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Introducion

Os virus vexetais representan hoxe, xunto coa seca e outros fendmenos climaticos, un
dos maiores problemas que poden afectar a agricultura. Enfermidades de graves efectos, in-
cluida a morte da planta, transmisions que poden ser moi rapidas e masivas e a practica im-
posibilidade de tratamento das doenzas fan destas uns dos maiores riscos econémicos que
deben afrontar os agricultores.

A transmision de virus vexetais pode ser mediada por vectores —insectos (a grande
maijoria), acaros, nematodos e plasmodidforos—, mecanicamente por contacto entre plantas
ou por practicas de cultivo ou ben por grans de pole infectados (Adams & Antoniw, 2007). As
transmisions de virus vexetais mediadas por vectores vefien determinadas por tres interac-
cidns distintas: interaccion virus-planta, interaccion virus-vector e interaccion vector-planta.

As interaccidns virus-planta son normalmente as primeiras en ser estudadas porque é
o primeiro problema que se presenta en campo: a infecion. Dentro destas interaccions pode-
riamos salientar algtiins puntos de relevancia: se o virus ¢ restrinxido a algun tecido ou se se
espalla sistemicamente por todo o organismo, se a taxa de replicaciéon e movemento dentro
do hospedador son altas ou baixas, se os efectos a nivel fisioloxico e de producion son impor-
tantes, se causa a morte do hospedador e o tempo que tarda en producila, se o hospedador é
unha planta anual, bianual ou ben unha lefiosa perenne, se existen hospedadores alternativos
que poidan servir coma fonte de indculo en campo e se os sintomas poden servir de reclamo
para os vectores do virus.

As interaccidns virus-vector poden, en moitos casos, tardar en ser estudadas pois en
primeiro lugar hai que descubrir cales son os vectores, no caso de os existir. Unha vez cofeci-
dos os vectores o estudio das interaccions entre ambos é complicado. As mais das veces im-
plica o traballo con plantas con e sen virus e os vectores que fan que os traballos sexan com-
plexos e en moitos casos que se alonguen no tempo ata conseguir cofiecer os resultados. Os

puntos de interese neste caso incluen a analise da adquisicion e o tempo necesario para que
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Introducion

esta se produza, o tempo, o modo e lugar de permanencia de virus infectivos no vector, a efi-
cacia de transmision, o mecanismo de inoculacién para que a infecion tefia lugar e a transmi-
sion a descendencia do vector.

As interaccions planta-vector son habitualmente estudados dende a perspectiva de se-
ren considerados pragas. O obxectivo sera enton analizar o efecto que sobre a producion e
rendemento do cultivo ten o vector. Sen embargo a transmision viral non ten porque estar
ligada 6 feito de seren praga do cultivo. Os danos derivados das infecions virais poden ser
producidos por niveis de vectores moi baixos que non supoiien problemas para as plantas e o
seu cultivo, podendo producirse ainda no caso de non ser a planta hospedadora do vector.
Asi pois ¢ necesario cofiecer as dinamicas poboacionais dos vectores atendendo ¢ manexo
que se fai do cultivo, a capacidade de desprazamento dos vectores, se existen hospedadores
alternativos para o vector e se eses hospedadores alternativos supofien tamén unha fonte de
inoculo para a transmision, o comportamento alimentario dos vectores na planta problema e

a coexistencia temporal entre os vectores e as plantas.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18kb
| ] ] ] ] ] ] ] ] I
ORF 1a ib 2 3 4 5 6 7 8 910 1112
PRO MT 6K HSP70 CP 21K 20K 7K

RdRp 5K 55K CPd 20K 4K

Figura 1: Esquema do xenoma do GLRaV-3. Na parte de abaixo amosase o esquema do xenoma completo do
GLRaV-3 aparecen separados como caixas independentes os distintos marcos de lectura aberta (ORF) nos
que se estrutura o xenoma (numerados na parte superior). Aparece asimismo 6 seu car6n o nome segundo a
funcién que presentan, ben cada ORF ben os diferentes dominios. Asi pois no primeiro ORF identificanse
un dominio con semellanza a unha proteasa semellante 4 papaina, un dominio anidlogo 6 dunha metiltrans-
ferasa e un dominio anilogo a unha helicasa. O segundo ORF (1b) codifica para unha RNA-polimerasa
RNA-dependente; o cuarto para unha proteina de choque térmico de 70 KDa; o sexto para a proteina da
capside e o sétimo para a copia diverxente da proteina. O resto dos ORFs aparecen identificados polo tama-
o da proteina codificada expresado en kilodaltons. Na parte superior amosase a escala de tamano do xeno-
ma. (Ling et al., 2004)
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Introducion

TRANSMISION
VIRUS XENERO VECTORES
MECANICA

GLRaV-1 Ampelovirus 2 spp. Pseudococcidae e 2 Non

spp. Coccidae
GLRaV-2 Closterovirus Sen vector coiiecido Si
GLRaV-3 Ampelovirus 9 spp. Pseudococcidae e 1 Non

sp. Coccidae
GLRaV-4 Ampelovirus (provisional) Sen vector coiiecido Non
GLRaV-5 Ampelovirus Pseudococcus longispinus Non
GLRaV-6 Ampelovirus (provisional) Sen vector coiiecido Non
GLRaV-7 Closteroviridae sen xénero Sen vector coiiecido Non
GLRaV-8 Ampelovirus (provisional) Sen vector cofiecido Non
GLRaV-9 Ampelovirus Pseudococcus longispinus Non

Taboa 1: Familia dos virus asociados 6 enrolado da vide (GLRaV). Na tidboa amdsanse os membros da
familia asi como as stias principais caracteristicas

As tres interaccions estan moi ligadas entre si e, en boa medida, as caracteristicas de
cada unha determinan e van estar determinadas polas das outras. Asi pois un virus mortal en
curto prazo é moi dificil que sexa transmitido por un vector cunha capacidade de movemento
moi limitada e cunha efectividade de transmision moi baixa e de moi baixa persistencia no
vector pois o tempo de coexistencia de individuos infectado con sans seria demasiado breve
para que tefia lugar un suceso infectivo (un vector adquire o virus da planta infectada antes
de que esta morra e se despraza ate a planta sa e é quen de lle inocular o virus antes de que
perda a sua capacidade infectiva). Sen embargo, se a enfermidade producida polo virus ten un
efecto escaso sobre a planta e a stia supervivencia, e sobre todo cando se trata de virus que
afectan a plantas perennes, é factible a transmisidon por vectores moi pouco eficaces, ainda
que o tempo de retencion da infectividade por parte do vector sexa baixa: o tempo de coexis-
tencia de plantas sas e infectadas pode chegar a ser moi longo co que ainda que a probabili-
dade de que se dea un suceso infectivo sexa moi baixa é sinxelo que durante ese longo periodo

se produza alomenos un.

15



Introducién

Figura 2: A. Micrografia de microscopio electrénico de transmision dunha particula de GLRaV-3 captura-
da por anticorpos e resaltada con tincidn negativa realizada con acetato de uranilo 6 2%. (Credi & Giunchedi
1996). B. Micrografia de microscopio electronico de transmision dunha particula de Beet yellows virus
(BYV), especie tipo do xénero Closterovirus tinguida con acetato de uranilo no que se pode apreciar o arro-
lado das proteinas da capside. (Agranovsky et al., 1995). Barra = 100 nm

Dentro deste ultimo grupo se atopa o sistema virus-planta-vector que vai ser estudio
desta tese doutoral. Tratase do sistema Grapevine leafroll-associated virus 3-Vitis vinifera-

Planococcus citri.

Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3)

Este virus, o virus 3 do enrolado da vide, é a especie tipo do xénero Ampelovirus que
pertence 4 familia Closteroviridae (Martelli et al., 2002). E un dos membros da familia de
virus asociados 6 enrolado da vide que ata este momento esta formada por 9 virus (Taboa 1)

E un virus de RNA de cadea simple de polaridade positiva de 17.919 nucleétidos (nt)
(Ling et al. 2004). O xenoma esta composto por 13 secuencias de lectura aberta (ORFs) fran-
queadas por duas secuencias non transcribibeis (UTRs) unha de 158 nt no extremo 5’ e outra

de 277 nt no extremo 3’ (Ling et al. 2004) (Fig. 1). A ORF 1la codifica para unha longa
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Introducion

Figura 3: Microfotografia dun virién de BYV decorado con anticorpos para a copia diverxente da proteina
da capside que amosa a sda distribucion nun dos extremos da particula viral (=). Este tipo de estrutura de-
nominase rattlesnake ou cobra de crotalos. (Agranovsky et al., 1995). Barra = 300 nm.

poliproteina autolitica de 245.277 Da que presenta tres dominios de homoloxia cofiecida
cunha proteinasa analoga 4 papaina, unha metiltransferasa e unha helicasa; a ORF 1b que
codifica para a RNA-polimerasa RNA-dependente de 60.678 Da; a ORF 2 codifica para unha
proteina de 5.927 Da e ven seguida dunha gran rexion interxénica de 1.067 nt; a ORF 3 codi-
fica para unha proteina de 5.090 Da; a ORF 4 codifica para unha proteina de 59.113 Da de
alta homoloxia coas HSP70 de closterovirus e que é probable que tefia un dominio con activi-
dade ATPasa no extremo N-terminal e outro determinante de interaccidons proteina-proteina
no extremo C-terminal; a ORF 5 codifica para unha proteina de 54.852 Da sen similaridade
significativa con outras secuencias agas un 11-12% de homoloxia coa proteina corresponden-
te de outros membros da familia Closteroviridae; a ORF 6 codifica para a proteina da capside,
de 34.866 Da, que ten unha homoloxia dun 12-16% coa proteina da capside doutros mem-
bros da familia Closteroviridae; a ORF 7 codifica para a copia diverxente da proteina da cap-
side, tipica da familia Closteroviridae, de 53.104 Da; as 5 ORFs restantes, dende a 8 ate a 12
codifican para 5 proteinas sen homoloxia con proteinas de funcidn cofiecida. As suas masas
moleculares son: ORF 8, 21.248 Da; ORF 9, 19588 Da; ORF 10, 19652 Da; ORF 11, 3933 Da e
ORF 12, 6768 Da (Ling et al., 1997, 1998, 2004).

A particula viral ¢ filamentosa e flexuosa de entre 1800 e 2000 nm de lonxitude (Ling

et al. 1997) (Fig. 2) e 12 nm (Credi & Giunchedi, 1996) de grosor que esta formada, ate onde
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Introducion

se sabe, por dudas proteinas da capside e unha molécula de RNA. A estrutura da capside su-
ponse analoga 4 do resto de membros da familia Closteroviridae: o xenoma aparece arrolado
no interior protexido pola proteina da capside que, disposta de xeito helicoidal, o recubre na
stia maior parte, deixando sé un dos seus extremos libre, onde aparece a copia diverxente da
proteina da capside (Agranovsky et al., 1995). Esta disposicion helicoidal cunha clara polari-

dade denominase estrutura en cobra de crétalos (rattlesnake) (Fig. 3).

A vide

A vide, Vitis vinifera L., é unha liana de bosque caducifolio (Fig. 4). Pertence a familia
Vitaceae que agrupa maioritariamente a lianas tanto herbaceas como lefiosas de distribucion
primariamente intertropical ainda que nalguns casos sufriu adaptacions a medios desérticos.
O xénero Vitis inclie unhas 60 especies da area tépeda do hemisferio norte; desas 60 especies
a metade son orixinarias de América do Norte, a outra metade de Asia e s6 unha, Vitis vinife-
ra, de Eurasia (Mullins et al., 1992).

O centro de diversidade de Vi-
tis vinifera situase a rexion Transcau-
casica entre o mar Negro e o mar
Caspio, se ben estaba estendida natu-
ralmente por toda Europa & fin do
Pleistoceno. Crese que o seu cultivo
se orixinou durante o Neolitico
(6000-5000 a.n.e.), e ainda que é pro-
bable que o primeiro cultivo estivese

ligado a utilizaciéon da uva para ali-

mentacion directa, posteriormente se

Figura 4: Ilustracidon de Vitis vinifera. Nela amosase o sar-
mento (A), a folla (B), a inflorescencia en acio (C), o gabian
(D) e o acio de froitos (E). (obtido de www.wikipedia.org)

expandiu ligada a cultura de elabora-

cién do vino. A proximidade do vifio
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a divindade, que segundo a mitoloxia ensinou o xeito de facelo —¢ o caso de Osiris, Dionisos e
Baco-, e a asimilacion do seu uso e emprego en ritos e celebracions polas relixions xudia e
cristia favoreceu a stia expansion. O cultivo da vide pronto se espallou polo Crecente fértil e
Exipto e mais tarde a China e, polos fenicios e os gregos, a toda a bacia do Mediterraneo. Fo-
ron sen embargo os romanos os que estableceron o cultivo da vide en todo o seu imperio le-
vando con eles as variedades e as técnicas de cultivo. A caida do Imperio Romano xunto con
ciclos climaticos frios repercutiron negativamente no cultivo quedando en grande medida
relegado 6s mosteiros durante a Idade Media. A importancia do vifio e da vifia dentro da re-
lixion cristia fixo entre outras cousas que a vifia se movera 6 ritmo dos descubrimentos e co-
lonizacioéns, co que recuperou grande parte do esplendor perdido (Mullins et al., 1992).
Dende o século XVII 6 XIX o cultivo da vide tivo que facer fronte a importantes reve-
ses que diminuiron importantemente a producion: a Guerra dos Trinta Anos que devastou
grande parte dos viiedos do Palatinato, nas ribeiras do Rhin; as xeadas de 1709 que danaron

moi seriamente os vifledos setentrionais de Francia e Alemafa; e a entrada en 1868 da filoxe-

SUPERFICIE COLLEITADA
Superior a 500 Kha Il
500-100 Kha [

100-50 Kha [

50-1 Kha ]

Inferior a1 Kha (]

Figura 5: Mapa de distribucién do cultivo da vide. O mapa amosa a ditribucion da superficie adicada 6
cultivo da vide no ano 2006 (datos obtidos a partir de faostat.fao.org) e as isotermas de temperatura media
anual (Mullins et al., 1992)
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PRODUCION (Tm) SUPERFICIE (Ha)
Italia 8.325.888 Espafia 1.200.000
Francia 6.692.550 Francia 842.026
Espafia 6.401.500 Italia 754.987
China 6.375.000 Turquia 550.000
Estados Unidos de América 6.093.560 China 483.200
Turquia 4.000.063 Estados Unidos de América 320.000
Iran 2.963.755 Iran 314.547
Arxentina 2.880.927 Portugal 222.528
Chile 2.250.000 Arxentina 218.991
Xap6n 2.098.000 Romania 187.094
Africa 3.906.520 Africa 339.637
Asia 17.337.061 Asia 1.883.311
Europa 28.535.598 Europa 3.973.023
MUNDO 68.210.510 MUNDO 7.258.420
Téboa 2: Producién mundial de uva segundo Tédboa 3: Superficie adicada 6 cultivo da
territorio. (Datos de 2006 obtidos de faos- vide segundo territorio. (Datos de 2006 obti-
tat.fao.org) dos de faostat.fao.org)

ra procedente de Norteamérica que afectou rapidamente 4 maior parte das rexidns viticolas
europeas e que deu lugar a posterior entrada do mildeu e o oidio procedentes tamén de Nor-
teamérica a través da utilizacion de portaenxertos resistentes a filoxera (Mullins et al., 1992).

Vitis vinifera é unha especie de clima tépedo que non aguanta fortes frios en inverno e
que precisa calores relativamente altas no veran para a maduracion do seu froito. Estas carac-
teristicas, xunto coa preferencia pola seca estival, fan que o clima ideal para o cultivo da vide
sexa o mediterraneo, sendo destacables os vifios das zonas que posten este clima (Taboas 2 e
3). O cultivo da vide esténdese en dous cintos entre os paralelos 30 e 50 de latitude norte e
entre os 30 e 40 de latitude sur. Estas zonas correspéndense aproximadamente coas delimita-
das polas isotermas 10°C e 20°C (Fig. 5). Sen embargo outros factores como correntes frias ou
quentes, grandes masas continentais ou a proximidade do mar, asi como diferentes altitudes
poden modular a sua distribucion (Mullins et al., 1992).

