
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on the basis of cultural, morphological, physiological and molecular characteristics.
Fifty-two representative isolates of diverse geographical origins and varieties were inoc-
ulated on orange fruits cv. Valencia Late to select the most virulents. The ísolates select-
ed were inoculated in two year old plants of the cultivars Clemenules, Nour, Hemandi-
na, Nova, Fortune and sweet orange cv. Navelina, grafted on Carrizo citrange. The exper-
iment was carried out in a greenhouse and the development of the lesions was evaluated
60, 90 and 120 days after the inoculation. There were statistically significant differences
between cultivars affected and virulence hetween isolates tested.

Key words: Varietal susceptibility, gums, cankers.
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TERAPÉ UTICA

Eficacia de cebos atrayentes y trampas en el control de
Ips acuminatus (Coleoptera: Scolytidae)

G. PÉREZ, .T. M.SIERRA

Se han empleado dos tipos de trampa y un cebo feromonal comercial para comparar
su efectividad frente al método tradicional de los árboles cebo en el control de las pobla-
ciones de Ips acuminatus Gyllenhal mediante la captura masiva del escolítido. Las tram-
pas utilizadas fueron la canadiense de "Embudo Múltiple" (Multiple funnel) y la alema-
na de "Ranur•a" (Theysóhn), consistiendo el cebo feromonal en una combinación de
ipsenol,ipsdienol y cis-verbenol. Los puntos cebo se constituyeron mediante 8-II tro-
zas de pino de 1.5 metros y I 5-25 cm de diámetro.

Los tratamientos se dispusieron en los vértices de un triángulo equilátero de 1S0
metros de lado, repitiéndose en seis bloques diferentes separados al menos 1 kilómetro
entre sí. Los ensayos se desarrollaron en una masa de Pinus s^^lvestris L. en Navafría
(Segovia) desde mediados de mayo hasta principios de octubre de 2.004. Las trampas se
revisaron semanalmente, y tanto los puntos cebo como las feromonas se renovaron cada
seis semanas.

Se discute la eficacia de los tratamientos ensayados en la captura de lps ncuminan^a
Gyllenhal, asf como el efecto negativo de la atracción cairomonal de las feromonas sobre
diversos depredadores (Cleridae, Trogossitidae).

G. Péaez. Cen[ro de Sanidad Forestal de Calabazanos. Consejería de Medio Ambiente.
Junta de Cas[illa y León. Polígono de Villamuriel. 34190 Villamuriel de Cerrato. Palen-
cia. censanfor@jcyl.es
J. M. Stettaa. Dirección de Programas de Formación e Investigación. Consejería de
Medio Ambiente. Junta de Castilla y León. C/Rigoberto Cortejoso, 14. 47014 Vxllado-
lid. sievigjo@jcyl.es

Palabras clave: escolítidos, feromonas, cairomonas, Pinus svh^estris

INTRODUCCIÓN

El manejo integrado de /ps acuminatus y
de otros escolítidos semiagresivos supone
tanto el aumento del vigor de los árboles
como la reducción de la propia población,
aspecto que puede lograrse mediante la
supresión de las condiciones que favorecen
la multiplicación de estos insectos ó median-
te su captura masiva.

Tradicionalmente ha venido utilizándose
la atracción dirigida de las poblaciones
remanentes hacia puntos cebo, método efi-

caz contra los escolítidos pero con importan-
tes limitaciones que condicionan su empleo,
por lo que se hace necesario comparar su uti-
lidad y eficacia frente a la captura en trampas
cebadas con compuestos semioquímicos. Un
estudio de este tipo ya se ha realizado en
nuestro país con /ps sexdentatus (SIERRA y
MARTÍN, 2004), cuya captura en trampas
cebadas con a-pineno, Ipsdienol y 2-metil-
3-buten-2-ol resultó más eficiente que el
método de los árboles cebo y comienza a
sustituirle ventajosamente en el manejo de
focos del escolítido. Los buenos resultados
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obtenidos con esta especie sugieren la con-
veniencia de estudiar la aplicación de estos
métodos en otros escolítidos semiagresivos
como Ips acuminatus, barrenillo asociado
específicamente al pino silvestre.

La extracción de individuos machos y

hembras (captura masiva) reyuiere el

empleo de cebos que actúen de señal agre-

gativa. En el caso de Ips acuminatus se han

identificado (-)Ipsenol, (+)Ipsdienol y (S)

cis-verbenol como los principales compo-

nentes feromonales (KoHN[.E et al., 1988,

V[TÉ et al., 1972). Además, la captura masi-

va con compuestos semioquímicos requiere

el desarrollo de trampas eficientes, y aunque

se han empleado diferentes tipos (FuRN[ss,

1977; BAKKE et al., 1983; LINDGREN, 1983;

Ross y DATERMAN, 1998), sólo algunas de

ellas se han comercializado con fines prácti-

cos. Las más ampliamente empleadas son la

trampa de Embudo Múltiple en Norte Amé-

rica y la trampa de Ranura en Europa, con

resultados contradictorios en cuanto a su etŭ -

cacia comparada (Ross y DATERMAN, 1998;

SIERRA y MARTÍN, 2004; PÉREZ et al., 2005).

Un hecho que debe considerarse además

es el impacto de la captura masiva con tram-

pas de feromona sobre las poblaciones de

depredadores de escolítidos debido a la res-

puesta cairomonal de estos enemigos (Ross

y DATERMAN, 1998), especialmente en el

caso de los coleópteros Thanasimus f^^rmica-

rius (Cleridae) y Temnochila coerulea (Tro-

gossitidae). La importancia de estos enemi-
gos en la regulación de las poblaciones de

escolítidos ha sido mostrada para Thanasi-

mus dubius en América del Norte (ERGB ŭ t.-
GIN y RAFFA, 2002; REEVE, 1997; TURCHIN et

al., 1999; REEVE y TURCHIN, 2002; WESLIEN,

1994), o para Thanasimus forrnicarius en

EUfopa (SCHROEDER, 1999).

En este trabajo se pretendió: comparar la
eticacia de dos tipos de trampa, Ranura y
Embudo Múltiple, cebadas con feromona,
frente a los tradicionales puntos cebo en la
captura masiva de Ips acuminatus, así como
evaluar el efecto de captura de estas trampas
sobre los principales depredadores de este
escolítido.

MATERIAL Y MÉTODOS

Los experimentos se desarrollaron en el
monte UP-198 de Navafría (Segovia), una
masa de Pinus svlve.ctris de más de 50 años
de edad localizada en el Sistema Central a
más de 1300 m de altitud. La permanencia
cercana de material colonizable tras cortas
en masas particulares, y la aparición de
daños por viento y nieve, habían incrementa-
do notablemente las poblaciones de /ps acu-
n^^inatus en los últimos años, apareciendo
numerosos corros de árboles secos. Los tra-
bajos se desarrollaron desde principios de
mayo hasta mediados de octubre de 2004
(excepto la semana del 22 de septiembre, de
la que no se pudieron obtener resultados).

Se compararon tres tratamientos en un
diseño de bloques al azar con seis repeticio-
nes. Los bloques estuvieron compuestos por
una trampa de Embudo Múltiple (L[NDGREN,
1983; Phero Tech Inc., Canadá) de 16 embu-
dos, una trampa de Ranura (Theysohn, Ale-
mania), y un punto cebo tradicional formado
por un número de entre 8 y 11 trozas de
Pinus sylvestris recién apeadas de unos l5-
25 cm de grosor y 1.5 m de longitud (figuras
1, 2 y 3 respectivamente). Los bloques estu-
vieron distanciados aproximadamente 1 km
a lo largo del monte, próximos a los focos de
plaga registrados los años anteriores. Dentro
de cada bloque, los tratamientos se dispusie-
ron según los vértices de un triángulo equilá-
tero de unos 150 metros de lado.

Tanto las trampas como los puntos cebo
se localizaron en zonas lo más abiertas posi-
ble pero evitando su continua insolación. Se
empleó un cebo feromonal elaborado para la
captura masiva de Ips acuminatus compues-
to por Ipsenol, Ipsdienol, y cis-verbenol. Las
revisiones de las trampas se realizaron sema-
nalmente, y tanto las feromonas como los
puntos cebo se renovaron cada seis semanas.