A cultivo da vide en Galicia foi introducido probablemente polos primeiros pobos

comerciantes que chegaron as costas, pero foi coa romanizacion cando se expandiu por gran-
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de parte da sta extensidon. As oscilacions climaticas modificaron a distribucion de xeito que
hoxe en dia se cultiva prioritariamente na zona sur da Comunidade Auténoma ben ligado a
influencia marina ben ligado ds vales fluviais nas zonas interiores (Martinez Chantada et al.,
1999).

O cultivo da vide é analogo 6 da maior parte das froiteiras lefiosas. O feito de seren
plantas perennes e o retardo en chegar a plena producion fai que o emprego das técnicas de
enxerto sexan parte vital do seu cultivo. Este feito, ligado 6s problemas derivados da filoxera
que fan necesaria a utilizacion de portaenxertos obtidos a partir das vides americanas que son
resistentes a este insecto, fai que as trasfegas de material vexetal sexan abundantes. Deste mo-
do o principal xeito de transmision e dispersion dos virus ligados 6 cultivo da vide son as pro-
pias técnicas de cultivo.

Sen embargo o feito de se tratar dunha liana fai que a distribucion de pés e os modos
de titoreo sexan particulares da vide. Tres son os xeitos maioritarios de cultivo empregados
(Fig. 6):

-cepa baixa, no que as vides se dispofien dun xeito mais ou menos ordenado e no que

o titoreo é escaso, quedando limitado a unhas cantas varas. En Galicia é frecuente que este

Figura 6: Tipos de conducién do cultivo. Os esquemas amosan os principais tipos de conducién emprega-
dos no cultivo da vide: cepa baixa (A), na que non se emprega un sistema de conducién e a planta crece sen
guias; en arxons (B), no que as plantas medran sobre o soporte de cables que se dispoiien nun plano vertical;
e en emparrado (C) no que as plantas medran guiadas por cables dispostos en horizontal nun plano elevado
entre metro e medio e dous metros de altura.
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manexo vaia asociado 6 cultivo en socalcos.

-arxons ou en espaller, no que as vides se dispofien regularmente en ringleiras e se
conducen a modo de muros de modo que se favorece unha maior aireacion e insolacion e
ademais permite a mecanizacion de moitas tarefas do cultivo.

-parras, no que as vides se distribuen igualmente en ringleiras pero se conducen me-
diante estruturas horizontais elevadas o que permite un grande aproveitamento da insolacion
asi como afastar os froitos do chan para minimizar os problemas derivados das enfermidades
funxicas (Martinez Chantada et al., 1999).

As caracteristicas climaticas de Galicia fan que o grao de maduracion das uvas se con-
verta a cotio nun punto clave. A entrada de frontes nubosas do océano Atlantico limita a in-
solacion estival e, polo tanto, atrasa a maduracion das uvas. As choivas de finais de veran e
primeiros de outono favorecen a aparicion de botrites e impiden adiar a colleita & espera de
mellorar o maduro dos froitos. Deste modo, en funcién das caracteristicas particulares de
cada ano, acadar o punto de maduracion adecuado pode ser unha mision complicada, cando
non imposible. O GLRaV-3 6 producir atrasos no proceso de maduracion do froito vai supo-

fier un grande problema nos cultivos vitivinicolas galegos (Cabaleiro et al., 1999).

As cochinillas

As cochinillas algodonosas pertencen a familia Pseudococcidae, sendo polo tanto
membros da orde Hemiptera, suborde Sternorrhyncha, superfamilia Coccoidea (Taboa 4). A
orde Hemiptera engloba 6s insectos zugadores, na siia maioria de fluidos vexetais pero tamén
algtns —certos membros da suborde Heteroptera— de fluidos animais. O seu modo de alimen-
tacion confirelles a todos eles unhas caracteristicas semellantes no que atinxe o seu aparato
bucal, a certas caracteristicas do aparato dixestivo e & presencia de endosimbiontes que lles
permiten alimentarse de fluidos que presentan deficiencias nutritivas. Sen embargo outros
moitos caracteres como a morfoloxia, modos de vida, e tipo de reproducion son ben diferen-
tes. A suborde Sternorrhyncha abrangue afidos, cochinillas, psilidos e moscas brancas. Repre-

sentan grande parte das pragas de cultivo e conforman boa parte dos insectos transmisores de
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virus vexetais, o que lles confire unha gran transcendencia. Dentro da superfamilia Coccoidea

(Taboa 4) que xunta tédalas cochinillas diferéncianse dez familias e entre elas a familia Pseu-

dococcidae é a que engloba as cochinillas algodonosas, cun total de 2224 especies (Ben Dov,

2007). Estas cochinillas caracterizanse por non presentar unha cuberta cérea rixida, senon

que o seu corpo brando queda exposto cuberto tan sé por unha lixeira capa pulverulenta de

ceras brancas. Estas ceras acumulanse tamén sobre as setas marxinais e caudais o que as fai

moi evidentes.

O xénero Planococcus, un dos 286 xéneros da familia Pseudococcidae, agrupa 43 espe-

cies (Ben Dov, 2007) distribuidas en 5 grupos: o grupo citri da bacia mediterranea e da Africa

tropical, o grupo dendrobii da Africa tropical e Indonesia, o grupo dorsospinosus do Oriente

FAMILIA XENEROS
Aclerdidae 5
Asterolecaniidae 22
Beesoniidae 6
Caroyenimidae 4
Cerococcidae 3
Coccidae 166
Conchaspididae 4
Dactylopiidae 1
Diaspididae 395
Eriococcidae 69
Hamilococcidae 5
Kermesidae 10
Kerriidae 9
Lecanodiaspididae 12
Margarodidae 77
Micrococcidae 2
Ortheziidae 20

Phenacoleachiidae 1
Phoenicococcidae 1
Pseudococcidae 286
Stictococcidae 3
Totais 1101

Téboa 4: Superorde Coccoidea. Amdsase a
composicién en familias da superorde Coc-
coidea asi como o nimero de xéneros e espe-
cies de cada unha delas (Datos obtidos a

partir de Ben-Dov, 2007)

ESPECIES

57
232
15

4

72
1151
29
10
2411
545
21
91
98
82
445

196

2

1
2221
15
7706

e a rexion austrooriental, o grupo volvae res-
trinxido as cupresaceas, e o grupo mali presente
no Oriente e zona austrooriental. Algunhas delas
son consideradas como pragas de cultivos como é
o caso de Planococcus ficus, na vide, as figueiras e
os granados, P. citri en citricos, cacao e un amplo
rango de cultivos de invernadoiro, P. kenyae en
cafeto e P. lilacinus e P. minor en cacao. Outras
malia aparecer en plantas de cultivo non soen
presentar poboacidns suficientemente grandes
como para ser consideradas pragas. Algunhas
delas son especificas dun determinado xénero ou
familia de hospedador, como as especies do grupo
volvae que aparecen s6 en cupresaceas. Outras,
pola contra, son claramente polifagas e aparecen
sobre multitude de hospedadores coma P. citri ou
P. ficus. Estas duas especies aparecen, hoxe en dia,

espalladas por multitude de paises, dispersadas de
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b,a b

Figura 7: Ciclo vital de Planococcus citri: ovo (a), ninfa de primeiro estadio (b), ninfa de segundo estadio (c),
ninfa de terceiro estadio femia (d), femia adulta (e), prepupa no capullo (f), pupa no capullo (g), macho
adulto (h), femia con posta (i). (Esquema adaptado a partir de Cox, 1987)

xeito fortuito polo home, sendo P. citri unhas das especies do xénero mais abundantes, e que
se presentan como praga dun maior numero de cultivos (Cox, 1989).

Planococcus citri (Risso) presenta reproducion sexual obrigada. Os dous primeiros es-
tadios son comuns para machos e femias (Fig. 7), se ben a partir dese momento difiren no seu
desenvolvemento. As femias mudan duas veces mais ate chegar o estadio adulto sen presentar
case modificacions morfoloxicas, non sendo o aumento de tamafno. Os machos pola contra
forman unha pupa da que despois de duas mudas e unha metamorfose completa saira o ima-
go.

A femia adulta (Fig. 8) presenta un corpo oval aplanado e sen as, que acada un tamafio
de entre 1.6 e 3.2 mm de longo e entre 1 e 2 mm de ancho (Cox, 1989). Non se aprecian as
claras diferencias entre cabeza, torax e abdome tipicas da meirande parte dos insectos, inclui-
dos os machos adultos, pero si un certo grao de segmentacion o que permite asignar areas a
cabeza, protorax, mesotdrax, metatorax e abdome. Presenta no seu borde 18 pares de cerarios

que xunto coas setas que os acompanan lle confiren o caracteristico aspecto con protuberan-
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cias laterais. Presenta un par de antenas de sete artellos e tres pares de patas que permanecen
funcionais durante toda a stia vida. O dorso aparece engurrado e cuberto dunha grosa capa de
ceras de aspecto pulverulento que lles axuda a evitar a desecacion. Entre a cabeza e o protdrax
e no sexto segmento abdominal presenta cadanseu par de ostiolos dorsais polos que excreta,
de se sentir acosada, pequenas pingas dunha solucidn rica en graxas moi semellante & hemo-
linfa. Crese que estes ostiolos tefien unha multiple funcidén de defensa, alarma mediante fe-
romonas e mantemento do mutualismo con formigas. Debido 6 comportamentos sedentario
das cochinillas presentan tamén adaptacions que afectan a excrecion. Estas son mecanismos
de expulsion das melazas, que evitan o crecemento de fungos nas colonias, chegando a prope-
ler as pequenas gotas de melaza ate a 2 cm de distancia (Gullan & Kosztarab, 1997).

A particular estrutura do esperma das cochinillas, paquetes de entre 16 e 64 esperma-
tozoides envoltos nunha vaifia, permiten que conserven a sua viabilidade e que a fecundacion
poida ser moito tempo despois da cépula. E cando os 6vulos estan maduros cando son fecun-
dados e comeza o seu desenvolvemento, que vai parello co aumento de tamafo das cochini-
llas adultas. Unha vez maduros os ovos, a femia elabora un ovisaco con ceras filamentosas a
medida que os vai depositando. Este protexe os ovos de inimigos naturais e de condicidns
ambientais adversas, como pode ser a desecacion (Gullan & Kosztarab, 1997).

Os machos adultos en pouco ou nada se parecen as femias. O segundo estado ninfal
dirixese cara puntos relativamente afastados do resto da colonia, e en moitos casos mais ele-
vados, e ai forma o capullo. O terceiro estadio ninfal, mais alongado, e o cuarto, con primor-
dios alares, permanecen dentro do capullo ate que trala metamorfose emerxe o adulto alado.
O seu corpo € sutil, alongado e negro, cun unico par de as de venacidn sinxela e sen ceras so-
bre a cuticula; estas s6 aparecen recubrindo os dous cercos caudais. O seu aparato bucal non é
funcional e presentan na parte ventral da cara un par de ocelos a maiores dos ollos da sta
parte dorsal (Gullan & Kosztarab, 1997).

A cochinilla dos citricos presenta 6 longo do ano un nimero moi variable de xera-
cidns en funcién das condicions climaticas e dos hospedadores. Dende duas ou tres xeracions

anuais detectadas en California ate as 8 xeracions anuais en Palestina (citados por Matinez-
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Figura 8: Esquema morfoldxico de Planococcus citri: na metade da esquerda amdsase a parte dorsal do
corpo e na metade dereita a parte ventral coas caracteristicas de relevancia taxonémica destacadas. (Cox,
1989)

Ferrer et al, 2003). O seu desenvolvemento esta en funcion da temperatura estando descritos
distintos umbrais de temperatura para o seu desenvolvemento. Bodenheimer (1951) establece
o umbral a 8,4°C, Avidov e Harpaz (1969) a 8,2°C, Arai (1996) a 7,7°C, Martinez-Ferrer et al.
(2003) a 8,3°C e Laflin & Parrella (2004) a 10,9°C.

Interaccions

Entre estes tres elementos estan xa descritas un certo numero de interaccions. Poida
que das que mais se saiba sexa das que engloban ¢ virus e a planta. Malia isto quedan ainda
moitos ocos para coniecer completamente como é a relacion entre ambos: taxa de replicacion,
velocidade de movemento ou o que fai que nos portaenxertos a infecion se presente coma
asintomatica. As interaccions entre a vide e a cochinilla algodonosa dos citricos permanecen
tamén bastante inexploradas, en grande medida derivado do feito de non ser considerada esta

unha praga nos cultivos de vide. Non ¢ a cochinilla mais habitual nos vifiedos e ademais soe
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Figura 9: Citopatoloxia do GLRaV-3: A Acimulos de particulas virais (>) nun elemento criboso (ec). B
Vesiculacions nas mitocondrias (m) das células acompaifiantes (ca), as vesiculas poden verse formando circu-
los 6 se dispoiier entre a membrana externa e interna das mitocondrias. pc: parede celular. Barra = 0,5 pm
aparecer en poboacions pequenas abondo como para que representen un perxuizo no ren-
demento do cultivo. As interaccidns entre a cochinilla e o virus son tamén pouco coiecidas,
debido 6s problemas que se presentan a hora de traballar con este sistema viral: un virus res-
trinxido a floema sen hospedadores alternativos e cunha taxa de replicacion relativamente
baixa, co que os resultados de ensaios de transmision poden demorarse ata 13 meses (Caba-
leiro & Segura, 1997), e vectores que presentan unha eficiencia de transmision baixa e que,
debido 6 seu comportamento, introducen unha grande incerteza na realizacién dos ensaios

(Golino et al., 2002).

Interaccidns virus-planta

O GLRaV-3 infecta tddalas especies do xénero Vitis, incluindo as especies americanas,

pero non se cofiecen hospedadores alternativos. O virus é restrinxido 6 floema, aparecendo
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tanto nos elementos dos tubos cribosos coma nas células acompanantes (Fig. 9 A e B). A infe-
cion ten lugar por inoculaciéon do virus no floema. Isto s6 sucede cando se realiza un enxerto
con material infectado, ou cando un insecto zugador o inxecta no interior dun tubo criboso
ou dunha célula acompanante.

A replicacion viral ten lugar nas mitocondrias das células acompafiantes do floema.
Durante a replicacion féormanse entre as duas membranas das mitocondrias, a externa e a
interna, unha serie de vesiculas de contido filamentoso (Fig. 9 B) (Faoro et al, 1992). A mito-
condria presenta cada vez mais vesiculacidns ate que a estrutura colapsa e se liberan no cito-
plasma as vesiculas (Faoro, 1997). E sinxelo chegar a ver masas de virus no interior das célu-
las acompanantes, que soen presentar un citoplasma moi compacto e electrondenso (Fig. 9
B). De xeito esporadico podense atopar nos elementos do floema algiins acimulos virais,
mais laxos que nas células acompanantes e cunha disposicion a modo de nifio (Fig. 9 A). Non
esta estudado o mecanismo polo que o virus sae dende as células acompafantes nin como se
despraza 6 longo do floema, ainda que parece que o seu movemento, asi como a sua taxa de
replicacion é baixa.

As alteracions histoloxicas producidas polo virus son obliteracions necroéticas de célu-
las do floema, e consecuentes proliferacidns hiperplasicas para paliar os danos causados polas
obliteracions (Faoro et al., 1992). Esta descrito asi mesmo un aumento na acumulacién de
amiddn nas follas (Hoefert & Gifford, 1967). Esta acumulacion poderia ser debida & diminu-
cidn da capacidade do floema para translocar a sacarosa debido as necroses (Hoefert & Gif-
ford, 1967), asi como a diminucion da actividade de carga do floema das células acompanan-
tes afectadas pola replicacion do virus, principalmente pola inutilizacion das mitocondrias.

Os sintomas son moi variables en intensidade segundo o cultivar de vide e inexistentes
noutras especies distintas a Vitis vinifera. Estes afectan a coloracion e a forma e consistencia
da lamina foliar. Nos cultivares tintos as zonas intervenais tornanse purpura (Fig. 10 A e B)
mentres que nos cultivares brancos se tornan marelo palido (Fig. 10 C e D) permanecendo en
ambos casos os nervios de cor verde. A lamina foliar en tédolos casos sufre un recurvamento

cara o envés podendo chegar a formar verdadeiros canutos (Martelli & Boudon-Padieu,
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Figura 10: Sintomatoloxia do GLRaV-3. A Sintomatoloxia dunha planta de cv. Tinta femia cultivada en
campo. B Folla de cv. Cabernet franc, cultivar indicador para este virus, cultivado en invernadoiro. C Folla
de cv. Albarino cultivado en invernadoiro. D Sintomatoloxia dunha planta de cv. Albarifio cultivada en
campo.

2006). Ademais diso a consistencia da ldmina vese alterada e se torna fraxil e crebadiza. Nal-
guns casos producense alteracidons na coloracion dos froitos que presentan unha maduraciéon
irregular ainda dentro do mesmo acio. Os sintomas son moi variables segundo o ano e soen
facerse patentes a medida que avanza o veran ata chegar ¢ seu maximo a finais de tempada,
ainda que nese momento poden ser confundidos coas alteracions presenescentes das follas.

O virus reduce o vigor das plantas, o seu desenvolvemento e a lonxevidade das plantas
¢ menor ca de plantas sas. Afecta tamén a producion das plantas, pero sen embargo o mais
serio é a baixada dos niveis de azucres acumulados nos froitos e o incremento de acidez dos
mostos obtidos (Hoefert and Gifford, 1967).

A nivel fisioldxico a infeciéon do GLRaV-3 produce, en Vitis vinifera, baixadas nos ni-
veis de pigmentos fotosintéticos e de proteinas de membrana dos tilacoides e diminte a acti-
vidade fotosintética e as actividades da ribulosa-1,5-difosfato carboxilasa osixenasa e da nitra-
to reductasa (Bertamini et al., 2004). Os efectos que ten o virus sobre a producion afectan
principalmente a producion e calidade de mosto. Segundo os cultivares onde foi analizado, as

perdas poden chegar a ser dun 37% da producién. Os mostos sofren incrementos na acidez
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titulable que poden acadar un gramo de acido tartarico por litro, e baixadas no contido de
azucres dun grao Brix (Cabaleiro ef al., 1999). O efecto sobre a calidade dos mostos varia se-
gundo o ano (Cabaleiro et al., 1999), probablemente influenciado pola climatoloxia, ainda

que non se estableceu ate 0 momento unha relacion clara entre ambas.

Interacciéns planta-vector

Habitualmente Planococcus citri non esta considerada como unha praga que afecte a
vifiedos, sobre todo porque outras cochinillas algodonosas supofien un problema moito mais
serio para o cultivo de vide. Temos asi a cochinilla da vide (vine mealybug), Planococcus ficus
(Walton & Pringle, 2004; Walton et al., 2004), a cochinilla da uva (grape mealybug), Pseudo-
coccus maritimus (Geiger & Daane, 2001; Daane et al., 2002; Koplow Wies, 2004), e en menor
medida a cochinilla escura (obscure mealybug) Pseudococcus viburni e a cochinilla rabilonga
(longtailed mealybug) Pseudococcus longispinus (Daane et al., 2003; Malakar-Kuenen et al.,
2003; Bentley et al., 2006; Varela et al., 2006). Son escasos sen embargo os estudios sobre Pla-
nococcus citri como praga en viitedos (Ruiz Castro, 1965; Lucas Espadas, 2002), restrinxidos a
Peninsula Ibérica, se ben como praga de citricos esta ben estudada (Bodenheimer, 1951; Ber-

linger & Gol'berg, 1978; Martinez-Ferrer et al., 2003; Franco et al., 2004) en toda a bacia do

Figura 11: Colonia de Planococcus citri nun tronco vide controlada por unha formiga
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Mediterraneo.

Ruiz Castro (1965) analiza o efecto de Planococcus citri en vinedos de Almeria descri-
bindo as suas fases, os seus efectos e distribucion nas plantas e nas parcelas e describindo a
sucesion de xeracions durante o ano. Observa a aparicidon de 6 xeracidns diferenciadas das
que a 6° seria a xeracidon hibernante que pode aguantar o inverno en calquera dos estadios de
desenvolvemento agas o de ovo. A duraciéon das xeracions, excepto a da hibernante que é
moito mais longa, oscila en funcion das temperaturas entre os 36 e os 55 dias. Apunta tamén
a grande influencia que presenta a humidade relativa no desenvolvemento das xeracions e os
picos explosivos de cochinillas, punto que sera tamén salientado por Lucas Espadas (2002).
Fai ademais un relatorio dos parasitos e predadores naturais que axudan 6 control da poboa-
cidn de cochinillas e unha descricion de tratamentos quimicos que axudan 6 seu control.

En casos como o de Almeria, nos que as poboacidns son elevadas, é frecuente ver, no
mes de xullo, 4s cochinillas nas partes verdes das parras, infestando follas e brotes tenros. As
veces, cando a infestacion é grave, producense alteracions morfoloxicas facendo que os brotes
sexan mais curtos e ramificados dando un aspecto lixeiramente arrepolado. Durante o mes de
agosto producese unha forte migracion cara os froitos, sendo normal velas s6 nos acios e as
follas que estan en contacto cos troncos. Polo xeral situanse no interior dos acios sobre o ca-
drazo e e sobre a insercién do pedicelo no froito. A fin da tempada, e co comezo dos frios, as
cochinillas hibernantes refuxianse nos troncos e alglins outros puntos das plantas que lles
confiren protecion (Ruiz Castro, 1965). As fortes baixadas nas poboacidns de cochinillas du-
rante o lapso invernal, alomenos no caso da cochinilla escura en Chile, parece estar motiva-
das pola latencia invernal da vide xa que en hospedadores alternativos mantefien a actividade
6 longo de todo o ano. Tamén se supdn que as chuvias invernais poderian ter efectos sobre a
poboacidn no caso de se superar os 150 mm anuais (Prado et al., 2000 citado por Koplow
Wies, 2004)

Dous son os danos que producen as cochinillas: o perxuizo comun a tédolos insectos
zugadores de floema de debilitamento das plantas, ainda que sen rastros de fitotoxicidade, e o

efecto do crecemento de fumaxinas na melaza que excretan. En casos nos que a infestacion ¢é
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moi severa os danos poden ser moi fortes, podendo chegar a se perder a colleita dese ano e a
quedar a colleita do ano seguinte seriamente comprometida, por mor do debilitamento xeral
da planta. Cando as melazas son moitas e recobren grande parte da planta, a opacidade das
capas de fumaxinas, coa stia cor escura, diminten a capacidade fotosintética da planta co que
o debilitamento é ainda mais elevado. Cando a uva se comercializa coma uva de mesa o efecto
que poden ter as cochinillas sobre a colleita é moito maior, xa que a presenza dunhas poucas
cochinillas no acio imposibilita a stia comercializacion (Ruiz Castro, 1965).

O control integrado da cochinilla dos citricos que afectan a vifiedos inclte tanto em-
prego de organismos predadores (coledpteros, dipteros, neurdpteros e crisopidos) e parasi-
toides (himenopteros) (Ruiz Castro, 1965), métodos culturais que procuren evitar a disper-
sioén das cochinillas 6 longo das parcelas, métodos compatibles co cultivo en ecoléxico como
a fumigacidn con aceites, trampas con feromonas para a captura de machos, barreiras que
impidan a dispersion dos estadios mobiles 6 longo da planta e a utilizacion de insecticidas
(Bentley et al., 2006; Koplow Wies, 2004). E interesante citar o feito de que o control das po-
boacidns de formigas sexa un punto importante de cara 6 control de cochinillas. As formigas
protéxenas de parasitoides e predadores ademais de aproveitar as melazas producidas redu-
cindo o nivel de fungos, sobre todo nos agochos (Bentley et al., 2006). En posicidons expostas
o mecanismo de excrecion propio das cochinillas, que propelen a melaza a unha certa distan-

cia, minimiza ese problema.

Interaccidns virus-vector

As cochinillas algodonosas estan descritas como vectores de tres xéneros distintos de
virus: Badnavirus (Lockhart & Olszewski, 1994), Vitivirus (Adams et al., 2004) e Ampelovirus
(Martelli et al., 2002). Todos eles afectan a cultivos perennes ou anuais que se propagan vexe-
tativamente. Debido 6 comportamento alimentario das cochinillas é complicado que actiien
como vectores en mecanismos de transmision non persistente, xa que non tefien unha grande
capacidade para se desprazar entre plantas facendo catas. Sen embargo si que tefien un com-

portamento compatible tanto coa transmision semipersistente coma coa circulativa.
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A proposta de Sylvester (1958), posteriormente adoptada, establece unha clasificacion
dos modos de transmision mixta, a partir de caracteres temporais da transmision e caracteres
derivados do mecanismo. Isto fai que sexa complicado determinar o tipo de transmision em-
pregando so6 a analise de parametros temporais. A diferencia entre a transmisiéon non persis-
tente e a semipersistente atinxe ¢ tempo de retencidon da infectividade: nos non persistentes o
tempo ¢ moi curto e nos semipersistentes a retencion da infectividade ¢ algo mais longa. Sen
embargo a diferencia entre semipersistente e persistente, que nominalmente parecen deriva-
das de parametros temporais, fai referencia a se a retencion da infectividade cesa, ou ben con-
tinda, despois da muda. Asi pois, dous virus con tempos de adquisicion, inoculacidn e reten-
cidn da infectividade moi semellantes poden ser semipersistentes ou persistentes.

Os ensaios de transmision de virus con cochinillas algodonosas son lentos e tediosos.
O comportamento alimentario das cochinillas, con moita menor avidez que os pulgdns,
xunto coa imposibilidade de observar a posicion do labium, fai que xurda un alto grao de
incerteza sobre se as cochinillas estin ou non comendo durante os periodos de adquisicion e
inoculacion (Posnette & Strickland, 1948). Os primeiros ensaios sobre a transmision de virus
por cochinillas foron realizados con plantas de cacao e o Cocoa swollen shoot virus (CSSV),
un badnavirus. As diverxencias de resultados obtidos entre uns e outros experimentos difi-
cultaron a caracterizacion da transmision. Se ben algtns datos levaban a pensar que a trans-
mision era de tipo semipersistente (Posnette & Robertson, 1950) outros facian mais probable
a opcidn de que fose unha transmision de tipo circulativa (Roivainen, 1980). En calquera ca-
so, a disparidade de resultados, xunto coa incerteza sobre a exactitude e o 6ptimo da metodo-
loxia empregada en cada caso, e o baixo nimero de réplicas fai dubidar dos resultados de
moitos experimentos (Roivainen, 1980). Hoxe en dia esta asumida que a transmisiéon dos
badnavirus é semipersistente (Lockhart & Olszewski, 1994). Sen embargo, certos experimen-
tos como os que probaban a transmision transestadial —capacidade de transmitir virus des-
pois da muda- seguen mantendo un certo grao de incerteza sobre o mecanismo (Roivainen,

1980).
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FAMILIA ESPECIE VIRUS CITA
Neopulvinaria innumerabilis GLRaV-1 Fortusini et al., 1997 (xunto co GVA)
- (Rathvon) GVA Fortusini et al., 1997 (xunto co GLRaV-1)
= . . Sforza et al., 2003;
(% Pgrthe}:@lecamum corni GLRaV-1 Hommay et al., 2007 (xunto co GVA)
8 (Bouché) GVA Hommay et al., 2007 (xunto co GLRaV-1)
= Pulvinaria vitis (Linnaeus) GLRaV-3 Belli et al., 1994
. . GLRaV-1  Sforza et al., 2003
Heliococcus bohemicus Sulc Sforza et al., 2003;
GLRaV-3 Zorloni et al., 2003;
Zorloni et al., 2004
GVA Zorloni et al., 2004
Phenacoccus aceris (Signoret) Clieel Sforza ef al., 2003
GLRaV-3 Sforza et al., 2003
Cabaleiro & Segura, 1997;
Planococcus citri (Risso) GV G"l?m et al., 2000;
Golino et al., 2002
GVA Rosciglione & Castellano, 1985
Rosciglione & Gugerli, 1989;
Engelbrecht & Kasdorf, 1990;
Gl Gogszczynski & Jooste, 2003;
Zorloni et al., 2004
Planococcus ficus (Signoret) Rosciglione & Castellano, 1985;
GVA Engelbrecht & Kasdorf, 1990 (xunto co GLRaV-3);
Goszczynski & Jooste, 2003
> Tanne et al., 1989b, 1993;
(E) e Boscia et al., 1993
Qo Pseudococcus calceolariae (Maskell) GLRaV-3  Petersen & Charles, 1997
§ Pseudococcus comstocki GLRaV-3 Nakano et al., 2003
g (Kuwana) GVA Nakano et al., 2003
= Rosciglione & Gugerli, 1989;
(% Tanne et al., 1989a;
Petersen & Charles, 1997;
Gl Golino et al., 2000;
Golino et al., 2002;
Kuniyuki et al., 2005
Pseudococcus longispinus Golino et al., 2002;
(Targioni Tozzetti) GLRaV-5 i et al., 2003
GLRaV-9 Sim et al., 2003
Rosciglione et al., 1983;
GVA Rosciglione & Castellano, 1985;
LaNotte et al., 1997
Tanne et al., 1993
e Kuniyuki et al., 2006
Pseudococcus maritimus (Ehrhorn) GLRaV-3  Golino et al., 2002
GLRaV-3 Gol?no etal., 1995;
. s s Golino et al., 2000
Pseudococcus viburni (Signoret)
e GVA Garau et al., 1995
GVB Garau et al., 1995;

Golino et al., 1995

Téboa 5 : Cochinillas transmisoras de virus de vide. Na tdboa recollense tddalas especies descritas ate o mo-
mento como transmisoras de virus de vide, sinalando os virus que transmiten, asi como as citas bibliografi-

cas nas que se demostra a transmision
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No caso dos vitivirus a caracterizacion levada a cabo por La Notte e os seus colabora-
dores (1997), asumiu que a transmision é tamén semipersistente. O feito de que se poida
transmitir a plantas de Nicottiana clevelandii, onde a infecion ¢é sistémica e pode ter lugar por
inoculacion en células epidérmicas ou do mesoéfilo, e a apariciéon mais tempera dos sintomas
facilita as probas. Posteriormente, parece que as particulas virais de GVA, Grapevine virus A
—virus tipo dos vitivirus- foron detectadas asociadas 6 extremo distal do estilete das cochini-
llas ainda que de momento este extremo non foi publicado (Martelli et al., 2001).

No caso dos ampelovirus a transmision tamén esta definida como semipersistente en
virtude dos parametros temporais: tempo limitado de persistencia no vector (uns poucos di-
as) e non deteccion nin de periodo de latencia nin de transmision transestadial. Sen embargo,
as caracteristicas dos ensaios de transmisidon con cochinillas que establecen periodos de ad-
quisicion de varios dias e/ou grandes periodos de inoculacion, fai que sexa moi complicado
poder detectar os periodos de latencia.

Os datos obtidos ate 0o momento co GLRaV-3 e Planococcus citri (Cabaleiro & Segura,
1997) e outras cochinillas (P. ficus e Ps. longispinus) (Kriiger et al., 2006) supoiien que a
transmision do virus e de caracter semipersistente. Nestes ensaios os individuos, despois dun
periodo de adquisicion de virus en planta infectada, son postos en planta sa para a inocula-
ciéon. O tempo maximo de retencion da infectividade para P. ficus é de alomenos 48 h alimen-
tandose en planta non hospedadora e se pode detectar a presencia do virus ate 8 dias comen-
do en planta non hospedadora. No caso de Ps. longispinus o tempo de detectabilidade do vi-
rus é de 72 h tanto en xexuin coma alimentandose en non hospedador (Kriiger et al., 2006).
Os ensaios con P. citri amosaron a deteccion do virus ate despois de 96 h de alimentacién en

non hospedador (Cid et al., 2006).
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Obxectivos e xustificacion do traballo

O obxectivo que marcou este traballo foi a interese en botar algo de luz sobre parte
das incdgnitas que permanecen sobre a transmisiéon do GLRaV-3 polas cochinillas e como ten
lugar en campo. Centramonos nas interacciéons menos estudadas, as interaccions planta-
vector e as virus-vector. Para iso decidimos achegarnos 6 problema dende diferentes perspec-
tivas. Asi, o traballo engloba unha parte de estudio en campo de poboacions de Planococcus
citri nun vinedo en plena producion do cultivar Tinta femia conducido en emparrado, outra
parte un estudio do mecanismo de transmision do virus polas cochinillas e unha terceira parte
un estudio do comportamento alimentario das cochinillas sobre vide.