Se decidió no tratar ninguna troza del
punto cebo ya que en ensayos previos se
constató la dificultad de conocer con fiabili-
dad el número de insectos atraídos (tras
morir, un número importante de escolítidos
fue arrastrado por el viento o sirvió de ali-
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Figura 1. Trampa de Embudo Múltiple.

mento a la fauna silvestre). De esta forma, el
número de Ips acuminatus atraídos se estimó
a partir del número de entradas contabiliza-
das en cada una de las trozas (yue teórica-
mente responden a la entrada de un macho y
de tantas hembras como galerías maternas
tenga cada sistema), multiplicado por el ratio
medio observado al descortezarlas parcial-
mente antes de su destrucción (para evitar la
emergencia de la nueva generación de insec-
tos adultos).

Las variables respuesta registradas en el
experimento fueron el número de individuos
capturados de /ps acuminatus en los dos
tipos de trampas y en los árboles cebo, así
como el número de los depredadores Thana-
simus formicarius (figura 4) y Temnochila
coerulea (figura 5) capturados por ambos
tipos de trampa.

Análisis estadístico
Los datos de capturas obtenidos, una vez

comprobada su normalidad y homocedastici-
dad, fueron sometidos no transformados a un
análisis de varianza (ANOVA GLM) de blo-
ques completos aleatorios con el programa
SAS System Software (SAS Institute Inc.,
1.999-2.000). Los datos de capturas de Tha-
nasimus formicarius en la comparativa entre
ambos tipos de trampas fueron trasformados
previamente mediante 1og10(x+l) para cum-
plir las condiciones de normalidad y homo-
cedasticidad. Las medias se compararon

Figura 2. Trampa de Ranura.

?61

mediante el Test de múltiples comparaciones
de Tukey para p=0.05.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

A partir de las capturas obtenidas en las
trampas se observó que !ps acuminatus pre-
senta en la zona una única generación com-
pleta, apreciándose en la curva de vuelo una
drástica disminución de las capturas debido
a las bajas temperaturas y al fuerte viento
registrado durante la primera yuincena de
julio. Se observó también a finales de sep-
tiembre y principios de octubre un repunte
en las capturas que podría responder al inicio
de un vuelo de colonización parcial favoreci-

^^^^^='^^ áti
Figura 3. Colocación de punto cebo.
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Figura 4. Ejemplar adulto de Thanasimus formicarius
acechando u un individuo adulto de !ps acuminatus.

do por las suaves temperaturas registradas
durante esas semanas de principio de otoño.
En cuanto a Thm^asimcts formicarius, se
apreció un único vuelo comprendido funda-
mentalmente entre principios de junio y
mediados de Agosto.

Eficacia atractiva de diversos trata-
mientos frente a los puntos cebo

Tanto la trampa de Embudos Múltiples

como la de Ranura resultaron muy efectivas

en la captura de Ips acuminatus, y aunque la

primera capturó un número mayor de insec-
tos, las diferencias no fueron significativas

(10.279 frente a 8.913 en todo el periodo res-
pectivamente). Este resultado coincide con

lo encontrado para Ips se.xdentatus, donde

tampoco se observaron diferencias significa-
tivas entre ambos tipos de trampa (StERRA y

MARTíN, 2004), si bien en este caso la tram-
pa de Ranuras capturó ligeramente más indi-

viduos. Contrariamente, ROSS y DATERMAN
(1998) obtuvieron que la trampa de Embudo

Múltiple resultó significativamente más efi-

ciente en la captura de Dendroctonus ponde-

rosae en Norte América.
Esta evidente eficacia en la captura de

escolítidos no se observó en los puntos cebo,
que apenas capturaron insectos (563 indivi-
duos en todo el periodo de vuelo) compara-
dos con los dos tipos de trampa. El resultado
de capturas para los tres tratamientos a lo
largo del periodo de vuelo se muestra en la
figura 6. A esta menor eficacia de captura

Figura 5. Ejemplar adulto de
Temnochila coerulea.

(tigura 7 y Cuadro 1) se añaden otros incon-
venientes al empleo de puntos cebo: la nece-
sidad de presencia relativamente continua de
personal en el monte que realice los trabajos,
el seguimiento de la evolución de la coloni-
zación de los árboles, el volumen importante
de madera que hay que apear y posterior-
mente destruir antes de la emergencia de los
adultos, y el elevado coste económico. Así
pues, nuestros resultados indican claramente
que el empleo de trampas cebadas con fero-
mona es una clara alternativa al empleo de
árboles cebo en el manejo integrado de las
poblaciones de escolítidos.

Efecto cairomonal sobre los depreda-
dores

Las capturas de los depredadores Thana-
simus formicarius y Temnochila coerulea
por su atracción cairomonal hacia las fero-
monas de Ips acuminatus han sido estudia-
das únicamente en ambos tipos de trampa, ya
que el dispositivo experimental no permite

Cuadro I. Valores medios de capturas y rango de
capturas de [ps acuminatus para cada tratamiento

en todo el periodo de vuelo.

TRATAMIENTOS
Media Capt/Trampa

[Rango]
/p.r acuminatus

Trampa E.Múltiple 10279 [2820_15580] a

Trampa Ranura 8913 [2233_13846J a

Árbol cebo 563 [377_840J b
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CAPTURAS DE Ips acuminatus
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Figura 6. Capturas medias de Ips acuminarus con tres tratamientos diferentes a lo largo de todo el periudo de vuelo.

conocer el número de depredadores atraídos simus formicarius y Temnochila coerulca
a los puntos cebo. Además, esta atracción al depredan la progenie de los escolítidos,
no suponer la captura de los enemigos no mientras que los adultos se alimentan de
incide sobre sus poblaciones, al menos sobre escolítidos adultos.
los individuos adultos. Las larvas de Thana- La captura de Thcmasimus formicarius

CAPTURAS DE /ps acuminatus

i zooo
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6000
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Figura 7. Capturas medias de /ps ncuminanis con tres
tratamientos diferentes en todo el periodo de vuelo.

ditirió mucho según el tipo de trampa emple-
ado (figura 8). Como se observa en las figuras
9 y en la Cuadro 2, la trampa de Embudo
Múltiple capturó un número significativamen-
te mayor de Thanusimus formicarius que la
trampa de Ranura (317 vs. 56 respectivamen-
te). Esto coincide con los resultados obtenidos
para esta especie en España en trampas ceba-
das con feromona de /ps sexden^atus (SIERRA

Cuadro 2. Valores medios de capturas y rango de
capturas de Thanasimus formicarius para cada

trampa en todo el periodo de vuelo.

TRAMPAS
Media Capt/Trampa

^RangoJ
T ,Jormicarius

Trampa E.Múltiple 317 ^ 152_634] a

Trampa Ranura 56 (1 I_146^ b
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CAPTURAS DE Thanasimus formicarius
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Figura 8. Capturas medias de Thanasimus formicurius con cada tipo de trampa a lo largo de todo el periodo de vuelo.

y MARTíN, 2004; PÉREZ et al., 2005) y para
Thanasimus undatulus en Norteamérica
(Ross y DATERMAtv, 1998) durante la captura
de Dendroctonus ponderosae.

En lo referente al segundo depredador, el
Trogossítido Temnochila coerulea, su pre-

Figura 9. Capturas medias de Thunasimus formicarius
con dos trampas diferentes en todo

el periodo de vuelo.

sencia en ambas trampas fue muy escasa,
capturando únicamente 6 individuos en todo
el periodo de vuelo, por lo cual no fue anali-
zado. La escasa presencia de este insecto en
las trampas indica seguramente poblaciones
bajas en la zona, ya que su respuesta cairo-
monal a los compuestos utilizados en las
trampas (Ipsdienol, Ipsenol, cis-verbenol) ha
sido confirmada previamente (PAJARES et al.,
2004), lo que contrasta con los resultados
obtenidos en áreas menos frías (StERRA y
MARTfN, 2004; PúREZ et al., 2005) y sugiere
un carácter más terrt^ófilo para esta especie.
Además de la especie objetivo y de los
depredadores, también se han registrado
numerosas capturas de los escolítidos Ips
sexdentatus e Hylastes sp., junto con meno-
res capturas de los cerambícidos Spondylis
buprestoides, Rhagium inguisitor, Rhagium
bifasciatum, Acanthocinus aedilis, Acantho-
cinus griseus, y del clérido Allonyx quadri-
maculatus.