Para o estudio en campo realizouse o seguimento da poboacién durante un periodo de
tres anos, 2003-2006. Malia a que outros traballos empregaban para as mostraxes trampas
con feromonas para a captura de machos nés optamos pola captura con cintas adhesivas situa-
das nas plantas. Este método nos permitia cofiecer o0 movemento das ninfas e adultas polas
plantas, que van ser as transmisoras do virus. O emprego das trampas de feromonas daria
informacion sobre a aparicion de machos pero iso non implicaria necesariamente que se co-
rrespondese cos movementos das femias. Pretendimos analizar as flutuaciéns da poboacion 6
longo dos anos e a influencia que a climatoloxia podia presentar nelas, o movemento das co-
chinillas na planta e para completar analizar a evolucién de cochinillas viruliferas 6 longo do
ano en plantas xa infectadas.

Para o estudio do mecanismo de transmision do virus tentouse a localizacién do virus
das cochinillas portadoras. As técnicas baseadas na PCR, pola sta sensibilidade, poder conside-
rar como infectivos insectos que, malia portar o virus, non son quen de o transmitir. Isto fixo
plantexarmonos que a localizaciéon do virus nas cochinillas podia axudar a identificar cales son
as cochinillas viruliferas que son realmente infectivas. O enfoque neste caso foi dual: por un

lado localizacién mediante a deteccidn, por técnicas baseadas na PCR, nos diferentes 6rganos
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trala diseccion, e polo outro a localizacion do virus nas cochinillas mediante inmunomarcaxe
ligado microscopia electronica. A fin era saber que drganos do insecto estaban ligados coa
transmision do virus.

Para o estudio do comportamento alimentario empregouse a técnica das graficas eléc-
tricas de penetracion (EPG, electrical potential graphs) (Fig. 1). O obxectivo deste apartado
era pofier a punto unha ferramenta que permita cofiecer en cada momento que actividade
esta realizando a cochinilla cando se atopa na planta. Dado que o comportamento das cochini-
llas é criptico ocultando baixo o corpo o labio é practicamente imposible saber cando a cochi-
nilla esta comendo. Esta técnica baséase na analise das oscilacions de potencial eléctrico que se
producen no circuito eléctrico composto polo insecto e a planta durante a siia alimentacion.
As caracteristicas das ondas rexistradas, a amplitude, a frecuencia, a forma e a sta orixe, per-

miten cofiecer que actividades realiza o insecto durante a sua alimentacion e a localizacion do
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Figura 1: Esquema do sistema de rexistro DC-EPG. 1 Sinal de EPG que na actualidade se obtén directamente
na pantalla do ordenador e se almacena. 2 Amplificador que amplifica 50 veces as oscilacions de potencial obti-
das. 3 Resistencia interna do equipo (1G(2). 4 Toma de terra. 5 Subministrador de voltaxe. 6 Electrodo do
insecto que esta composto por un fino fio de cobre adherido 6 seu dorso por pintura condutora con base de prata.
7 Electrodo da planta que vai introducido na terra himida para que faga contacto. 8 Gaiola de Faraday (en la-
ranxa) na que se atopa metida a planta e que evita a interferencia de ondas electromagnéticas ambientais.
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extremo distal dos estiletes. Esta técnica foi empregada para o estudo do comportamento ali-
mentario de diversos tipos de hemipteros (pulgéns, mosca branca, cicadélidos, psilidos) e ta-
mén tisandpteros (trips).

O sistema basease na creacion dun circuito eléctrico entre o insecto e a planta median-
te a colocacion dun electrodo en cada un, conectados entre si polo sistema de amplificacion e
rexistro. O electrodo da planta introducese na maceta que debe ter a terra humida para que
faga contacto. O electrodo do insecto, que € un fino fio de ouro, coldcase no insecto adherido
con pintura condutora con base de prata. O sistema de amplificacidon e rexistro posue unha
resistencia interna de 1GQ e subministra unha diferencia de potencial variable cunha intensi-
dade de corrente desprezable (<5 pA). Debido a sensibilidade do sistema de rexistro a planta e
o insecto deben estar pechados, durante o rexistro, nunha gaiola de Faraday que elimine o
ruido producido polas ondas electromagnéticas ambientais.

A modo de resume os obxectivos serian:

Corfiecer o papel que Planococcus citri pode xogar como vector do virus 3 do enrolado da
vide (GLRaV-3) mediante o seguimento das stias poboacidons naturais nun vinedo,
vendo a sta distribucion nas plantas 6 longo do ano, o seu movemento, a proporcion

de adultas e ninfas e as flutuacions poboacionais 6 longo do ano

Corfiecer os 6rganos de Planococcus citri implicados na transmision do GLRaV-3 e a sta in-

fluencia no mecanismo de transmision.

Cofiecer o comportamento alimentario de Planococcus citri mediante a técnica de graficas
eléctricas de penetracion (EPG). Isto inclae a descricion dos patréns de onda asociados
con cada actividade e a obtencion dos parametros temporais da stia alimentacion, con

especial interese nos que poidan influir na transmision do GLRaV-3.
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Bioloxia de Planococcus citri (Risso) como praga de baixa
infestacidn nun vifiedo conducido en emparrado

MIGUEL CID

Resume A cochinilla algodonosa dos
citricos, Planococcus citri, compodrtase en
vifiedo coma unha praga de baixa intensida-
de que cobra importancia pola sta capacida-
de vectora de virus. Estudouse a evolucion
anual das poboacions presentes nun vifiedo
de cv. local Tinta femia. O estudo, levado a
cabo entre 2003 e 2006 mediante captura
por trampas adhesivas situadas no tronco e
nas polas, amosou que as poboacions presen-
tan fortes incrementos entre finais de xullo
e primeiros de agosto. Posteriormente as
poboacions mantéfiense en baixos niveis ate
finais de ano, cando a actividade destes
insectos é practicamente nula. S6 as plantas
que presentaron un alto grao de infestacion,
con femias hibernantes nas polas lignifica-
das, presentaron individuos nas follas e
acios. Isto debe ser produto do tipo de
conducidn en emparrado e & climatoloxia da
zona que fai que so se dean 2 ou 3 xeracions
consecutivas por ano. Preséntanse ciclos
solapados co que en cada momento ¢é posible
atopar na planta individuos en distinto grao
de desenvolvemento. Os movementos entre
plantas parecen ser reducidos debido a
irregular infestacion das plantas. Dado o
escaso movemento das cochinillas entre

plantas polo contacto entre polas do ano, o
transporte pode ser debido as practicas de
cultivo, a actividade das formigas ou 6
vento. Propdnense medidas de cara a
minimizar o efecto das cochinillas sobre a
transmision do virus 3 do enrolado da vide
(GLRaV-3).

Palabras chave: dinamica poboacional,
GLRaV-3, cochinilla algodonosa dos citricos,
acaros, formigas, transmision

Introducién

Planococcus citri (Risso) (Hemiptera: Pseu-
dococcidae), a cochinilla algodonosa dos
citricos, € un insecto altamente polifago que
afecta como praga a un grande numero de
cultivos ademais de a moitas outras plantas
sen interese agrondmico. Esta descrito
como hdspede de 175 xéneros pertencentes
a 74 familias diferentes de plantas (Ben-
Dov, 2007). O caso de P. citri en vinedo ¢
diferente 6 da maior parte das pragas. A
diferencia de P. ficus e Ps. maritimus non
soe ser considerada praga dos vifiedos, ainda
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que na Peninsula Ibérica se cita repetidas
veces (Ruiz Castro, 1965; Lucas Espadas,
2002; Cid et al., 2006a). Porén a saa rele-
vancia non depende tanto do seu efecto
directo sobre o cultivo, que en moitos casos
¢ escaso e non repercute nin na producion
nin no rendemento econémico da colleita,
senon da sda capacidade vectora, principal-
mente do virus 3 do enrolado da vide
(Grapevine leafroll-associated — virus 3,
GLRaV-3) (Cabaleiro & Segura, 1997a;
Golino et al., 2002), pero tamén do GVA
(Rosciglione & Castellano, 1985).

A cochinilla dos citricos femia é aptera e
o seu desenvolvemento pasa por tres esta-
dios ninfais ate chegar a ser adulta. O
aspecto da femia adulta é semellante 6 das
ninfas se ben a diferencia de tamano é
apreciable chegando a adulta a medir 5 mm
de longo. Tédolos estadios ninfais, asi como
as adultas son mobiles e mantefien patas
funcionais, se ben as ninfas dos primeiros
estadios son mais activas (Bodenheimer,
1951). O macho ¢ alado, de tamafio moito
menor que o da femia. O seu aparato bucal
aparece substituido por dous ocelos, co que
non se alimenta e non pode transmitir o
virus (Gullan & Cosztarab, 1997). No seu
desenvolvemento pasa por dous estadios
ninfais e dous estadios prepupais nos que
permanece dentro do capullo de ceras que
xera e do que posteriormente emerxe o
adulto (Bodenheimer, 1951). A reproducion
desta cochinilla é sexual estrita.

Planococcus citri, debido 6 seu amplo
abano de hospedadores e a que é considerada
praga en diferentes cultivos foi obxectivo de
diversos estudos da sta bioloxia principal-
mente en citricos (Avidov & Harpaz 1969;
Berlinger, 1977; Arai, 1996; Martinez-
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Ferrer et al., 2003), pero tamén en roseira
(Laflin & Parrella, 2004). Estes experimen-
tos establecen s6 parametros térmicos de
desenvolvemento en laboratorio, umbrais
de desenvolvemento e graos-dia necesarios
para completar as distintas fases, obtidos a
temperatura constante. Sen embargo en
condicions de campo son poucos os traballos
realizados (Martinez-Ferrer et al., 2003). Si
que son abundantes os datos, recollidos na
bibliografia, sobre o nimero de xeracions
que presentan en campo, que son moi
variables en funcién da climatoloxia, va-
riando dende 8 ate 3 (Martinez-Ferrer et al.,
2003).

Ademais da temperatura, parece que ou-
tros parametros ambientais van influir na
aparicion en campo e no desenvolvemento
do insecto. Segundo Lucas Espadas (2002) as
chuvias, que incrementan a humidade
relativa, son o factor determinante para as
explosions de P. citri en vifiedos de Almeria.

Outras cochinillas algodonosas son fre-
cuente praga en vifedo, Planococcus ficus
(Walton et al., 2004) e Pseudococcus mari-
timus (Geiger & Daane, 2001), causando
importantes perdas sobre todo en Sudafrica
e California polo que son obxectivo de
estudos exhaustivos. Algunhas outras, como
no caso de P. citri, agas casos puntuais
representan un problema unicamente pola
sta capacidade transmisora de certos virus:
Pseudococcus longispinus (Walton & Prin-
gle, 2004a) e Pseudococcus viburni (Varela
et al., 2006). Sen embargo todalas cochini-
llas algodonosas, tanto en vifiedo como
afectando a outros cultivos, presentan a
mesma problematica no seu control. As
caracteristicas do seu corpo cuberto de ceras



e 0 seu comportamento, buscando puntos de
alimentacion en zonas ben protexidas, en
moitos casos debaixo da casca, xunto co
efecto que os insecticidas tefien sobre os
inimigos naturais (Franco et al., 2004), fai
que o control quimico sexa pouco efectivo e
con importantes contraindicacions. O
control integrado convirtese entén na
mellor ferramenta fronte estes hemipteros
(Franco et al., 2004; Walton & Pringle,
2004b; Anénimo, 2006)

Neste traballo pretendemos facer unha
descricion do comportamento de P. citri
nun vifedo conducido en emparrado no
que a densidade de poboacion é baixa. O
estudo dos requirimentos climaticos para o
desenvolvemento da praga, asi como a
predicion da aparicion en campo e o mo-
mento mais adecuado para emprender
accions de control son, xunto co estudo dos
medios de control naturais (predadores,
parasitos e parasitoides e enfermidades que
poden afectar a4 praga) os puntos mais
importantes. Toda a informacién colleitada
tentara relacionarse coa posibilidade de que
tefa lugar a transmisién do GLRaV-3 a
outras plantas do redor, e asi mesmo de
propofier algin mecanismo de control que
minimice as posibles transmisions.

Materiais e métodos

Parcela de estudo

O estudo poboacional foi levado a cabo
nunha parcela con plantas do cultivar local
Tinta femia, situado nas coordenadas
516838.94 UTMX 29-T, 4685556.97 UT-
MY 29-T e que pertence 6 concello de Bueu,
provincia de Pontevedra. Esta parcela
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correspondese coa parcela F do traballo de
Cabaleiro e Segura (2006). A explotacion
vitivinicola na que se engloba ten unha
estension de 5,4 Ha e esta situada nun alto a
200 m sobre o nivel do mar, rodeada com-
pletamente por cultivos de Eucalyptus
globulus. A parcela de 0,34 Ha, dista do mar
1 Km polo norte e 1,8 Km polo oeste e esta
situada no lindeiro norte da explotacion a
beira dos eucaliptos. As plantas estan condu-
cidas en emparrado, con parras distribuidas
en direcciéon norte-sur. A distancia entre as
duas lifnas do emparrado é de 3,5 m e a do
corredor é de 2,5; as plantas estan separadas
por 3 metros dentro da mesma lifia. Tédalas
plantas estan infectadas polo GLRaV-3,
trazo que parece comun a tdodalas explota-
cions que empregan Tinta femia como
cultivar. O longo de toda a explotacién
pddense atopar, na época estival, focos de
Planococcus citri de maior ou menor inten-
sidade en funcion da climatoloxia do ano.

Datos climaticos

Os datos climaticos empregados pertencen a
estacion meteoroloxica de Lourizan, situada
nas coordenadas 527749 UTMX 29-T e
4695489 UTMY 29-T e a unha altitude de
57 m sobre o nivel do mar. A estacion dista
15 Km da parcela. Os datos foron obtidos da
rede de estacions meteoroloxicas do Sistema
de Informacion Ambiental dependente da
Xunta de Galicia.
(http://www.meteogalicia.es/galego/observac
ion/estacions/estacions.asp#)

Andlise da evolucidon do nivel de infestacion

Durante o ano 2003 a mostraxe realizouse
en ddas plantas nas que se atoparon femias
hibernantes situadas no extremo sur da
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Figura 1: Disposicion das cintas adhesivas
empregadas nas mostraxes. A: Vide na que se
amosa, con frechas azuis, a colocacion das cintas da
mostraxe para avaliar a evoluciéon do nivel de
infestacion. B e C son detalles das cintas colocadas
na pola e no tronco, respectivamente. D: Vide na
que se amosa, con frechas azuis, a colocacién das
cintas empregadas na mostraxe da distribucién
expacio-temporal das cochinillas. E, F e G son
detalles das parellas de cintas situadas na base do
tronco, no alto do tronco e nunha das polas,
respectivamente.

parcela. No ano 2004 seleccionaronse 20
plantas que presentaban indicios, ben
algunha femia, ben restos de postas ou
fumaxinas de anos anteriores, todas elas
situadas no extremo norte da parcela,
proximas 6 borde da explotacion. Destas 20
plantas 2 foron desbotadas contra o final da
tempada por non presentar cochinillas.
Durante o ano 2005 a mostraxe levouse a
cabo sobre as mesmas 18 plantas do ano
2004.

A mostraxe foi levada a cabo mediante a
colocacién de cintas adhesivas ¢ redor do
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tronco e un sarmento (Fig. 1). Estas funcio-
naron como trampas para as cochinillas que
se desprazaban 6 longo da planta. Fixéronse
dous grupos de 9 plantas. No grupo A
colocouse unha cinta no tronco, a aproxi-
madamente 1,7 m de altura e outra nun
sarmento a unha distancia aproximada de 10
cm do seu punto de insercion na planta. No
grupo B a cinta do tronco situouse a
aproximadamente 0,8 m do chan e a outra
nun sarmento a unha distancia aproximada
de 10 cm do seu punto de inserciéon na
planta. A distribucion das cintas nas plantas
estableceuse para obter ademais informacion
espacial sobre o movemento dos insectos 6
longo das mesmas.

Antes da colocaciéon da primeira cinta
eliminouse a maior parte da casca nesa zona
da planta, para mellorar a adherencia da
cinta e impedir que as cochinillas se movan
polos sucos escapando as trampas. As cintas
coldcanse, formando un funil aberto cara a
base da planta, 6 redor da mesma e as
cochinillas quedan adheridas polo lombo
andar baixo delas ou ben polo ventre
andar por elas.

As cintas recollense e andvanse cunha
periodicidade que vai dende mensual ate
semanal, en funcién das condiciéns meteo-
roloxicas que afectan tanto a calidade
adhesiva da cinta, coma 6 nivel de actividade
das cochinillas. As cintas recollidas trasla-
danse 6 laboratorio onde se realiza, baixo a
lupa, o reconto das cochinillas capturadas,
diferenciando ninfas de primeiro e segundo
estadio, que denominaremos ninfas, e ninfas
de terceiro estadio e adultas, que denomina-
remos adultas. Asi mesmo sobre as cintas,
analizouse a presencia de formigas e outros
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animais que puidesen gardar relacién coas
evolucions demograficas das cochinillas.

Influencia de factores abidticos na poboa-
ciéon

En base 6 apuntado por Lucas Espadas
(2002) analizouse a correlacion entre as
capturas de cochinillas e varios parametros
climaticos, representativos do tempo que
estivo a cinta posta na planta: temperatura
media, maxima, media das maximas diarias,
minima, media das minimas diarias, humi-
dade relativa media, maxima, media das
maximas diarias, minima, media das mini-
mas diarias, precipitacion maxima diaria,
media diaria e acumulada durante o periodo.

Distribucion espacio-temporal das cochini-
llas

Durante o ano 2005 levaronse a cabo duas
mostraxes, de cara a estudar o movemento
das cochinillas o longo da planta durante a
tempada. Ambas mostraxes foron realizadas
coa mesma periodicidade que as anteriores.
En cinco plantas, seleccionadas por presen-
tar femias hibernantes, colocaronse cintas
adhesivas a tres alturas distintas: a 30-40 cm
do chan, a metro e medio do chan, no alto
do tronco, e a medio metro da anterior,
nunha das polas principais (Fig. 1). En cada
un destes puntos colocaronse dudas cintas
adhesivas como foron descritas anterior-
mente pero enfrontadas: a cinta situada
mais preto da base estaba colocada a modo
de funil aberto cara a base, e a outra cinta
moi préxima a anterior, e do mesmo xeito,
pero aberta cara o lado contrario. Deste
modo as capturas realizadas na cinta inferior
amosarian as cochinillas que ascendian polo
tronco, mentres que as da cinta superior
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amosarian as que descendian por el. Para
tentar minimizar o efecto que sobre o
desprazamento das cochinillas tifan as
propias cintas levouse a cabo outra mostraxe
desta vez visual.

Para a mostraxe visual seleccionaronse de
igual modo 5 plantas con femias hibernan-
tes. Cada planta subdividiuse en tres partes:
o tronco, as polas lignificadas de anos
anteriores, e a parte verde, é dicir os sar-
mentos do ano, as follas e os acios. A mos-
traxe realizouse conxuntamente por duas
persoas adicando un tempo de 2 minutos a
cada parte da planta. Durante a mostraxe
tomouse nota do nivel de infestacion por
ninfas de primeiro e segundo estadio, por
ninfas de terceiro estadio e adultas e por
formigas. O nivel de infestacion estimouse
en tres graos distintos: de 1 a 3 individuos,
nivel baixo; de 4 a 10 individuos, nivel
medio; e mais de 10 individuos nivel alto.

Procesado dos datos de capturas

Dado que o numero de dias que as cintas
estan colocadas nas plantas é variable, a hora
de representar os datos calctlase o nimero
de cochinillas capturadas por dia. Este valor
obtense de dividir o numero de cochinillas
capturadas nunha cinta entre o numero de
dias que esta pasou na planta. O que se
representa, en todo caso, son as medias de
capturas diarias por planta ou cinta. Empre-
gouse 0 mesmo método para a analise das
capturas de formigas.

No caso da mostraxe para o estudo do
movemento mediante cintas obtivose o
movemento neto relativo. Este valor é o
resultado de lle restar 6 numero cochinillas
capturadas na cinta inferior o da cinta
superior para cada nivel e dividir o valor
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Figura 2 : Esquema de localizacién das plantas
mostreadas na parcela durante o periodo 2004-
2006. As ringleiras correspéndense coas linas do
cultivo. O nivel de capturas de cochinillas en cada
planta represéntase mediante a drea dos circulos
que rodean cada planta mostreada. O circulo
vermello representa as capturas durante o ano 2004,
o circulo azul as capturas durante o ano 2005 e o
circulo negro discontinuo as capturas totais
realizadas na planta. Os sectores en verde represen-
tan a distribucion dos emparrados. Asi pois o
contacto entre as plantas situadas nos bordes dun
mesmo sector é elevado e inexistente entre as
plantas de dous sectores distintos.

obtido entre o da cinta na que se produciron
mais capturas. Os resultados da mostraxe
visual representaronse asignando a cada
nivel de abundancia de cochinillas os seguin-
tes valores: nivel baixo 1,5, nivel medio 7,5
e nivel alto 15; e facendo a media por
planta.
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Estima do nimero de xeracions por ano

O grao-dia (°D) ¢ unha unidade que relacio-
na a temperatura co tempo, e se emprega
para medir o desenvolvemento de inverte-
brados, especialmente artropodos. Corres-
pondese co numero de °C por riba do
umbral de desenvolvemento que se acadan
cada dia. A suma destes valores diarios vai
dar unha idea acerca do tempo no que a
temperatura é alta abondo para que se
produza o desenvolvemento, tendo en conta
ademais que a maiores temperaturas o
metabolismo é maior, e se acelera o proceso.
Nalgtns casos pode marcarse ademais un
umbral superior de desenvolvemento. Se a
temperatura excede ese umbral a velocidade
de desenvolvemento pode estancarse,
reducirse lixeiramente ou ben pararse
completamente o desenvolvemento.

Os graos-dia para P. citri foron calculados
a partir dos valores dezminutais dos datos
climaticos. Obtivéronse os graos-dia corres-
pondentes a cada dia restandolle a media das
temperaturas dezminutais o umbral minimo
de desenvolvemento. Para o seu calculo, e o
da duracién tedrica do ciclo (numero de dias
necesario para completar o desenvolvemen-
to e ovipofer), consideraronse os valores
descritos na bibliografia para P. citri: un
umbral de desenvolvemento de 8,2 °C e
unha constante térmica de 698 °D (Avidov
& Harpaz, 1969) un umbral de 8,3 °C e
unha constante térmica de 562,4 °D (Mar-
tinez-Ferrer et al., 2003) e un umbral de 8,4
°C e unha constante térmica de 525 °D
(Bodenheimer, 1951).

Para estimar o numero de xeracidons por
ano, e asociar os picos de capturas con
cadansua xeracion, empregaronse os valores
de duracion tedrica do ciclo para cada



momento. Tomando como punto de partida
o maior pico de capturas do ano, calculouse
a duracion tedrica dos ciclos anteriores e
posteriores segundo os parametros ante-
riormente descritos, o que nos deberia
devolver as datas nas que aparecesen os picos
poboacionais correspondentes as outras
xeracions consecutivas. Estes datos teodricos
contrastaronse coa evolucion das capturas,
de cara a establecer que parametros bioloxi-
cos de desenvolvemento se adecuaban mais
os nosos datos, asi como a facer unha estima
do nuiimero de xeracions que se suceden 6
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longo dun ano.

Calculo da data tedrica de comezo dos
movementos de cochinillas

Para o calculo do dia mais axeitado para o
comezo da conta dos graos-dia para estable-
cer o comezo do movemento pola planta das
cochinillas empregouse o método proposto
por Fatzinger & Dixon (1996). Segundo
este método, o mellor dia para comezar a
acumular graos dia que determinen a
aparicion dun suceso é aquel no que a
variacion na acumulacion de graos-dia
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Figura 3: Evolucion climatica no periodo de mostraxe e capturas de cochinillas. Na grafica superior da
esquerda amosanse as precipitacions acumuladas por mes, a temperatura media por mes e o balance hidrico
mensual rexistrados na estacién meteoroldxica de Lourizdn que é a mais prdxima 4 parcela de estudo (datos
obtidos a partir da web www.meteogalicia.es). Na grafica superior da dereita amosanse as medias histdricas
de 16 anos para a mesma estacion. (datos obtidos a partir de Carballeira et al., 1983). Na grafica inferior
represéntase a evolucion das capturas de cochinillas por planta e dia 6 longo dos tres anos de mostraxe
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Figura 4: Evolucion das capturas de ninfas, adultas e formigas durante os anos 2004 e 2005. No eixo da
esquerda represéntanse as capturas de formigas e adultas (ninfas de terceiro estadio e adultas) por dia. No
eixo da dereita represéntanse as capturas de ninfas (ninfas de primeiro e segundo estadio) por dia.

menor para un conxunto de anos. Neste
caso empregouse o valor para o que a
variacién, expresada como desviacion
estatistica, de graos-dia acumulados ate a
captura de 0,5 cochinillas por planta e dia foi
menor para os anos 2003, 2004 e 2005.

O resultado obtido polo método descrito
comparouse coa eficacia de empregar unha
data arbitraria, neste caso o primeiro de
ano, como punto a partir da cal comezar a
acumular graos-dia.

Estudo das cochinillas

viruliferas

potencialmente

Durante o ano 2004 seleccionaronse 5
plantas cun alto grao de infestacion. De cada
planta colléronse en cada mostraxe 3 cochi-
nillas, adultas na medida do posible, e foron
analizadas para a presencia do virus 3 do
enrolado da vide (GLRaV-3) mediante I1C-
RT-PCR sobre os individuos completos (Cid
et al, 2007).
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Resultados

Andlise da evolucidon do nivel de infestacion

A poboacion de cochinillas non se estende
uniformemente por tddalas plantas da
parcela. Malia que as plantas que forman un
emparrado estdn en estreito contacto,
orixinando un continuo, as plantas infesta-
das non se distribuen homoxeneamente e o
nivel de infestacion varia moito entre unhas
e outras (Fig. 2). Asi pois, podemos falar de
subpoboacién 6 nos referir as cochinillas que
viven en cada unha das plantas xa que o
fluxo de individuos entre as plantas parece
ser escaso.

O nivel de infestacion das plantas non se
mantén homoxéneo 6 longo do tempo. Os
valores de cochinillas capturadas durante o
ano 2004 non se correlacionan cos valores
obtidos para as mesmas plantas durante o
ano 2005 (coeficiente de correlacién 0,071).
Incluso dentro do mesmo ano os diferentes
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Figura 5: Localizaciéon temporal das eclosions segundo a bibliografia. No gréafico represéntase a evolucién
das capturas durante o ano 2004. Superposto a isto amosase a posicion que, segundo os datos de umbral de
desenvolvemento e de constante térmica determinadas por distintos autores, deberian ocupar as eclosiéns

das xeracions anteriores e posteriores.

comportamentos entre plantas son eviden-
tes. Algunhas presentan picos de crecemen-
to a principios da tempada mentres que
outras os presentan cara finais.

O longo do periodo de estudo, con moti-
vo da concatenacidon de varios anos de seca
(Fig. 3) as poboaciéns de cochinilla foron
incrementandose dende 2003 ate 2005 no
conxunto da parcela. Os datos de capturas
globais non claramente ese
incremento (Fig. 3). Sen embargo os datos
de capturas de adultas son moito mais
elevados durante o ano 2005 ca no ano
anterior. Asi pois durante o ano 2004
capturaronse 45 ninfas por cada adulta
mentres que no ano 2005 a relacion foi de
12 ninfas por adulta capturada (Fig. 4).

O patrén que presentan as medias das
capturas por planta e dia é bastante
homoxéneo nos tres anos (Fig. 3). As
cochinillas permanecen entre febreiro e

amaosan

xullo en case total inactividade, se ben
algunhas se moven pola planta. O periodo
de actividade real das cochinillas vai dende
finais de xullo ate decembro-xaneiro, en
funcion das caracteristicas climaticas do ano.

O punto de comezo da actividade, toma-
do como tal aquel no que se capturan 0,5
cochinillas por planta e dia, ten lugar a
mediados do mes de xullo. A finais de xullo
mediados de agosto ocorren os picos de
capturas mais elevados. A maior parte dos
individuos capturados foron ninfas de
primeiro e segundo estadio, sendo moito
mais escasas as capturas de adultas e ninfas
de terceiro estadio (Fig. 4). Despois dos picos
de agosto as capturas baixan bastante enca-
deando sucesivos picos de escasa entidade.
Durante o mes de decembro ou xaneiro
baixan de novo ata situarse nun nivel case
testemunal.
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Figura 6: Evolucion temporal da desviacion estatistica dos graos-dia acuamulados ata o momento no que se
acadan niveis de captura de 0,5 cochinillas por planta e dia para os anos 2003, 2004 e 2005. Para cada dia
represéntase a desviacion estatistica do niimero de graos-dia que separan, para os tres anos, ese dia do
momento no que se acada o nivel de capturas descrito.

Distribucion espacio-temporal das cochini-
llas

A andlise comparativa dos dous grupos de
plantas segundo a colocacion das cintas
amosa certas diferencias se ben non segue
unha tendencia clara (Fig. 7). No ano 2004
as capturas das cinta da pdla foron superio-
res no grupo A ca no B pero o perfil do total
de capturas foi bastante semellante en
ambos grupos. Polo tanto debia haber mais
femias na zona alta e horizontal da planta
nas do grupo A ca nas do B. No ano 2005,
sen embargo, no grupo A producese unha
forte baixada nas capturas da zona baixa
mentres que as da cinta alta so se reducen
un pouco.

A mostraxe de movemento por cintas
adherentes no ano 2005 amosou como a
outra grandes diferencias entre plantas,
segundo o nivel de infestacion. Duas das
plantas presentaron un nivel elevado men-
tres que as outras tres presentaron niveis
bastante mais baixos. Como se pode apreciar
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na figura 8 o movemento neto relativo de
cochinillas, representado como positivo
cando ¢é ascendente e como negativo cando
¢ descendente, é basicamente ascendente na
totalidade da planta 6 longo de toda a
tempada. Agas en casos de capturas moi
minimas, o movemento neto ¢é sempre
ascendente. SO se poden destacar tres
momentos nos que a tendencia é descenden-
te: na zona media a finais de setembro e na
zona baixa a finais de xullo e primeiros de
agosto. Tendo en conta as capturas medias
diarias en cada un dos niveis 6 longo do
tempo podese ver que no nivel baixo as
capturas son mais constantes 6 longo de
todo o ano presentando un pico entre finais
de xullo primeiros de agosto e outro a finais
de setembro primeiros de outubro. No nivel
medio as capturas son baixas o comezo de
tempada, sendo bastante mais abundantes
no periodo setembro-novembro e no caso
do nivel alto as capturas son elevadas entre
finais de xullo e primeiros de agosto e no
resto da tempada son polo xeral baixas, o
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Figura 7: Evolucién das capturas segundo a cinta. Represéntanse os valores de capturas diarias medias por
planta durante o periodo 2004-2005; para cada grafica represéntanse na parte inferior as capturas da cinta
colocada na pola e na parte superior as capturas da cinta situada no tronco. Na grafica A representanse os
datos das plantas do grupo A nas que a cinta do tronco estd situada a 1,5 m do chan. Na grafica B
represéntanse os datos das plantas do grupo B nas que a cinta do tronco est4 situada a 0,8 m do chan.

que parece indicar duas zonas de hiberna-
cion, unha na base do tronco e outra na
parte alta da planta, nas ramificacions.

A mostraxe visual realizada durante o
2005 amosou que s6 en 2 das 5 plantas as
cochinillas foron detectadas recurrentemen-
te na parte verde e noutra mais atoparonse
algunhas de modo puntual. Nestes casos os
individuos apareceron localizados preto das
zonas lefosas. En duas das plantas s6 foron
detectadas no tronco e das outras tres en

daas foron mais abundantes as cochinillas
no tronco ca nas polas e nunha, na que
apareceron nos acios, a poboacion foi mais
abundante nas polas que no tronco. A figura
9 que representa as medias por planta amosa
unha prevalencia clara no tronco durante
todo o ano agas xusto a fin da tempada
cando a baixada xeral das poboacions e o
mantemento das poboacidns nas polas
dunha das plantas fan que as cochinillas nas
polas sexan superiores. Na parte verde o
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nivel é baixo durante toda a tempada agas
dende mediados de setembro a mediados de
outubro. A presencia nos sarmentos de
varios anos é evidente 6 longo de toda a
tempada pero ¢ maior entre mediados de

outubro e mediados de novembro.