Eficacia global de los tratamientos
Los resultados obtenidos en capturas de

Ips acuminutu.s y de su depredador Thanasi-
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Cuadro 3. Efciencia global de cada tipo de trampa en el control de /ps acuminalus.

265

Capturas media Capturas medias Equiv Escolítidos BalanceTRATAMIENTO
de Lacuminatus de T.f'r^rmicarius

.
(Estimac.=E.N.x30) l.acuminatus

E. Múltiples 10279 317 -9510 769

Ranura 8912 56 -1680 7232

Punto cebo 563 - - 563

mus formicarius obligan a un estudio minu-
cioso de la elección del tipo de [rampa a
emplear en los programas de captura masiva.
Si se estima que cada adulto de Thanasimus
formicarius capturado ha dejado de eliminar
unos 30 Ips acuminatus adultos en campo
(considerando su acción depredadora sobre
Ips sexdentatus de 10 individuos adultos
-Pajares J. A., comunicación oral-, y el
menor tamaño de Ips acuminatus), y sin con-
siderar pues el papel depredador de su pro-
genie sobre la del escolítido, el resultado
neto de capturas en las trampas, al descontar
en cada tratamiento el número total de esco-
lítidos librado de la depredación del número
de capturas obtenido, presentaría un balance
(Cuadro 3) en su efecto de control de pobla-
ciones claramente menor que en la trampa de
Ranura, 769 frente a 7232 respectivamente,
y ligeramente superior que en los puntos
cebo (563).

EI menor impacto de la trampa Ranura
sobre los depredadores y su eficacia en la
captura de escolítidos (similar a la de Embu-
do Múltiple) hace que sea más recomendable
para la captura masiva de Ips acuminatus. La
trampa de Embudo Múltiple es muy eficaz
en la captura de escolítidos, pero atrapa tam-
bién numerosos individuos depredadores, un
serio inconveniente que le resta eficiencia en
el manejo mediante captura masiva. Estudios

previos han mostrado que la liberación ope-
rativa de los depredadores capturados no es

factible debido a su baja supervivencia en
ambos tipos de trampas, por lo que es nece-

sario desarrollar nuevas trampas o modifica-

ciones de trampas que disminuyan el impac-
to sobre los depredadores sin mermar su efi-
cacia de captura sobre los escolítidos, como
el uso de filtros excluyentes estudiado en
especies como Dendroctonus pseudotsugae
(ROSS y DATERMAN, 1998) ó/ps sexdentatus
(P>rREZ et al., 2005). La reducción del impac-
to debido a la respuesta cairomonal de los
depredadores permitiría aprovechar la mayor
versatilidad y operatividad de manejo de la

trampa de Embudo Múltiple.
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ABSTRACT

P^REZ, G.,1. M.Steaan. 2006. Pheromone-baits and traps effectiveness in mass trapping
of Ips acuminatus Gyllenhal (Coleoptera: Scolytidae). Bol. San. Ueg. Plagas, 32: 259-266.

Two types of traps, Canadian Multifunnel and German Slot panel (Theysáhn), both
lured by a commercial pheromone-bait (consisting of ipsenol, ipsdienol and cis-ver-
benol), have been used to compare their effectiveness in mass trapping of Ips acumina-
tus Gyllenhal opposite to the traditional method of trap trees (8-1 1 pine logs about I.5 m
in length and 15-25 cm).
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A complete randomized block design, replicated 6 times, was used. Within blocks,
treatments were placed in the vertices of an equilateral triangle of I50 m side, whereas
distunce among blocks was at least lkm. The study was carried out in Pinus s.^•h^estris
stands located in Navafría (Segovia province), from early May to the end of October
2004. The pheromone-baited traps were checked every week, and trap trees and
pheromone baits were replaced every 6 weeks.

Effectiveness of tested treatments in the mass trapping of Ips ncuminatus Gyllenhal
is discussed, as well as the negative effect of trapping two predator beetles (Cleridae. Tro-
gnssitidnc ) due to their kniromona] response to bark beetle pheromones.

Key words: bark beetles, pheromones, predators, kairomones, Pinu.c a_^h•esnis L.

REFERENCIAS

BAKKE, A., SAt:Tt1ER, T. . K^'AMME, T. 198^i. MaSS [rap-

ping of the spruce bark beetle lps n^pogruphus.
Pheromone and trap technology. Medd. Nor. In.ct.
Skugŭorsk. 38: I -35.

EReILCIN, N.. RAEEA, K. 2002. Association of declining
pine stands with reduced populations of bark beetle
predators, seasonal increases in root colonizing
insects, and incidence of root pathogens. For. Ecol.
Mnnnge.. 164: 221-236.

FuRtilss, M.M., CAROLIS, V.M., 1977. Western forest

insects. U.S. Dep. Agric. Misc. Publ. 1339.

KOHNLE, U., VITÉ, J.P., ERBACHER, C., BARTELS, J.,

FRArrcKE, W. 1988. Aggregation response of Euro-
pean engraver beetles of the genus lps mediated by
terpenoid pheromones. Etvornol. e.rp. Appl., 49: 43-
53.

Lin^cREn, B. S. 1983. A multiple funnel trap for scoly-
tid beetles (Coleoptera). Carl. Entomol., 115: 299-
302.

P.vARES, J. A., leens, F., Dít:z, J., GALLECO, D. 2004.
Attractive Responses by Mortoclumtus gul/oprocin-
cicdis (Col. Cerantbt^cidae) to host and bark beetle
semiochemicals. J. Appl. Enro., 128: 633-638.

P•RE"1. G.. $IERRA J. M., DÍE"7_ J., PA^ARES, J. A. 2005.

Eficacia de cebos atrayentes y trampas en el control

de lps sesden[alus y reducción del impacto sobres

sus depredadores. Actas IV Congreso Forestal

Nacional. p. 367.

REEVt:, .I. D. 1997. Predation and bark beetle dynamics.
Orcoingía, 112: 48-54.

REEVE, J. D., TuacHlv, P. 2002. Evidence for predator-
prey cycles in a bark beetle. En: Berryman A.A.
(ed.), Population cycles: evidence for trophic inter-
actions: 92-108. Oxtbrd University Press, New york.

Ross, D. W.. DATERMArv, G. E. 1998. Pheromone-Baited
Traps for Derldroctonus pseudotsugue (Coleoptera:
Srol^aidae): Int7uenced of Selected Release Rates
and Traps Designs. J. Econ. Enlomol., pl (2): 500-

506.
ScHROEDER. L. M. 1999. Population levels and flight

phenology of bark beetle predators in stands with
and without previous infestations of the bark beetle
Tomicus piniperda. For. Ecol. Mnnage. 123: 31-4(l.

SIERRA. J. M., MARTíN, A. B. 2004. Efectividad de tram-
pas de feromona en la captura masiva de lps sexden-
tntus Boern. (Coleoptera: Scoh^tidae), escolítido
perforador de los pinos. Bol. Sun. t/eg. Plagas, 30

(4): 745-752.
Tultclttn, P., TAVLOR, A. D.. REEVE, J. D. 1999. Dynam-

ic role of predators in population cycles of a forest
insect-. an experimental test. Srience, 285: ]068-
]071.

VITE, J. P., BAI<Ke, A., RE[swlcK, J. A. A. 1972.
Pheromones in Ips (Coleoptera: Scohtidae:1967-
1975.