Estima do nimero de xeracions por ano

A partir do maior pico de capturas do ano
pretendeuse comprobar que umbrais de
temperatura e que constantes térmicas, dos
propostos para P. citri, predirian con maior
fiabilidade os picos rexistrados nas mos-
traxes. Sen embargo, ningun deles permitiu

explicar claramente a distribucion de picos 6
longo do ano como se pode apreciar para o
caso do ano 2004 (Fig. 5).

O numero de xeraciéons por ano en base
as duracions tedricas dos ciclos debe ser de 3
para os ovos que eclosionan mais tempra-
namente. Sen embargo a aparicion de picos
que non se corresponden con esas 3 xera-
ciéons pon de manifesto o solapamento de
distintas xeracions. Eses outros picos deben
corresponderse cos ovos que eclosionan algo
mais tarde e que tendo en conta o nimero
de graos-dia totais do ano s6 poderan
completar duas xeracions durante o ano.
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Figura 8: Movemento neto relativo para o ano 2005. Na gréfica represéntanse en columnas o movemento
neto relativo ((n° de capturas na cinta inferior — n° de capturas na cinta superior) / n° de capturas maior das
duas cintas), no eixo da esquerda e no eixo da dereita a media de capturas entre as daas cintas que nos aporta
un dato sobre a robustez do dato de movemento relativo neto. Representanse tres graficas que, de abaixo a
arriba se corresponden cos datos obtidos nas cintas enfrontadas situadas a 0,3-0,4 m e 1,5 m do chan e
nunha poéla principal a aproximadamente 0,5 m da cinta anterior respectivamente.
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Calculo da data tedrica de comezo dos
movementos de cochinillas

Malia que non houbo ningun valor de
umbral de desenvolvemento que resultase
claramente mais axeitado para explicar os
nosos datos, para a predicion do comezo da
actividade das cochinillas empregaronse os
parametros ~ de  Martinez-Ferrer e
colaboradores (2003), pois ainda que non
foron obtidos para vide si que foron calcula-
dos a partir de datos de campo. O punto a
partir do cal é mais axeitado comezar a
acumular graos dia para a predicion das
primeiras migracions de cochinillas 6 longo
da planta é o 7 de febreiro (Fig. 6). Partindo
de ese dia o nimero de °D a acumular para
acadar capturas de 0,5 cochinillas por planta
e dia seria de 1044,3 + 25,1, o que tendo en
conta as temperaturas medias para o mes de
xullo nos marca un abano de + 2 dias. Se se
empregase unha data arbitraria para come-
zar a acumular graos dia, practica habitual
pois fai que sexan mais sinxelos os calculos, a
utilizaciéon do dia primeiro de ano faria que
fosen necesarios 1132,9 = 52,6 °D, o que
marca un abano de +4 dias.

Influencia de factores abidticos na poboa-
cidon

Ningunha das variables analizadas amosaron
unha forte correlacion coa captura de
cochinillas (Téaboa 1). Foron as variables
térmicas as que presentaron unha maior
correlaciéon, con valores en torno a 0,5,
ligado co efecto que as temperaturas tefien
na aceleracion do desenvolvemento. Asi pois
os picos de capturas, maiores que 2 cochini-
llas por planta e dia, aparecen asociados con
temperaturas medias maiores que 19°C e
minimas maiores que 11°C. A humidade

Capitulo 1

Cochinillas
Cochinillas 1,000
Temperatura media 0,439
Temperatura maxima 0,309
Temperatura media das maximas 0,413
Temperatura minima 0,487
Temperatura media das minimas 0,470
Humidade relativa media -0,057
Humidade relativa maxima -0,085
Humidade relativa media das maximas 0,020
Humidade relativa minima 0,126
Humidade relativa media das minimas -0,077
Precipitacion acumulada -0,198
Precipitacion media diaria -0,078
Precipitacion maxima diaria -0,169

Tdboa 1: Coeficientes de correlacions entre as
capturas medias por planta e dia obtidas durante os
tres anos de mostraxe 2003-2006 e as variables
climaticas.

relativa que resultou ser un factor determi-
nante para aparicion de cochinillas nos
vifledos de Almeria (Ruiz Castro, 1965;
Lucas Espadas, 2002) non o é neste caso

Relacidns bidticas

Durante as mostraxes atoparonse mostras
do establecemento de relacions bidticas de P.
citri con outros organismos. Estas relacions
foron de tipo simbidtico, de predacion e de
parasitacion. As relacions simbidticas esta-
blecéronse coas formigas, que foron tamén
recontadas nas cintas (Fig. 4). O nivel de
capturas de formigas increméntase antes da
aparicion das cochinillas e durante os pri-
meiros picos de captura das cochinillas sendo
baixas o resto da tempada. Malia non ser
capturados nas cintas predadores xa descri-
tos como tales na bibliografia foi moi
abundante a captura dun acaro, Tyrophagus
putrescentiae. Se ben as capturas deste dcaro
non foron cuantificadas durante a mostraxe
se apreciou un incremento no outono do
ano 2004 e durante o ano 2005 as capturas
foron altas durante todo o ano. O nivel de
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Figura 9: Mostraxe visual, ano 2005. Represéntase a evolucién temporal da observacion de cochinillas
durante 4 minutos en cada 6rgano. No eixo vertical represéntase a media por planta do nivel de infestacién
por cochinillas para cada unha das partes en que se dividiu: tronco, sarmentos e parte verde, que inclue polas
verdes, acios e follas. Os calculos fixéronse asignando os valores: 1,5 para o nivel baixo de infestacidn, entre 1
e 3 cochinillas; 7 para o nivel intermedio de infestacion, entre 4 e 10 cochinillas; e 15 para o nivel alto, mais

de 10 cochinillas.

parasitismo foi baixo durante os tres anos.
Sen embargo durante o ano 2005 aparece-
ron nas cintas moitas mais momias ca en
anos anteriores. Polo xeral,
adheridas as cintas estaban xa baleiras, e das
poucas que contifian o parasito ningunha
chegou a eclosionar, polo que non foi
posible a identificacion.

as momias

Andlise das cochinillas

infectivas

potencialmente

A analise das cochinillas capturadas 6 longo
de todo o ano (Fig. 10) amosou que un
72,3% dos individuos eran portadores do
virus e polo tanto potencialmente infecti-
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vos. Non se presentaron importantes
diferencias 6 longo do ano mentres o
numero de individuos capturados para a
analise se mantivo en 15, oscilando entre
13/15 e 10/15 o que representa un 87-67 %.

Discusién

A vide é quen de acumular grandes capas de
casca co que se converte no acubillo perfecto
para as cochinillas, que prefiren os lugares
agochados e pouco accesibles (Berlinger,
1977). Isto fai destes insectos un obxectivo
complexo para o emprego de métodos de
control baseados en quimicos non sistémi-
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Figura 10: Cochinillas potencialmente infectivas. Na grafica de barras represéntase a evolucion, segundo a
data de mostraxe, na deteccion do GLRaV-3 mediante IC-RT-PCR en 15 cochinillas collidas en 5 plantas
infectadas polo virus (3 cochinillas por planta). O grafico de sectores representa o total de cochinillas

analizadas o longo de toda a tempada.

cos. O feito de que desenvolvan boa parte do
seu ciclo anual baixo da casca dificulta
chegar a coecer cal é o seu comportamen-
to. Debido a isto neste traballo se emprega-
ron dous mecanismos de mostraxe: un
mediante cintas adhesivas (Geiger & Daane,
2001; Lucas Espadas, 2002) que, colocadas
sobre un segmento no que foi retirada a
casca, vai cuantificar os movementos das
cochinillas 6 longo da planta; e o outro
mediante a mostraxe visual tentando alterar
o minimo posible os lugares de agocho das
cochinillas (Geiger & Daane, 2001). Sen
embargo ambolos dous métodos presentan
efectos negativos sobre o obxectivo do

7

estudo: as cintas ¢ evitar a dispersion das
cochinillas 6 longo da planta, sendo un
método subtractivo de mostraxe, van influir
na habitual evoluciéon dos Planococcus na
planta; por outro lado a mostraxe visual
implica sempre un certo grao de alteracion
dos agochos empregados polas cochinillas co
que a medida que transcorren as semanas as
plantas estan cada vez mais alteradas e
ofrecen menor proteccion.

Durante o periodo invernal as cochinillas
permanecen baixo a casca das partes lefiosas
e a sua actividade é moi baixa, ainda que non
inexistente. Este periodo de baixa actividade
pode ter dous compoiientes ligados entre si.
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Un deles son as baixas temperaturas do
inverno por baixo ou preto do umbral de
desenvolvemento das cochinillas e o outro o
feito de que 6 ser a vide unha planta caduci-
folia durante o periodo invernal a sua
actividade estd moi mermada (Nassar &
Kliewer, 1966; Kliewer, 1967) e polo tanto
tamén os recursos que poden obter os
comedores de floema.

Malia a que no levante espafiol a entrada
en actividade das cochinillas esta ligada as
chuvias que incrementan a humidade
relativa (Lucas Espadas, 2002) na nosa zona
de estudo isto non é asi. O clima da costa
atlantica do noroeste da Peninsula Ibérica
presenta durante todo o ano humidades
relativas altas abondo durante todo o ano
que, agds casos puntuais, permiten a sua
multiplicacién sen que os ovos se volvan
inviables ou se produza a morte das ninfas,
que son mais sensibles 6 ambiente seco
(Bodenheimer, 1951).

Durante o periodo de estudo (2003-2005)
o nivel de infestacion xeral da parcela, e de
toda a explotacion, aumenta. Vese un maior
numero de femias hibernantes que continu-
an o seu desenvolvemento en primavera,
que se reflicte no alto nivel de capturas de
adultas a primeiros de agosto de 2005 (Fig.
4). Isto estara probablemente ligado a
climatoloxia dos tres anos que foron anor-
malmente secos (Fig. 3), o que soe dar lugar
a explosions poboacionais dos comedores de
floema que deixarian mais femias hibernan-
tes, e con outonos e invernos de escasa
pluviometria o que reducira a mortandade
durante o periodo de inactividade. Malia
isto, durante o ano 2005 as capturas de
ninfas son mais baixas do que se esperaba,
pois a porcentaxe de parasitacion se viu
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incrementada e un bo numero de cochini-
llas, xa adultas non chegaron a ovipoiier
malia non parecer estar parasitadas, sen
cofiecer a causa dese comportamento.

O momento no que a actividade se in-
crementa sensiblemente, acadando as 0,5
capturas por planta e dia, pode ser calculado
seguindo o método de Fatzinger & Dixon
(1996). Ese nivel de actividade se producira
cando se acumulen 1044,3 °D dende o 7 de
febreiro. A desviacion estatistica do calculo é
25,1 °D, o que se corresponde cun abano de
+2 dias. Sen embargo, tamén poderia ser
empregado o primeiro de ano para comezar
a acumular os graos-dia (chegando a 0,5
cochinillas por dia e planta cando se acumu-
lasen os 1132,9 + 52,6 °D). Esta segunda
estima do comezo da actividade, mais sinxela
de calcular, ainda que é menos precisa
poderia ser perfectamente valida. O rango
de nove dias que establece, dentro do cal vai
estar situado o punto de inicio da actividade,
non supoén neste caso unha diferencia
substancial sobre o estado da poboacion.
Polo tanto poderia ser usado como método
para estimar o comezo da actividade das
cochinillas.

O comezo de actividade preséntase atra-
sado con respecto & que caberia esperar
tendo en conta os parametros térmicos
propostos na bibliografia. Isto pode ser
debido a dous factores, o primeiro deles que
a escasa actividade da vide durante o inver-
no atrasa o seu desenvolvemento e o segun-
do que os ovos presenten un umbral de
desenvolvemento maior que o resto dos
estadios. Segundo Laflin & Parrella (2004) o
umbral de desenvolvemento para ovos é de
10,9 °C, sensiblemente mais alto que o resto
de umbrais propostos. Isto poderia dar un



atraso na eclosion xa que, unha vez
completado o desenvolvemento e a
ovoposicion, serian necesarios niveis de
temperatura mais elevados para que
emerxesen as ninfas de primeiro estadio.

O feito de que as constantes térmicas des-
critas na bibliografia non consigan explicar
a aparicion dos picos detectados en campo
(Fig. 5) indicanos a presencia de diferentes
xeracions solapadas. A distancia entre picos,
expresada como graos-dia, é excesivamente
reducida como para poder completar as
cochinillas o seu ciclo. A multiplicidade de
picos que aparecen a partir de finais de
agosto poden estar motivados, ademais de
polo solapamento de xeracions, porque,
segundo describe Bodenheimer (1951),
entre cochinillas irmas o tempo necesario
para acadar estas a ovoposicidn varia en
funcion do momento do ano no que se
produza a eclosion. Asi na tempada quente
chegan a oviposicion nun abano de 14 dias
mentres que na tempada fria poden acadar o
abano de 52 dias. Dese modo é normal que a
partir de finais de agosto non sexa posible
diferenciar picos poboacionais.

O numero de xeracidons consecutivas que
tefien lugar nun ano variara entre as 2 e as
3 en funcion de cando eclosionen os ovos de
principio de veran. Os ovos que eclosionen a
principios-mediados de xufio poderan
acumular graos-dia abondos como para
poder completar 3 xeraciéns. Sen embargo
os ovos que eclosionen a finais de xullo non
van poder mais que completar ddas xera-
cions no ano e probablemente parte da
segunda xeracion serdn as femias que,
estando mais desenvolvidas, faran a posta a
primeiros de xullo do ano seguinte. As
diferencias no numero de xeracidons por ano
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vefien derivadas do baixo nimero de graos-
dia acumulados 6 longo do ano. Asi no
sueste da Peninsula Ibérica describense 6
xeraciéons (Ruiz Castro, 1965) acumulando
de media case o dobre de graos-dia que na
localidade de estudo.

O feito de, por mor da climatoloxia, po-
der completar tan poucas xeracions 6 ano é
unha das causas de que non acaden niveis de
poboacién importantes. E por isto que en
contra do observado no surleste da Peninsu-
la Ibérica (Ruiz Castro, 1965) para P. citri e
para outras cochinillas algodonosas que
afectan a vide (Berlinger, 1977; Geiger &
Daane, 2001) a chegada das cochinillas as
follas e froitos se produce nas plantas onde o
nivel de infestacion ¢é alto, como sucede
tamén para o pulgén Eriosoma lanigerum
infestando maceiras (Asante et al.,, 1993).
Na parcela de estudo s6 as plantas que
presentaban un nivel importante de infesta-
cion nas polas de varios anos de idade
chegaron a presentar insectos en follas e
froitos. E probable que o sistema de condu-
cién en emparrado inflia tamén na chegada
de insectos a parte verde. As plantas con este
sistema son moito mais altas, con mais
tronco e mais posibles sitios para se agachar,
sen ter que estenderse polas follas, que son
localizacions moito madis expostas. Deste
modo, ainda que a poboacion sexa semellan-
te 4 doutra planta cunha conducién distinta,
o nivel de infestacion aparente é moito
menor e as perdas relacionadas coa presen-
cia de insectos nos acios case inexistente.

A maior parte dos autores (Bodenheimer,
1951; Ruiz Castro, 1965; Berlinger, 1977;
Geiger & Daane, 2001) falan de movemen-
tos a finais de tempada dende as follas e
partes verdes cara o tronco, e especifica-

61



Capitulo 1

mente cara a base do tronco. A nosa analise
do movemento das cochinillas non amosa
isto. O movemento é basicamente ascenden-
te durante todo o ano, se ben unha certa
porcentaxe dos desprazamentos son tamén
descendentes e a finais de setembro se
producen descensos dende a parte alta do
tronco a baixa. Isto indicaria que os indivi-
duos hibernantes, que quedan baixo a casca
das zonas baixas do tronco, non serian na
stia maior parte individuos que descenderon
dende as partes verdes senon os establecidos
dende un principio nesa zona e alguns dos
que baixaron dende a zona alta do tronco.

Ainda que o réxime térmico da zona vai
marcar fortemente o desenvolvemento da
praga hai outros factores que poden ter
moito que ver na sua evolucion: o réxime
pluviométrico e a disponibilidade de auga, a
oscilacion estacional de aminoacidos libres
na vide e as relacions bidticas ben de simbio-
se, coas formigas, ben de parasitismo ou
predacion.

O réxime pluviométrico pode ter dous
modos de accién, un deles afectando ¢
estado fisioloxico do hospedador e outro
afectando directamente as cochinillas,
principalmente durante o inverno. A seca
esta xeralmente asociada con picos nas
poboacions de fitéfagos (White, 1984;
Mattson & Haack, 1987; Jones & Coleman,
1991) e ainda que, se ben isto non ¢é asi para
a totalidade de binomios planta-insecto, si
que soe ser habitual para os comedores de
floema (Koricheva et al., 1998). A causa do
aumento das poboacidns de fitéfagos en seca
esta ligado a que a planta se atope nun
estado que resulta nutritivamente mais
axeitado para os insectos, co nivel de ami-
noacidos libres anormalmente alto para
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actuar como protectores osmdticos e cos
metabolitos secundarios de defensa baixos
(Jones & Coleman, 1991). O estado fisio-
léxico da planta hai que lle sumar o efecto
que sobre os insectos ten directamente o
clima e outros organismos que afectan 0s
insectos: patoxenos, parasitos ou predadores
(Mattson & Haack, 1987). En calquera caso
o efecto vai estar en funcion do nivel de seca
Xa que en moitos casos unha seca suave pode
aumentar os niveis de comedores de floema,
mentres unha seca severa afecta no sentido
contrario reducindoo (Mattson & Haack,
1987; Koricheva et al.,, 1998). Ata o mo-
mento non existe ningun traballo sobre a
influencia da seca en cochinillas infestando
vides. Calatayud e colaboradores (1994,
2002) estudaron o efecto da seca en Phena-
coccus manihoti e Ph. herreni, outras cochi-
nillas algodonosas, sobre mandioca. Os seus
resultados amosaron que en seca as poboa-
cidns se incrementan 6 tempo que se in-
crementa o contido en aminoacidos libres
no floema. Ademais as variacions de meta-
bolitos secundarios, glicdsidos cianoxénicos
que actuan como fagoestimuladores e a
rutina que actia na resposta de antibiose,
estan ligados tamén coas variaciéns poboa-
cionais. Os unicos traballos que analizan o
efecto da seca sobre fitoéfagos alimentandose
en vide (Trichilo et al., 1990; Daane &
Williams, 2003) foron realizados cun
cicadélido que se alimenta das células do
meso6filo e que ovipdn no interior da folla.
Parece que isto é o que fai que a seca dimi-
nua a capacidade reprodutiva do insecto, xa
que o nivel de aminoacidos libres en vides
sometidas a estrés hidrico se ve claramente
incrementado (Bertamini et al., 2006).



O estado fisioldxico da vide 6 longo do
ano varia como lles sucede 6 resto de espe-
cies lefiosas caducifolias. A chegada do
outono supdn a translocacion de nutrientes
a parte lefiosa antes da caida da folla men-
tres que a primavera supdn a mobilizacion
de nutrientes almacenados nas raices e a
madeira para favorecer a formacién das
polas novas, follas, flores e froitos; grande
parte deses nutrientes son formas nitroxe-
nadas solubles (Nassar & Kliewer, 1966;
Kliewer, 1967) que estan relacionadas cun
aumento da eficacia bioloxica dos floemofa-
gos (White, 1984).

As formigas establecen coas cochinillas,
asi como con outros insectos floemofagos,
unha relaciéon simbidtica importante (Buc-
kley, 1987). Mentres os hemipteros xeran a
melaza, que rica en azucres e aminoacidos, é
unha parte importante da dieta das formigas
(Helms & Vinson, 2002), estas defenden 6s
hemipteros do ataque de predadores e
parasitos (Itioka & Inoue, 1996a,b,c), crean
refuxios que os protexen das condicions
ambientais (Helms & Vinson, 2002) e
incluso favorecen o movemento de cochini-
llas (Rohrbach et al., 1988) e outros hemip-
teros (Helms & Vinson, 2002) entre plantas,
aumentando asi o nimero de colonias. A
proteccion por parte das formigas, sen
embargo, soe estar en funcién da densidade
de hemipteros pastoreados, cando a colonia
crece por riba das posibilidades de protec-
ciéon os inimigos naturais son quen de
exercer o control da poboaciéon (Breton &
Addicott, 1992). Ademais tamén os parasitos
e predadores tefien un comportamento
ligado 4 densidade dos hemipteros: a ovopo-
sicibn en moitos casos s6 se produce en
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individuos de colonias relativamente gran-
des ou preto delas (Sagarra et al., 2000).

Nun primeiro momento, durante o mes
de xullo eclosionan os ovos das femias
hibernantes que se alimentaron co floema
cargado de aminodacidos, mobilizados das
reservas das raices para o crecemento das
xemas (Nassar & Kliewer, 1966; Kliewer,
1967). Esa carga adicional de aminoacidos e
as temperaturas entre os 15-20 °C (Boden-
heimer, 1951; Arai, 1996) mellora a sua
capacidade reproductiva que orixina a
explosion poboacional. Como nese momen-
to se producen picos de capturas tanto de
ninfas como de adultas é probable que haxa
algun acontecemento, seguramente climati-
co, que estimule a actividade das cochinillas e
a sia migracién. O mesmo tempo o nivel de
capturas de formigas se eleva fortemente, o
que se poderia corresponder con rutas
exploratorias para a localizaciéon de colonias
e incluso movemento de individuos para a
formacion doutras novas. Estas formigas
actuaran, asi coma proteccion
fronte inimigos naturais tanto activamente,
repelendo a predadores e parasitoides, como
pasivamente, mediante a creacion de re-
fuxios nas zonas expostas dos troncos. No
ano 2005, no que o ndmero de femias
hibernantes foi maior, o nivel de parasitis-
mo foi mais elevado pois unha colonia maior
estd menos protexida e representa un maior
reclamo para os parasitoides (Breton &
Addicott, 1992).

Posteriormente reddcense os niveis de
capturas tanto de cochinillas como de
formigas. A baixada pode ser debida tanto 6
descenso das temperaturas medias, o que
incrementa o numero de dias necesarios
para acumular os graos-dia que completan

mesmo,
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unha xeracion, distribuindo as eclosiéns nun
maior rango de dias, como 6 menor valor
nutricional do floema da vide que, menos
cargado en aminodacidos libres, diminue a
fecundidade das femias.

A primeiros de outono soe haber un au-
mento secundario nas capturas, que pode
estar ligado 6 repunte de aminoacidos libres
que ten lugar pola translocacion durante a
senescencia das follas (Nassar & Kliewer,
1966; Kliewer, 1967). Este patron de evolu-
cion anual é semellante 6 que presenta
Eriosoma lanigerum en maceira. A dinamica
poboacional deste afido presenta fortes picos
a principio de tempada, unha importante
baixada durante finais de veran e un peque-
no repunte 6 comezo do outono (Sood &
Gupta, 2005).

Nas cintas de captura de cochinillas foi
comun a captura de individuos de Tyrop-
hagus putrescentiae, que nos consideramos
como predador, e que Pandey & Johnson
(2006) consideran perxudicial para a cria de
Dysmicoccus  brevipes, outra cochinilla
algodonosa, pero sen determinar cal é o seu
efecto. Estes acaros, descritos como alta-
mente polifagos, comen nematodos (Bil-
grami & Tahseen, 1992), fungos (Hubert et
al., 2004) e ovos (Brust & House, 1988) e
adultos (Serpa et al. 2004) de diversos
insectos. En catividade foron responsables
da destrucion de postas de ovos en laborato-
rio e nas cintas gardadas a 4°C ate o seu
reconto alimentaronse das cochinillas
capturadas. Na cria de P. citri en laboratorio
as explosions destes dcaros estiveron asocia-
das con caidas bruscas das poboacions de
cochinillas e en moitos casos deron coa
desaparicion total da poboacién. Dado que
na cria, mentres as poboaciéns de dacaros
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non foron altas, non se detectaron ataques
directos dos acaros a cochinillas vivas, ¢é
probable que o aumento nos dacaros se
produza coa alimentacion das melazas e
cando estas se esgotan se convertan en
predadores.

En vista do exposto ate o momento, o
mosaicismo na distribucion por plantas e a
escasa chegada de individuos & parte verde,
que é onde se establece contacto entre
plantas, indica que o desprazamento activo
de cochinillas entre plantas durante o estudo
foi baixo. Sen embargo a expansion de P.
citri na explotacion na que se desenvolveu o
estudo (Cabaleiro & Segura, 1997, 2006)
indica que estas son quen de pasar de planta
a planta. Tres mecanismos de movemento
pasivo entre plantas aparecen descritos na
bibliografia: paso planta-planta mediado
polo vento ou por practicas de cultivo
(Sforza et al., 2003; Martinez-Ferrer et al.,
2006), paso dende restos de poda s pés
doutras plantas (Bodenheimer, 1951) e
dispersion mediada por formigas (Rohrbach
etal., 1988).

A transmisiéon do GLRaV-3 en campo en
presencia de P. citri tense demostrado
bastante mais veloz que na sua ausencia,
malia que o nivel de infestacion sexa baixo,
tanto en cultivo en arxéns coma en empa-
rrado (Cabaleiro & Segura, 1997a; Cabalei-
ro, comunicacion personal). Malia iso, si que
se presentan diferencias na velocidade de
dispersion en funcién da conducién, sendo
mais veloz nos arxoéns (Cabaleiro & Segura,
2006). Isto concorda cos nosos datos de
chegada de individuos a parte verde, xa que
no emparrado é maior a distancia entre as
partes lignificadas e o contacto entre plantas
se establece mediante as polas do ano.



As baixas taxas de transmision en labora-
torio (Cabaleiro & Segura, 1997b; Golino et
al., 2002) contrastan coa alta velocidade de
dispersion do virus (Cabaleiro & Segura,
2006) e o baixo grao de infestacion dos
vifiedos (Cabaleiro & Segura, 1997a, 2006;
Cid et al., 2006b). Esta diverxencia pode ser
debida a subestima da eficiencia transmisora
no laboratorio, a subestima do movemento
entre plantas ou 4 presencia mecanismos de
transmision alternativos. As diferencias
entre a idade das plantas empregadas, asi
como as condicions de cria e a manipulacion
durante os ensaios inflien na eficacia dos
ensaios de transmision con estes vectores
(Posnette & Strickland, 1948). O move-
mento entre plantas, analizado en este
traballo, foi baixo tendo en conta a compo-
fiente activa durante os anos de estudo. O
paso entre plantas das cochinillas pode ser
maior do revelado polas nosas mostraxes se
a compofiente de movemento pasivo é
elevada, ou ben se se dan anos de moi altos
niveis de infestacion. Isto, xunto con algin
mecanismo de transmision ainda non
descrito e do que hai mais evidencias (Habili
et al., 1995; Habili & Nutter, 1997; Cabalei-
ro & Segura 1997a), poderia explicar o
importante aumento da incidencia do virus
malia que segundo os nosos datos as cochini-
llas non se movan habitualmente entre
plantas.

As accions a realizar para minimizar o
paso de cochinillas entre plantas, e en
consecuencia minimizar a expansiéon do
GLRaV-3, deberan ir encaminadas a reducir
as poboacions e a evitar os mecanismos
propostos para o movemento entre plantas.
A reducién dos agochos mediante a retirada
da casca, sobre todo nas plantas vellas, a
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aplicacion de auga que parece de grande
importancia para aumentar a mortandade
das femias hibernantes (Koplow Wies,
2004), asi como o emprego de cintas adhesi-
vas, que se propoiien tamén para o control
de formigas (Tollerup et al.,, 2004), entre
mediados de xullo e mediados de agosto,
cando as migracions de cochinillas son
maiores, que dificulten o seu movemento 6
longo da planta poden ser de grande utilida-
de para diminuir a poboaciéon. Por outro
lado a recollida dos restos no momento da
poda e o establecemento de estratexias de
control sobre as formigas deberian reducir o
movemento entre plantas e a transmision
do virus.
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Abstract Grapevine leafroll-associated virus 3
(GLRaV-3) is a mealybug-transmissible ampelo-
virus. Though the transmission mechanism has
been described as semipersistent on the basis of
temporal parameters, definitive proof of this
mechanism has never been provided. In the
present study, we carried out preliminary assays
to establish the location of the virus in its vector,
Planococcus citri. After dissecting the insects,
GLRaV-3 was detected by means of IC-RT-PCR
in the salivary glands, intestine and Malpighian
tubes, but not in the sucking apparatus. Immu-
nogold labelling of the capsid protein revealed
the presence of the virus in some cells of the
primary salivary glands, but not in the alimentary
channel of the stylet, or in the accessory salivary
glands. The strong labelling of the electron-dense
secretion vesicles in some cells of the primary
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salivary glands, together with the non-detection
of the virus in the sucking apparatus suggests that
the transmission mechanism may be different
from that previously described. We propose a
circulative transmission mechanism based on a
specific transportation route for the viral particles
from the midgut or hindgut to the salivary glands.
As the transmission mechanism is generally a
common feature of a viral genus, the existence of
a circulative transmission mechanism for other
mealybug-transmitted ampeloviruses is expected.
Organ by organ analysis of GLRaV-1, another
ampelovirus not transmissible by P. citri, showed
the absence of the virus in the salivary glands,
thus providing further, though indirect, evidence
in favour of circulative transmission for this virus
genus.

Keywords Ampelovirus - Citrus mealybug -
GLRaV-3 - Grapevine leafroll - Semipersistent
transmission

Introduction

The order Hemiptera includes most insect
vectors of plant viruses. Whiteflies (Family
Aleyrodidae), leathoppers (F. Cicadellidae),
planthoppers (Superfamily Fulgoroidea that
includes eight families), aphids (F. Aphididae),
mealybugs (F. Pseudococcidae) and scale insects
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(F. Coccidae) are the most important in terms of
number of vector species and number of viruses
transmitted (Nault, 1997). At least 21 species of
mealybugs transmit plant viruses belonging to
three genera of viruses: Badnaviruses, Ampel-
oviruses and Vitiviruses (Lockhart & Olszewski,
1999; Martelli et al., 2002; Adams et al., 2004).

Among grapevine virus diseases, leafroll is the
most widespread throughout the world, and the
economic importance of one of its associated
viruses, Grapevine leafroll-associated virus 3
(GLRaV-3), has been reported for many cultivars
in different countries. GLRaV-3is a phloem-limited
virus which occurs in companion cells and in sieve
tube elements of diseased plants, in which it
typically induces vesiculations in mitochondria
(Faoro, Tornaghi, Cinquanta, & Belli, 1992). The
known hosts are all woody plants that are members
of the genus Vitis. As regards other leafroll associ-
ated viruses, the main method of transmission is via
grafting of infected material. Several species of
mealybugs—Heliococcus bohemicus, Phenacoccus
aceris, Planococcus citri, Planococcus ficus, Pseudo-
coccus calceolariae, Pseudococcus comstocki,
Pseudococcus longispinus, Pseudococcus mariti-
mus, Pseudococcus viburni (Rosciglione & Gugerli,
1986; Engelbrecht & Kasdorf, 1990; Cabaleiro &
Segura, 1997b; Petersen & Charles, 1997; Golino,
Sim, Gill, & Rowani, 2002; Nakano, Nakaune, &
Komazaki, 2003; Sforza, Boudon-Padieu, & Greif,
2003)—and one scale insect—Pulvinaria vitis (Belli
et al., 1994)—are vectors of this virus. In all cases,
the transmission mechanism remains unclear. Nev-
ertheless, studies carried out to date to characterize
transmission of ampeloviruses indicate a semiper-
sistent transmission mechanism, on the basis of loss
of infectivity and the acquisition times involved
(Cabaleiro & Segura, 1997a; Kriiger, Saccaggi, &
Douglas, 2006). In spite of the lack of conclusive
experimental evidence it was then generally as-
sumed that transmission of GLRaV-3 and other
members of the Ampelovirus genus is semipersis-
tent (Martelli et al., 2002). Although GLRaV-1 is
phylogenetically close to GLRaV-3 (Martelli et al.,
2002), it has different vectors. Only the mealybugs
Phenacoccus aceris and Heliococcus bohemicus
(Sforza et al.,2003) can transmit both ampelovirus-
es. Golino et al. (2002) demonstrated that this virus
species is not transmitted by P. citri.
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The most widely used method for determining
the presence of virions in vectors is by analysis of
whole individuals. However, the increased sensi-
tivity provided by PCR-based techniques has
made possible the detection of virus in non-vector
insects (Olmos, Bertolini, Gil, & Cambra, 2005).
Assays of loss and acquisition of potential infec-
tivity with entire insects are no longer considered
reliable. In the present study, we attempted to
detect GLRaV-3 and GLRaV-1 in different
organs of P. citri to elucidate the mechanisms of
transmission of leafroll by mealybugs.