(Recepción: 16 enero 2006)
(Aceptación: 21 marzo 2006)



BoL San. Peg. P/n,Gas, 32: 267-272, 2006

OTROS TEMAS

Estudo ecológico de abelhas silvestres (Hymenoptera, Apidae)
no parque ambiental de Teresina-PI, com enfase em
polinizadores potenciais da guabiroba (Campomanesia
xanthocarpa) (Myrtaceae)

L.S. FONTES, A. .I. D. ALMEIDA F[LHO, V. ARTHUR

O presente estudo teve por objetivo o levantamento preliminar das abelhas nativas
que visitam as flores da guabiroba (Campomanesia xanthocarpa Berg.), no Parque
Ambiental de Teresina-PI. Seguiu-se aqui a técnica da captura de abelhas que se encon-
travam nas flores. Esse método de amostragem pode apresentar algumas distorç^es,
porém, dada a característica de distribuiçáo das Flores e das abelhas silvestres associadas
a ela, forneceu boas informaçóes sobre a abundáncia relativa e diversidade das espécies
na área pesyuisada.
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Palavras-chave: Abelha, Hymenoptera, Apidae, Myrtaceae, C. xonrho<•nrpn.

INTRODUç. ŭ̂O

As abelhas - incluindo as espécies solitá-
rias e sociais (mamangavas, abelhas sem
ferráo e domésticas) - sáo os polinizadores
mais importantes da maioria das culturas.
Isso se deve ás suas características morfoló-
gicas, aos seus padróes de comportamento
por ocasiáo da visita ás flores e á necessida-
de de coletar e armazenar pólen e néctar para
as crias jovens. Apis mellifera L. é conside-
rada o polinizador mais efetivo das plantas
agrícolas. Este fato decorre da facilidade de
se controlar a abundáncia e a biologia desta
espécie (PoPOV, 1958). De acordo com
YARRIS (1977), a idéia de que as colónias de

abelhas domésticas sáo mais fáceis de trans-
portar e manejar do que as abelhas silvestres
para a polinizaçáo dirigida nunca foi sufi-
cientemente investigada e demonstrada.
Osmia ll^^naria, em Utah, nos Estados Uni-
dos (ToacHto, 1976, 1982) e Osmia corni-
frons, no Japáo (YAn^tADA, 1971), sáo espé-
cies com um potencial polinizador de
macieira, superior a A. mellifera e sáo biolo-
gicamente melhores adaptadas para a reali-
zaçáo desse trabalho, além de serem facil-
mente criadas e manejadas.

Dentro do contexto da ecologia da polini-
zaçáo, a participaçáo de todos os agentes
polinizadores é importante, dada a heteroge-
neidade de comportamento e as distintas
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estratégias de exploraçáo dos recursos flo-
rais.

CASE & GILPtN (1974), abordaram a teoria
do nicho, e observaram que a densidade das
populaçóes (como um todo) de um local
diminui mediante a exclusáo da populaçáo
de um predador, uma vez yue, eventualmen-
te, as demais populaçóes podem ser menos
eficientes na exploraçáo dos recursos previa-
mente consumidos pela espécie excluída.
JoHNSON & HusBEL (1975) encontraram Tri-
^^ona fuscipennis e Trigona fulviventris cole-
tando pólen sobre Ca.csis bif7ora na Costa
Rica, porém com distintas estratégias:
enquanto a primeira visitava as plantas agru-
padas com floraçáo abundante, a segunda
obtinha o pólen das plantas isoladas.

A eficiéncia individual de cada espécie de

abelha na polinizaçáo das plantas que náo

apresentam mecanismos especiais foi aborda-

da por vários autores. ATwAL & GREwAL

(1968) observaram que as operárias das abel-

has sociais gastam muito tempo na coleta de

néctar para as criasjovens,enquanto que as

fémeas das abelhas solitárias gastam quase

todo o seu tempo na coleta de pólen e assim

podem ser individualmente mais eficientes

como polinizadores. Por sua vez, FREE

(197^), CHANSIGAUD (1972) e KENDALL &

SoLOMON (1973) chamaram a atençáo para a
forma de como as abelhas solitárias transpor-

tam o pólen. Estas espécies náo formam bolo-
tas de pólen umidificados, típicos das abelhas

da família Apidae, porém transportam o pólen

seco e aderidos ás escopas e regióes adjacen-
tes, recobrindo uma grande área da regiáo

ventral do corpo. Esse pólen pode desprender-
se facilmente sobre as flores visitadas pelas

abelhas. Por outro lado, as abelhas sociais

caracterizam-se pela abundáncia durante todo

o ano.
Os estudos feno-ecológicos em Apoidea

propiciam a obtençáo de dados relacionados
com a disponibilidade e potencialidade de
insetos polinizadores. Através desses estudos
se pode se determinar quais os insetos yue
potencialmente polinizam determinadas cul-
turas de interesse económico, levando em
conta a fenologia da planta e dos insetos

polinizadores, bem como a interaçáo do
inseto e da flor. Usul (1976) referindo-se ao
problema da polinizaçáo da alfafa, afirma
que a correlaçáo abelha-planta faz parte de
um complexo maior, que é abelha-flor em
um determinado ]ocal e que a soluçáo racio-
nal do problema envolve um conhecimento
bem fundamentado da fauna de abelhas.

WADDw^TON (1976, 1979), estudou os
padróes de vóo de Augodhlorella striata,
Agorpostemon texanos e lasioglossum sp
(Hymenoptera Halictidae) forrageando em
Convolvulus arvensis em Kansa (EUA) e
observou yue os padróes estáo correlacio-
nados com a densidade de flores. Esta
influéncia também foi observada em Apis e
Bombus.

DECELLES & LAROCA (1979), observaram
que entre as abelhas que visitam Vernomia
baldwini ocorre o deslocamento de abelhas
menores pelas espécies maiores, nas ativi-
dades de forragem. LAROCA & DEQuecH
(1979) confirmaram essas ocorréncias em
tlores de Uernomia westiniana em Curitiba-
PR.

MoasE (1977), observou yue em Solidago
canadensis, as operárias de Bombus terna-
rius evitam forragear na parte proximal das
inflorescéncias na presença de grandes ope-
rárias de Bombus terricola, porém a forra-
gem é feita na auséncia destas.

LtNSLEY (1958), comentou yue a constán-
cia das abelhas pode ser de dois tipos: o pri-
meiro é característico de abelhas individuais
que em uma ou várias visitas sucessivas
coletam a maior parte do pólen de apenas
uma espécie vegetal, embora a espécie seja
politética. O segundo é típica de algumas
espécies, que é caracterizada pela fidelidade
das visitas a determinada planta.

MicHENeR (1979), afirmou que a regiáo
sul do Brasil é uma das áreas mais ricas em
espécies de Apoidea do mundo, devido prin-
cipalmente á presença de espécies da regiáo
temperada do sul e á presença de vários
taxons de abelhas nitidamente neotropicais.

LECLERQ (]964), sugeriu que muitas
vezes, devido á insuficiéncia de dados e estu-
dos das faunas locais, torna-se necessária
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uma abordagem ecológica em níveis supra-
específicos, tais como géneros, tribos e famí-
lias. Somente em algumas regióes como a
Europa, com informaçóes acumuladas de
mais de 100 anos de pesquisas, pode-se fazer
uma abordagem mais completa, uma vez que
a fauna já é relativamente conhecida.

CASTRO & OLIVEIRA (1999), estudaram
em uma regiáo da Bahia a diversidade de
abelhas nas flores da pitomba (Talisia escu-
lenta, Raldk) e observaram que as abelhas
Apis mellifera scutellata e Melipona scute-
llaris, concentraram suas visitas na planta
masculina da pitomba. E mostraram yue
estas espécies apresentaram maior abund^m-
cia relativa de (53,2% e 34,4%) respectiva-
mente^, sendo consideradas espécies polini-
zadores potenciais da pitomba.

BARSOSA et al. (1999), no Estado do
Piauí, especificamente no município de
Teresina, realizaram um levantamento das
espécies das famílias Apidae e Anthophori-
dae, registrando para esta localidade um
número expressivo de espécies para as duas
famílias, sendo a mais abundante a família
Apidae.

ARAÚ^o & CASTRO (1999), estudaram as

espécies de abelhas polinizadores poten-
ciais da pitanga (Stinocalyx michelli, Berg),
uma espécie da família Myrtaceae e deter-

minaram que as seguintes espécies eram

polinizadores potenciais da pitanga: Meli-
pona scutellaris com uma abundáncia rela-
tiva de (45,2%); Trigona spinipes com
(32,8%); Apis mellifera scutellata com
( I 9,1 %) e Frieseomellita doeder[eini com
( 2 ,9%^ .

OLivEiRA & CASTRO (1999), no Estado da
Bahia, realizaram uma pesquisa sobre as
visitas de abelhas em algumas fruteiras tro-
picais nativas e exóticas. (Ebernaceae) e
determinaram entre as yuatro famílias de
abelhas coletadas na planta masculina de
mobolo, a mais abundante foi Euglossa sp
com 50,6%.

StLVA et al. (1999), registraram a visita de
abelhas á flores de Phalsa (Tiliaceae) (Gre-
wia asiatica, L.), e constataram as espéeies
mais abundantes foram: Apis mellifera scute-
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lluta com ( 24,5%) e Melipona .rcutcllaris
(21 ,9°l0) dentre outras.

R@co & BRtTO ( 1999), no Estado do
Maranháo, realizaram uma pesyuisa sobre
Byrsonima (Malpighiaceae), em uma área de
cerrado, e determinaram que as espécies
mais abundantes foram: Meliponini com 202
indivíduos seguido por Centridini com 79
indivíduos e Tapinotaspini com 6°Ic . E obser-
varam ainda Ti-igona pallens com populaç^to
muito inibida a visitas de Centris sp.

SILVA óL VIANA ( I999), estudaram a eco-
logia de abelhas da espécie Cenn•is (Hemi-
siella) tars•ata, Smith 1874, em cavidades
preexistentes nas dunas litoránea de Abaeté,
Salvador-BA. E determinaram que o período
de nidificaçáo desta espécie ocorre nos
meses de dezembro a fevereiro e em abril,
sendo mais abundantes em dezembro.

VIANA & CARVALHO ( 1999), desenvOlve-

ram uma pesyuisa sobre a comunidade de
abelhas Euglossinae nas dunas litoráneas do
Abaeté, Salvador-BA, e determinaram que
as espécies mais abundantes foram: Eu^^lus-
sa cordata com (64,6%) e Euluema nigr•ita
com (21,8%), e as demais espécies coletadus
juntas representaram apenas ( I ,6%).

O presente estudo teve por objetivo fazer
o levantamento das abelhas nativas em tlores
da guabiroba (Carnpornonesia xunthnc•ar•pa
Berg.), no Parque Ambiental de Teresina,
Estado do Piauí, bem como obter infor-
maç^es sobre a fenologia das abelhas.

MATERIAL E MÉTODOS

As coletas foram realizadas na cidade de
Teresina, Estado do Piauí, Brasil, no paryue
Ambiental de Teresina situado a 10 km do
centro da cidade, sentido norte, Bairro
Mocambinho. A estaçáo de pesquisa situa-se
a uma altitude média de 72,7m, e a 5°
OS' 13" de latitude sul e 42° 48'41" de longi-
tude Oeste, o clima é tropical subúmido
yuente, tica em uma zona ecológica de tran-
siçáo. As coletas das abelhas foram concen-
traram nas plantas de guabiroba (Campoma-
nesia xaruhocarpa) Myrtaceae dentro do
perímetro do Parque Ambiental de Teresina,
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com uma área de 38 hectares, toda área com

vegetaçáo nativa de caatinga e cerrado. Ado-

tou-se a técnica de levantamento de abelhas

descrita em SAKAGAMI, LAROCA óL MOURE

(1967), que consistiu em capturar as abelhas

que se encontravam nas flores com redadas

dirigidas, sem lançar máo da técnica de

"varredura". Os insetos foram amostrados

semanalmente durante 5 horas por dia, as

coletas foram iniciadas no horário entre

08:00 e 11:00 horas e finalizadas entre 13 e

15 horas, nos meses de março de 1997 a

agosto de 1998. Todo material era colocado

em vidros com álcool a 70% e levados ao

laboratório para posterior identificaçáo, obe-

decendo o método por comparaçáo, as espé-

cies duvidosas foram remetidas a especialis-

tas para sua identificaçáo específica. apesar

deste método de amostragem apresentar

algumaS d15tOCçÓeS (SAKAGAMI, LAROCA óL

MoURE, 1967, LAROCA,l974), porém, dada a

característica de distribuiçáo das flores e das

abelhas silvestres associadas a elas, infor-

maçóes foram obtidas sobre a abundáncia

relativa e diversidade das espécies na área

pesquisada.

RESULTADOS E DISCUSS.^O

As coletas de abelhas silvestres, na guabi-
roba (Campomanesia xanthocarpa) (Myrta-
ceae), no Parque Ambiental de Teresina
apresentaram um numero relativamente ele-
vado de insetos pertencentes a família Api-
dae. Talvez esse numero elevado de insetos
coletados foi influenciado possivelmente
pelas condiçóes ecológicas favoráveis a nidi-
ficaçáo, e consequentemente condicionou a
maior ocorréncia dessas abelhas das espécies
de Trigona nos locais amostrados.

Na amostragem geral coletou-se um total
de 741 espécimes, para um total de 6 espé-
cies, mostrando que a apifauna é muito
pouco diversificada, e praticamente repre-
sentada por quatros espécies de abelhas
correspondendo a 85,4% do total de insetos
coletados. A partir dos dados coletados
(Tabela 1) calculou-se a freqiiéncia relativa
das espécies, o índice de diversidade e a

identificaçáo das espécies predominantes,

que estáo apresentados em ordem decrescen-
te em percentagem das espécies que foram

de: Trigona spinipes com (37,4%), Oxitrigo-

na tataira cagafogo (21,6%), Trigona fulvi-

ventris ( 15,1%) e Apis mellifera (9,9%). As

demais espécies coletadas obtiveram percen-

tual abaixo de 9%. Apesar do trabalho se
constitui no primeiro levantamento faunísti-

co de abelhas silvestres, utilizando-se uma
técnica padronizada, em áreas restritas, no

Estado do Piauí, pela associaçáo da comuni-
dade de abelhas ás flores da guabiroba (C.

xanthocarpa) Myrtaceae, náo foi possível
determinar com precisáo uma afetiva partici-
paçáo das abelhas nativas na polinizaçáo da
guabiroba, mas devido ao elevado numero de
espécies e indivíduos capturados nas flores,
e a maioria deles com carga de pólen no apa-

relho de transporte, e de acordo com suas
freqiiéncias amostradas, provavelmente

essas espécies poderiam estar agindo como
polinizadoras potenciais da guabiroba,

estando estes resultados de acordo com os
ObtidOS por ARAUJO e CASTRO, 1999.

Foram coletadas 6 espécies de abelhas
distribuídas das quais as 4 primeiras foram

Tabela l. Freqiiéncia relativa e espécies
predominantes de abelhas polinizadores potenciais

da guabiroba (C. xanthocarpa) (Myrtaceae) no
Parque Ambiental de Teresina.

TAXONS FREQUÉNCIA %

Trigona spinipes 37,4

O.ritrigona tntaira caRafogo 21 ,6

Trixonn fidriventris I5,1

Apis metlifera 9.9

Tri,qona fuscipennis S.l

Tri,^ona pallens 6.5

Tabela 2. Número de taxons (S), de indivíduos (N) e
índice de diversidade (a) da fauna de abelhas

capturadas nas flores da guabiroba
(C. xanthocarpa) (Myrtaceae), no Parque

Ambiental de Teresina.

AMBIENTE S N a

GUABIRABA 6 741 0,7590
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consideradas as mais predominantes. Essas
espécies representaram 83,6% dos indiví-
duos coletados. Sendo todas elas pertencen-
tes a família Apidae. Portanto os dados obti-
dos nesta pesquisa, sugerem que os poliniza-
dores potenciais da guabiroba (C. .xantho-
carpa) apresentaram-se ecologicamente
muito pouco favoráveis em agrupar um
número muito grande de espécies conforme
seu índice de diversidade (Tabela 2).

RESUMEN

CONCLUSÓES
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O número relativamente elevado de espé-
cies capturados nas flores, a maioria com
carga de pólen no aparelho de transporte, e
que de acordo com suas freqiiéncias amos-
tradas, pode-se considerar essas espécies de
maior freqiiéncia como possíveis polinizado-
ras potenciais da guabiroba (Cumpnnurnesiu
.ra^fthocarpn) (Myrtaceae).

FONTES L. S., ALMEIDA FILHO A. J.. AR'rHUR V. 2006. El estUdÍO ecol6^ic0 de abejAs

salvajes (Hymenoptera. Apidae) en el parque medioambiental de Teresina-PL con el
énfasis en polinizations potencial de guabiroba (Campomanesiu santhucarpa) (Myrtace-
ae). Bol. UeR. P(aKas, 32: 267-272.

EI estudio presente tenía para el objetivo el subiendo preliminar de las abejas nativas
que visitan las flores de guabiroba (Cumpomanesin _ranrhnrarpa), en el Paryue Medio-
ambiental de Teresina. La técnica de captura de abejas yue encontraron en las flores se
procidió ayui. Ese método de muestreo puede presentar un poco de distorsiones, sin
embargo, dado la característica de distribución de las flores y de las abejas salvajes aso-
ciadas a ellos, proporciona la información buena sobre la ahundancia relativa y diversi-
dad de las especies en el área investigada.

Palabras clave: Abeja, Hymenoptera, Apidae, Myrtaceae, guabiroba, C..rnnrhocarpa.

ABSTRACT

FONTES L. S., ALMEIDA F[LHO A. J.. ARTHUR V. 2006. Study ecological of' wild
bees (Hymenoptera, Apidae) in the environmental park of Teresina-Pl, with emphasis in
potential polinizations of guabiroba ( Cnmpomnnesia .x^anthocarpa) (Myrtaceae). Bol.
Ueg. Plagas, 32: 267-272.

The present study had for objective the preliminary rising of the native bees that visit
the tlowers of guabiroba (Campornanesio .canthararpa), in the Environmental Park of Tere-
sina. The techniyue of capture of bees that they found in the tlowers was proceeded here.
That sampling method can present some distortions, however, given the characteristic of
distribution of the Flowers and of the wild bees associated to them, it supplies good infor-
mation about the relative abundunce and diversity of the species in the researched area.

Key words : Bee. Hymenoptera, Apidae. Myrtaceae, guabiroba, C..i^anlhocarpa.
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Efeito da aplicaçáo de fungicidas no padráo espacial de ácaros
fitoseídeos associados á cultura da vinha

S. BACELAR, R. RODRIGUES, L. M. BRITO, A. MEXIA

O conhecimento do padráo espacial dos fitoseídeos é necessário para o desenvolvi-
mento de métodos de amostragem e para o esiudo da toxidade de campo dos pesticidas
sobre estas populaçóes. Num ensaio realizado em Ponte de Lima numa vinha da casta
Loureiro avaliou-se o efeito de tres aplicaçbes consecutivas de cinco fungicidas (man-
cozebe, folpete, propinebe, oxicloreto de cobre, a mistura cimoxanil+famoxadona) e da
água sobre as populaçóes autóctones de fitoseídeos. O número médio de fitoseídeos por
folha foi quantificado periodicamente, após a aplicaçáo dos tratamentos, de acordo com
a metodologia da Organizaçáo [nternacional de Luta Biológica e Protecçáo Integrada e
os resultados analisados segundo os modelos de regressáo de Taylor e de Iwao.

As taxas de mortalidade mais elevadas de Phytoseius plumifer (Canestrini & Fanza-
go), a espécie mais abundante nesta vinha (97,9%), verificaram-se com os fungicidas
propinebe e mancozebe que se classificaram respectivamente como tóxico e moderada-
mente tóxico. Os restantes fungicidas foram inócuos para este auxiliar. Ambos os mode-
los de regressáo foram adequados para descrever o padráo espacial de P. phrmi/i^r, ainda
que o modelo de Taylor se ajustasse melhor ás situaçóes de baixas densidades popula-
cionais. A populaçáo de P. Plumifer nas videiras pulverizadas com propinebe apresentou
um padrdo espacial aleatório, verificado pelo coeficiente 6=1 do modelo de Taylor e/3=1
do modelo de Iwao. Nas restantes populaçáes estes coeficientes foram superiores a um.
indicando um padráo espacial agregado. Este estudo revelou que a aplicaçáo do fungici-
da mais tóxico, para além de ter reduzido a densidade populacional de P. plumifer modi-
ticou o comportamento da espécie, alterando o seu padráo espacial de agregado para ale-
atório.

S. BncE^nR, R. RooRiGUES, L. M. BatTO. Escola Superior Agrária de Ponte de Lima,
Refóios, 4990-706 Ponte de Lima. Tel: 258 909 740 - Fax: 258 909 779 - E-mail: .roficr-
bacelar@gmail .com
A. Mextn. Instituto Superior de Agronomia, Tapada da Ajuda, 1349-017 Lisboa. Tel:
213653100 - Fax: 213635031 - E-mail: amexia@isa.utl.pt

Palavras-chave: Fungicidas, Toxidade, Phytoseius plumr'fer, Viris vinífera, Lei de
poténcia de Taylor, Modelo de regressáo de Iwao.

INTRODUçÁO

A dispersáo das populaçóes de auxiliares
resulta da interacçáo entre os indivíduos de
uma espécie e o seu habitat (SEV.acxERlAtv &
STERN, 1972). O conhecimento desta dis-
persáo permite uma melhor compreensáo da
relaçáo entre um determinado artrópode e o

ambiente específico onde este habita (HAR-
couRT, 1961; Iwno, 1970; TAVLOR, 1984) e
fornece informaçáo sobre os principais fac-
tores que determinam oscilaçóes numéricas
e sobre a persisténcia destes artrópodes nos
seus ambientes naturais. Esta informaçáo é
determinante para a agricultura biológica ou
para a protecçáo das culturas em geral, pois
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existem artrópodes que combatem as pragas
das culturas que normalmente sofrem os
efeitos secundários tóxicos resultantes da
aplicaçáo de pesticidas, pondo em causa a
sua acçáo de limitaçáo natural de pragas.

Na protecçáo fitossanitária da vinha, os
fungicidas sáo muito utilizados em apli-
caçóes sucessivas no combate a vários agen-
tes causais de doenças, originando um efeito
tóxico cumulativo sobre o ecossistema agrá-
rio e sobre os ácaros fitoseídeos em particu-
lar, importantes agentes da limitaçáo natural
de ácaros fitófagos. Neste estudo avaliou-se
o efeito tóxico de cinco fungicidas anti-míl-
dio quer sobre as densidades populacionais
de ácaros fitoseídeos da espécie Phytoseius
plunzifer (Canestrini & Fanzago) quer sobre
os padróes de distribuiçáo espacial dessas
mesmas populaçóes.

MATERIAL E MÉTODOS

A experiéncia decorreu na freguesia de
Refóios do concelho de Ponte de Lima
durante o período de Junho a Setembro de
2003, numa vinha com sete anos de idade da
casta Loureiro, enxertada no porta-enxerto
196-17, com o compasso de plantaçáo de 3
m x 3 m e conduzida em cordáo simples
ascendente. Para a avaliaçáo da toxidade dos
fun^icidas sobre os fitoseídeos seguiram-se
os procedimentos propostos pela Organi-
zaçáo Internacional Luta Biológica e Pro-
tecçáo Integrada/Secçáo Regional Oeste
Paleártica (OILB/SROP): avaliaçáo de efei-
tos secundários dos produtos fitossanitários
sobre os artrópodes náo visados (CANDOLF ŭ
et al., 2000) e referidos por BLiiMEL et al.
(2000).

Considerou-se um delineamento comple-
tamente casualizado, constituído por seis
modalidades (folpete, oxicloreto de cobre,
cimoxanil+famoxadona, mancozebe, propi-
nebe e água) com cinco repetiçóes. Cada
amostra foi constituída por 25 folhas das
duas videiras centrais de cada talháo experi-
mental constituído por 4 videiras. As trés
aplicaçóes dos tratamentos realizaram-se
respectivamente, nos dias 27 de Junho (Tl),

9 de Julho (T2) e 21 de Julho (T3), utilizan-
do-se sempre as concentraçóes mínimas
recomendadas pelos fabricantes. Registou-se
o número de formas móveis de fitoseídeos
presentes nas amostras de folhas quatro dias
após cada uma das aplicaçóes de fungicidas
(T 1+4, T2+4, T3+4) e 7, 14, 21, 28, 42 e 56
dias após a terceira e última aplicaçáo de
fungicidas (T3+7... T3+56). Em cada amos-
tra de folhas determinou-se o número de fito-
seídeos por contagem directa á lupa binocu-
lar (ampliaçáo lOx). Duas a trés formas
móveis foram recolhidas e preparadas para
identificaçáo da espécie.

Aplicou-se a fórmula de Henderson-Til-
ton (STERrc et al., 1994) aos resultados,
classificando-se os fungicidas em quatro
classes toxicológicas, de acordo com o
Grupo de Trabalho "Pesticidas e Auxilia-
res" da OLIB.

Algumas estimativas baseadas na média
(m) e na variáncia (s^) sáo usadas como índi-
ces de agregaçáo das populaçóes (LLOVD,
1967). Além do mais, esses índices sáo fre-
quentemente convertíveis uns nos outros.
Após a aplicaçáo dos tratamentos calculou-
se a densidade média de fitoseídeos por folha
(r^n) e a variáncia (s^) para cada modalidade
por data de amostragem e relacionou-se res-
pectivamente uma com a outra usando a Lei
de Poténcia de Taylor (TAYLOR, 1984) e o
modelo de regressáo de Iwao (LLOYD, 1967).

A Lei de Poténcia de Taylor afirma que a
variáncia (s^) de uma populaçáo é proporcio-
nal á poténcia fraccionada da média aritmé-
tica

(m): s^= amd (equaçáo I )

Para calcular a e b, estimou-se a regressáo
de ln (s^) contra os valores de ln (m) usando
o modelo

ln(s^)=1n (a) + b in (m) (equaçáo 2)

em que o parámetro a está relacionado com
o tamanho da amostra (Southwood, 1978), e
o declive b é um índice de agregaçáo que
indica respectivamente, uma dispersáo uni-
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forme, aleatória e agregada quando b<1,
b=1,b>1.

O modelo de regressáo de Iwao quantifica
a relaçáo entre o índice de aglomeraçáo
média de Lloyd (mc) e a média (m) através
de:

mc=a+/3rn (equaçáo 3)

em que mc foi determinado por (Lloyd,
1967):

[m + (s2/m-1)] (equaçáo 4)

A intercepçáo (a) é o índice do agente
contagiante principal e o declive (/^ é o coe-
ficiente da densidade de contágio interpreta-
do da mesma maneira que o coeficiente h da
regressáo de Taylor.

RESULTADOS E DISCUSSÁO

As taxas de mortalidade mais elevadas de
P. plumifer, a espécie mais abundante nesta
vinha (97,9%), verificaram-se com os fungi-
cidas propinebe e mancozebe que se classifi-
caram respectivamente como tóxico e mode-
radamente tóxico. Os restantes fungicidas
foram inócuos para este auxiliar (quadro 1).

Considerando as nove datas de amostra-
gem ao longo do período em que decorreu o
ensaio, a lei de poténcia de Taylor estabele-
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ceu uma relaçáo muito significativa entre a
variáncia (s'-) e a densidade média de fitoseí-
deos por folha para cada uma das seis moda-
lidades ensaiadas (quadro 2, tig. I). O mode-
lo de regressáo de [wao descreveu igualmen-
te bem a relaçáo entre a aglomeraçáo média
de Lloyd e a densidade média para as popu-
laçóes de P. plumifer (quadro 2, tigura 2).

A populaçáo de P. Plumifer (figura 3) nas
videiras pulverizadas com propinebe apre-
sentou um padráo espacial aleatório, veriti-
cado pelo coeficiente h=1 (P>0,05) do
modelo de Taylor e/3=1 (P>0,05) do modelo
de Iwao.

Nas restantes populaç^es estes coeficientes
foram superiores a um (P<0,05). Os valores
de b>1 obtidos indicam um padráo de distri-
buiçáo espacial agregado o que, segundo
GAacíA-MAaí e^ al. (1990), constitui o padráo
característico dos artrópodes em geral e dos
ácaros em particular. Os mesmos autores refe-
rem ainda que, para a maioria dos artrópodes
auxiliares, os valores de b variam entre I e
1,2. Os valores de b e/3 observados sáo semel-
hantes aos observados em muitos insectos
moderadamente agregados (TAYt.oa, 1961,
1971). Estudos sobre os padrces de distri-
buiçáo espacial de populaçóes de ácaros fito-
seídeos da espécie Eusc ius stipulru^^s (Athias-
Henriot) em laranjeira permitiram obter, com
a observaçáo de folhas no interior da copa, um
valor h=1,81. Em macieira e para a espécie

Quadro 1. Taxa de mortalidade dos f"itoseídeos em relaçáo á testemunha para cada um dos fungicidas e
respectiva classificaçáo toxicológica, em cada uma das ocasióes de amostragem.

T1+4 T2+4 T3+4 T3+7 T3+14 T3+21 T3+28 T3+42 T3+56Amostragem
% CI % CI % CI % CI % CI % CI % CI % CI °/r CI

Mancozebe 37 2 49 2 85 4 88 4 60 3 52 3 84 4 69 3 48 2

Folpete -31 I -10 I -59 I 24 1 33 2 -IS 1 -23 I 0 I 14 I

Oxicloc Cu 6 I 23 I -7 I 31 2 30 2 - 13 1 6 I -31 I 36 2

Propinebe 56 3 81 4 94 4 95 4 97 4 76 4 91 4 75 4 67 3

Cimox+fam -40 1 -4 1 -40 I 35 2 24 I -10 1 -7 I -6 I -35 I

Percentagem (°lo) de mortalidade de fitoseídeos em relaç^o á testemunha. CI - classificaç5o toxicológica:
I- inócuo; 2- medianamente tóxico; 3- moderadamente tóxico: 4- muito tóxico:
Amostragens: yuatro dias após cada uma das aplicaçóes de fungicidas (T1+4. T2+4 e T3+4) e 7, 14, 21. 28, 42 e 56 dias
após a terceira e última aplicaçáo de fungicidas (T3+7 ... T3+56).
Taxa de mortalidade calculada segundo a fórmula de Henderson-Tilton (Sterk et al., 1994);
Classificaç^^o toxicológica proposta pelo Grupo de Trabalho "Pesticidas e Auxiliarex"da OILB/SROP.
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Quadro 2. Estimativa dos parámetros dos dois modelos lineares (Taylor, Iwao) para P. plumifer em vinha para
cada uma das modalidades

Taylor Declive t Se Intercepçáo t Se rZ F

Testemunha 2,53 t 0,26 -0,67 t 0,24 0,93 95,22

Mancozebe 1,46 t 0,13 0,29 t 0,06 0,95 123,11

Folpete 1,90 t 0,29 -0,12 t 0,25 0,86 43,09

Oxicloreto Cu 2,03 t 0,17 -0,19 t 0,14 0,95 144,11

Propinebe 1,30 t 0,14 0,32 t 0,05 0,92 85,49

Cimoxanil+famoxadona 2,03 t 0,29 -0,27 f 0,27 0,88 49,65

Iwao Declive t Se Intercepçáo t Se r' F

Testemunha 2,02 t 0,22 -3,52 t 1,97 0,93 87,01

Mancozebe 1,70 f 0,16 0,21 t Q47 0,94 ]07,39

Folpete 1,43 t 0,17 0,55 t 1,38 0,91 68,60

Oxicloreto Cu 1,76 t 0,09 -1,44 t 0,60 0,98 423,81

Propinebe 1,65 t 0,39 0,40 f 0,70 0,72 18,13

C i m o x an i l+fam o x a do n a 1,67 t Q16 -1,59 f 1,44 0,94 1 I5,55

Se - erro padráo; rz - coeficiente de determinaçáo; F- teste F

Log
1,9 y = 2,5329x - 0,8739

R' = 0,9315

(Ver) 1,2

Log

06
Testemunha

y = 2,OZBSx - 0,1915

R^ = 0,9537
1,8

12

0,6 Oxicloreto Cu

&B

2,4

y=1,898*-0,1182^

R' = 0.8603

1,8

(V8f) 1 ?

0, 6 Folpete

o-o

2,a i

1,8 1
y = 2,0318x - 0,2717

R'=0,8784 , ^ 1,8

Log 1 2 ^
(ver)

1,2

o,s ^ Cimoxanil+famoxadona

y= 1,3041x+0,3183

R' = 0,9243

o,s

0 0 0,2 0,4 0,6

Propinebe

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 -0, -0.4 -42 0
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Figura I. Análise de regressáo da leí de poténcia de Taylor (In (s') = In (0,34) + I,30 In (m)) em que m é a densidade
média de P. plumifer em vinha para cada uma das modalidades ensaiadas. (Os pontos sáo valores estimados baseados

nas observaçáes).
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Figura 2. Análise de regressáo do índice de aglomeraç^o média de Lloyd (mc) sobre a densidade média (m) de P.
plumifer em vinha para cada uma das modalidades ensaiadas. (Os pontos sáo valores estimados baseudos nas

observaçóes).

Neoseiulus californicus (Mc Gregor) o índice
de dispersáo foi b=1,21 e para a espécie
Amblyseius andersoni (Chant) esse índice foi
b=1,30 (GaRCíA-MARf et al., 1990). Trabal-
hos realizados em Portugal na cultura da

vinha, permitiram calcular na regiáo de
Reguengos de Monsaraz, no Alentejo, um

índice b=1,26 para a espécie Typhlodromus
phialatus Athias-Henriot (TEixEiRn, 1994) e
na regiáo de Ponte de Lima, em videiras da

casta Loureiro, o índice foi b=1,27 para a
espécie Tvphlodromus pyri Scheuten (Ro^Ri-
GUES óL TORRES, ZOO4^.

Verificou-se e, tal como referido por
TRUnasLE (1985), que o índice b da Lei de
Poténcia de Taylor pode depender do uso dos
pesticidas. A explicar o comportamento de
dispersáo aleatória verificado na populaçáo
de P. plumifer sujeita á acçáo do fungicida
propinebe, trabalhos em laboratório realiza-
dos por BL^tvtEL et al. (2000) revelaram que
os fitoseídeos pulverizados com um outro

Figura 3- Vista geral de Phyr^zseius p(umrj'er sobre
folha de videira da casta Loureiro (ampliaçáo 25x á

lupa binocular).
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ditiocarbamato, o mancozebe, apresentaram
igualmente uma mudança de comportamen-
to que se traduziu pela fuga dos indivíduos o
yue conseyuentemente vai influenciar o
padráo de dispersáo dessas populaçóes.

CONCLUSf10

Os resultados obtidos evidenciam a falta
de selectividade para os ácaros fitoseídeos
revelada pelo fungicida propinebe yue se tra-
duziu numa reduçáo imediata do número de

fitoseídeos após as trés aplicaçóes deste fun-
gicidas e pela persisténcia da sua acçáo tóxi-
ca demonstrada pela dificuldade de recupe-
raçáo das densidades populacionais de fito-
seídeos nas semanas posteriores á terceira
aplicaçáo desses tratamentos. Para além de
ter reduzido drasticamente a densidade
populacional de P. plumifer, o efeito tóxico
resultante da aplicaçáo de propinebe modifi-
cou o comportamento desta espécie de ácaro
fitoseídeo, alterando o seu padráo espacial
de agregado para aleatório.

RESUMEN

Bnct:^nrt S. , R. Rouatcues, L. M. Barro, A. MExm. 2006. Efecto de la aplicación de
fungicidas sobre el patrón de la distribución espacial de ácaros fitoseidos asociados al
cultivo de viña. BoL Son. Ueg. Plaga.c, 32: 273-279.

EI conocimiento de la distribución espacial de los fitoseidos es necesario para el desa-
rrollo de métodos de muestreo y para el estudio de la toxicidad de campo de los pestici-
das sobre estas poblaciones. En un ensayo realizado en Ponte de Lima en una viña de la
variedad Loureiro se evaluó el efecto de tres aplicaciones consecutivas de cinco fungui-
cidas (mancozeb, folpet, propineb, oxicloruro de cobre, la mezda cimoxanilo+famoxa-
dona) y de agua sobre las poblaciones autóctonas de fitoseidos. EI número medio de fito-
seidos por hoja fue cuantificado periódicamente, después de la aplicación de los trata-
mientos, de acuerdo con la metodología de la Organización Internacional de Lucha Bio-
lógica y Protección Integrada y los datos analizados según los modelos de regresicín de
Taylor y de Iwao.

Las tasas de mortalidad más elevada de Phytoseius plumifer, la especie más abun-
dante en esta viña (97,99^), corresponden a los funguicidas propineb e mancozeb que fue-
ron clasiYicados como tóxico y moderadamente tóxico, respectivamente. Los restantes
funguicidas fueron inocuos para este auxiliar. Ambos modelos de regresión fueron ade-
cuados para describirla distribución espacial de P. Plurnifer,a pesar que el modelo de
Taylor se ajustase mejor a las situaciones de baja densidad poblacional. La población de
P. Plumifer en las viñas pulverizadas con propineb presentó una distribución espacial ale-
atoria, comprobado por el coeficiente b=1 del modelo de Taylor y^=1 del modelo de
Iwao. En las restantes poblaciones estos coeficientes fueron superiores a uno, indicando
una distribución espacial agregada.

Este estudio reveló que la aplicación del fungieida más tóxico, además de reducir la
de^nsidad poblacional de P. Plumifer alteró el comportamiento de la especie, alterando su
distribución espacial de agregada para aleatoria.

Palabras clave: Fungicidas. Toxicidad. Phytoseius plumifer, Viris vinífera, Ley
potencial de Taylor. Método de regresión de Iwao.

ABSTRACT

BncE^na S. . R. Rouatcues, L. M. BRiTO. A. Mextn. 2006. Effect of fungicides appli-
cation on the spa[ial distribution pattern of phytoseiid populations. BuL Son. ^eR. Plugus,
32:273-279.

Knowledge of spatial pattern of phytoseiid mites distribution is essential for develo-
ping sampling methods and for studying the side effects of pesticides on these popula-
tions. Effects of three consecutive applications of five different fungicides (mancozeb.
folpet, copper oxychloride. the mixture cymoxanil+famoxadone) and water as control,
were evaluated in a field trial, carried out in a vineyard of L.oureiro located in Ponte de
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Lima (Northwest Portugal). The number of phytoseiids on the leaves was periodically
assessed according to the methods of the International Organization for Biological and
Integrated Control and data were analyzed according to the regression models: Taylor
power law and Iwao"s patchiness regression.

The highest taxes of mortality of Ph^toseius plumifer, the dominant species in this
vineyard, happened with the fungicides propineb and mancozeb which were respectively
classitied as harmful and moderately harmfLl to phytoseiid mi[es. In contrast, the other
fungicides were harmless to these predatory mítes. Both regression models were ade-
quate to describe the spatial pattern of P. plwnifer. However, for lower population den-
sity. Taylo(s power law fit the data better. In vines sprayed with propineb. P. plumifer
showed a random distribution (coefficient b=1 of the Taylor's model and ^=1 of the Iwa-
o's model). In all the other situations, Taylor's b and Iwao"s ^ were both significantly > I
indicating that P. plumifer populations were aggregated.

This study revealed that the application of a harmful fungicide besides having redu-
ced the population density of P. plumifer, also changed the behaviour of the species, alte-
ring its usually aggregated spatial pattern into a random one.

Key-words: Fungicides, toxicity, Ph}7oseius plumif'er, Viris rinifern, Taylor"s power
law, Iwao's patchiness regression
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