Materials and methods
Plants and mealybugs

The plant material used was adult leaves from
potted plants of known virus status, clones of
plants maintained in the Escola Politécnica Supe-
rior de Lugo. Depending on the assay, the clones
used were: Cl (cv. Albarifio infected with
GLRaV-3); CF+C1 (cv. Cabernet franc graft-
infected with GLRaV-3); and Al, (cv. Albarifio
infected with GLRaV-1). The plants were main-
tained in a growth chamber at 25°C with a
photoperiod of 16 h light, 8 h darkness. Speci-
mens of P. citri, obtained from a vineyard where
leafroll transmission has been demonstrated
(Cabaleiro & Segura, 1997b), were reared on
potato sprouts or pumpkins for several
generations at 25°C in darkness.

Virus acquisition

The mealybugs were fed on leaves from clones
C1, CF+Cl1 or Al maintained in humid chambers
at room temperature with the petiole inserted in a
tube containing liquid culture medium (MS 1/2,
Murashige & Skoog, 1962). In the first assay the
mealybugs were maintained on leaves of CF+C1
or C1 for 10 or more days. In the second assay,
immature adult mealybugs were maintained on
clone CF+C1 or C1 for 7 days and only mealy-
bugs that were still feeding after seven days were
selected for analysis. For GLRaV-1, immature
adult mealybugs were allowed to feed on clone
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A1 for 7 days. The negative control consisted of
mealybugs feeding on potato sprouts. In the
immunogold labelling assays to determine virus
location, the immature adult mealybugs were
allowed to feed for five days on the leaves of
CF+C1 plants.

Mealybug dissection and organ analysis

Mealybugs with the stylet clearly inserted were
carefully removed from the leaves where they
were feeding. After waiting until the stylet was
retracted, the insects were fixed and maintained in
FAE (ethanol 50°, formaldehyde 35%, acetic acid,
18:1:1) until dissection. Immediately before dis-
section, the mealybugs were dried and fixed onto
slides with nail varnish. The mealybugs were then
dissected, under a stereo microscope, in a drop of
distilled water, with two entomological needles.
The following parts were separated: intestine
(midgut and hindgut), Malpighian tubes, mouth
apparatus (comprising labium, stylet, and the
alimentary channel from the stylet to the end of
the oesophagus), reproductive system, suboesoph-
ageal ganglion, salivary glands and bacteriome.
The body remains of each insect dissected were
kept for later analysis. Analysis for the presence of
the virus was performed by IC-CT-PCR. Microtu-
bes for PCR (0.2 ml) were coated with 50 pl of
commercial antibodies specific for GLRaV-3 or
GLRaV-1 (Bioreba AC, Switzerland) diluted at
1:500 in coating buffer for 4 h at 37°C or overnight
at 4°C. The tubes were washed three times for
3 min, and incubated with 50 pl of organ extract
for 4 h at 37°C or overnight at 4°C. The extracts
were obtained by grinding each organ with 75 pl
of commercial grapevine extraction buffer (Bio-
reba, AG). The tubes were washed in the same
way and kept for 15 min at 65°C to release the
nucleic acids (Moury, Cardin, Onesto, Candresse,
& Poupet, 2000). The reagents for one-step RT-
PCR (cMaster™ RTplusPCR System, Eppen-
dorf) were then added, using the primers proposed
by Minafra & Hadidi (1994) for GLRaV-3 (C547
and H229), or those proposed by Good & Monis
(2001) for GLRaV-1(GSP3 and GSP4). The
established cycles, performed in a Biorad iCycler,
were: for GLRaV-1, one cycle at 50°C for 30 min
and 94°C for 2 min, 40 cycles at 94°C for 30 s,

60°C for 30 s and 68°C for 20 s, and one final
extension cycle at 68°C for 10 min; for GLRaV-3,
one cycle at 50°C for 30 min and 94°C for 2 min,
40 cycles of 94°C for 30 s, 55°C for 30 s and 72°C
for 30 s, and one final extension cycle at 72°C for
10 min. Aliquots of the PCR products were
stained with SYBR Green and analysed by
electrophoresis in 1% agarose gels.

Transmission electron microscopy (TEM) and
immunogold labelling

Immature adult mealybugs were carefully
removed from leaves of CF+C1 while they had
the stylet still inserted. After waiting for the stylet
to be retracted, the insects were washed with
commercial dishwashing liquid (Mistol, Henkel
Iberica) at 50% in distilled water and then rinsed
in distilled water and dried. While keeping the
mealybugs in a drop of fixative (paraformalde-
hyde 4%, glutaraldehyde 0.3% in phosphate
buffer 0.1M, pH 7.4) and, with the aid of a stereo
microscope, some cuts were made on the lateral
part of the body to favour penetration of the
fixative. The mealybugs were then kept in the
same fixative for 2 h at 4°C and later dehydrated
by immersion in a series of ethanol solutions (25,
50, 75, 90 and 100%). Finally the insects were
embedded in London Resin White (LRW), as
previously described (Faoro, Tornaghi, & Belli,
1991). Ultra-thin sections were labelled with a
primary polyclonal serum anti-GLRaV-3 (1:100
and 1:1000) or a pre-immune serum as the
negative control, and post-labelled with a goat
anti-rabbit colloidal gold conjugate of 20 nm
(BioCell, UK), as detailed in Faoro et al.
(1991). Sections were then stained with uranyl
acetate and lead citrate and examined with a Jeol
100SX (Japan) transmission electron microscope.

Results

GLRaV-3 and GLRaV-1 detection in
Planococcus citri organs

After a minimum of 10 days of AAT (acquisition

access time), GLRaV-3 was detected, in the first
assay, in all salivary glands analysed and also in all
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the midguts, hindguts and Malpighian tubes tested
all together. The virus was also detected in the
bacteriome (3/3), in the reproductive apparatus (2/
3), in the suboesophageal ganglion (2/5), in the
mouth apparatus (1/5) and always in the body
remains of the mealybugs (4/4). In the second
assay, GLRaV-3 was always detected in the
midgut and hindgut (5/5), in all but one case
in the salivary glands and in the Malpighian
tubes (4/5) and, in 2 out of 5 cases, in the body
remains. The virus was not detected in the
ganglion, sucking apparatus, reproductive system
or bacteriome. All organs originating from the
three mealybugs feeding on potato sprouts were
negative for GLRaV-3. Analysis results of the
organs from mealybugs allowed to feed on leaves
infected with GLRaV-1, were very different from
those that had fed on GLRaV-3 infected ones. In
fact, GLRaV-1 was detected only in the midgut
and hindgut and in the Malpighian tubes and never
in the salivary glands of all the examined insects. In

Fig. 1 Immunogold labelling of the coat protein of
GLRaV-3 in Planococcus citri. (a) Negative control with
preimmune serum of the accessory (asg) and primary (psg)
salivary glands. The labelling is light and unspecific
(bar = 1 um); (b)Accessory and primary salivary glands.
The accessory gland, unlabelled, is separated by the two
basal lamina (arrow) from the primary gland. In the
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2 out of 5 mealybugs the virus was detected in the
reproductive system and in one mealybug in the
body parts remaining after dissection. GLRaV-1
was never detected in any organ of the three
mealybugs feeding on potato sprouts.

Localization of GLRaV-3 in mealybugs by
immunogold labelling and TEM

After applying antibody against GLRaV-3,
diluted 1:100, intense specific gold labelling was
observed only in part of the primary salivary
gland cells, but not in the accessory glands. No
labelling was detected in the nearby muscle fibres
or in the haemocoel. The negative control,
incubated in pre-immune serum, showed only a
light background of unspecific labelling, uni-
formly distributed over all of the different organs
(Fig. 1a), including both primary and accessory
salivary glands. No labelling was detected in the
alimentary channel of the stylet, although the

o
<

oS, 2K 7
primary salivary gland a labelled cell (at the centrum) and
a clearly unlabelled cell (at the bottom separated by the
cytoplasmic membrane (>) are recognizable. The central
cell has strongly labelled electrondense vesicles (*),

electrolucent vesicles (+) few labelled and non-vesiculated
mitochondria (arrowhead) (bar = 1 pm); hc = hemocoel
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stylet walls and the mealybug cuticle showed
labelling, possibly due to the affinity of chitin
fibrils for antibodies, as observed in many other
cases (F. Faoro, Istituto di Virologia Vegetale,
CNR, Italy, pers. comm.). The accessory salivary
glands (Fig. 1b) showed numerous large electron-
dense secretion vesicles inside the cytoplasm.
These corresponded to the description by Ponsen
(1972) for Myzus persicae accessory glands. No
labelling was observed in these glands when the
antibody against GLRaV-3 was used.

In the primary salivary glands two cell types
were observed: one with electron-dense cytoplasm
and another with electron-transparent cytoplasm
(Fig. 1b). The former showed large nuclei, and
numerous electron-dense vesicles possibly con-
taining proteinaceous material. These vesicles
were heavily labelled by the anti-GLRaV-3
serum, although some labelling was also present
in the cytoplasm but not in the nucleous or in the
mitochondria. Another type of vesicle, usually
larger than the above and almost completely
electron transparent, was unlabelled (Fig. 1b).
The cells with electron transparent cytoplasm
contained both types of the above vesicles. How-
ever neither these vesicles or the surrounding
cytoplasm were labelled (Fig. 1b).

We did not observe the typical viral bundles,
or the mitochondrial vesiculations present in
infected grapevine plants and where virus repli-
cation takes place (Faoro & Carzaniga, 1995).

Discussion

In the case of semipersistent transmission, the
virus would specifically bind to the stylet alimen-
tary channel or the foregut epicuticle (Ammar,
Jarlfors, & Pirone, 1994). However, we did not
detect the virus, by IC-RT-PCR, in samples
formed by the stylet and foregut and did not find
any immunogold labelling in the stylet alimentary
channel. Taken all together, these results provide
evidence refuting the hypothesis of semipersistent
transmission.

Detection of virus in the different organs may
be explained in different ways. In the suboesoph-
ageal ganglion, separated by the perineural
space, the presence of virus particles is explained

only by the existence of an active entry mech-
anism or by contamination during the dissection
process, which appears to be the most likely
explanation. Detection of virus inside the bac-
teriome, the sucking apparatus or the body
remains, can be attributed to the presence of
virus from the haemolymph, as these organs are
entirely suffused in the haemolymph, or to the
contamination during the dissection process.
Finally, the presence of virions in the reproduc-
tive system could be explained by the perma-
nence of the haemolymph between the follicles,
or by contamination with part of the hindgut
during dissection, or because both organs share a
common outlet.

Detection of virus by IC-RT-PCR in the sali-
vary glands implies the presence the whole virion,
as the technique allows the detection of protein-
bound RNA. Transportation of the virion from
the gut (where it is also found) to the salivary
glands via the haemolymph should have then
taken place. This type of transport in other
hemiptera is possible because of the protection
against the attack of the haemolymph by chap-
eronin GroEL homologues, synthesized by insect
endosymbionts (Van Der Heuvel et al.,, 1997;
Morin et al., 1999). Binding between virus and
GroEL homologues occurs in many plant viruses
(mainly luteoviruses and begomoviruses) and
GroEL synthesized both by endosymbionts of
vector and non-vector insects as well as by
Escherichia coli (Van Der Heuvel et al., 1997;
Akad, Dotan, & Czosnek, 2004). Like other
filamentous plant viruses, GLRaV-3 does not bind
the GroEL homologue of E. coli (Akad et al.,
2004). The assumed lack of protection of GroEL
synthesized by the B-endosymbionts (Baumann,
Thao, Hess, Johnson, & Baumann, 2002) means
that the virus cannot escape destruction in the
mealybug haemolymph. Thus, the amount of virus
in the haemolymph will decline rapidly.

The route from the gut to the salivary glands
includes three barriers that ensure the specificity
of the transportation. The first is the gut epithe-
lium and the second and third are the basal
lamina and the plasmalemma of the salivary
glands. (Peiffer, Gildow, & Gray, 1997). The
likelihood of the IC-RT-PCR detected virions
being absorbed in the basal lamina of the salivary

73 @ Springer



Capitulo 2

Eur J Plant Pathol

glands without penetrating can be discounted for
two main reasons: (i) the coat protein is located
specifically inside one part of the primary salivary
gland cells; (ii) intense labelling of the basal layer
of the salivary glands was never detected. Rather,
the strong labelling in the salivary gland, in
comparison with other insect organs, suggests
specific transportation of virus to the gland.
Furthermore, the specific presence of the virus
in a certain part of the salivary glands indicates
that these organs function differently, depending
on the compartment considered. When present,
labelling in a gland cell was quite uniformly
distributed inside the cytoplasm and in the elec-
trodense vesicles. However, the highest intensity
of labelling was observed in the electrodense
vesicles that form the saliva. Thus, the virions
would be ready to be secreted and injected inside
the plant during feeding.

In contrast, GLRaV-1 was not detected by
IC-RT-PCR in the salivary glands or in other
organs but only in the intestine and inside the
Malpighian tubes, which are directly connected to
the intestine. Detection of the virus in the
reproductive system and body remains is proba-
bly due to contamination during dissection
because of the rupture of the hindgut, which is
extremely fragile. These results are consistent
with those obtained in previous acquisition assays
(Cabaleiro, unpublished data) and with unsuc-
cessful transmission assays (Golino et al., 2002)
of GLRaV-1 by P. citri. It therefore appears that
a specific recognition and translocation mecha-
nism, such as that described for GLRaV-3, does
not exist for GLRaV-1, at least in P. citri.
Considered all together, the present results indi-
cate that transmission of GLRaV-3 by P. citri is
circulative, although further studies are required
to prove this.

The temporal parameters used to distinguish
semipersistent and circulative transmissions are
the existence or otherwise of a latency period and
the duration of the infectivity retention period.
However, the latency period is impossible to
measure if the exact moment when feeding starts
in the phloem is not established. Previous analysis
of the feeding behaviour of P. citri on plants of
cv. Cabernet franc, with the Electrical Penetra-
tion Graph (EPG) technique, indicated that
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feeding in the phloem started after more than
15 h (unpublished data), although it is not
unusual for mealybugs to spend many hours with
the stylet inserted into the xylem. Thus, if it is not
known exactly when suction from the phloem
starts, it is impossible to determine the time
between acquisition and inoculation of the virus.
The study of infectivity retention is also impaired
by the alimentary behaviour of the mealybugs. It
is difficult to determine how long mealybugs have
fed without acquiring the virus at the time they
are removed from the infected leaves. In previous
studies, one involving P. citri feeding for 3—4 days
on healthy leaves (Cid et al., 2006) and another
involving Planococcus ficus feeding for 8 days on
a non-host (Kriiger et al., 2006), the virus was not
detected by RT-PCR in whole mealybugs. These
retention periods are shorter than those de-
scribed for luteovirus circulative transmission by
aphids (Gray & Gildow, 2003). This discrepancy
may be due to the inability of GLRaV-3 to bind
to GroEL, as the retention of non-binding
mutants of luteovirus is shorter than wild-type
and binding mutant virus, and 120 h post-injec-
tion the total amount of virus present was still
10% and 67% respectively (Van Der Heuvel
et al., 1997). Thus the short retention period,
evidence of non-circulative transmission, would
correspond with a circulative non-GroEL-binding
transmission.

Finally, virus bundles or replication sites were
not detected in the mealybugs, and therefore it is
likely that virus does not replicate in the insects
(non-propagative transmission). This is consistent
with the retention time because after 96 h feeding
on healthy leaves the virus is not detected by
IC-RT-PCR inside mealybugs (Cid et al., 2006).
Since the transmission mechanism is usually a
genera-distinctive characteristic (Nault, 1997), the
transmission of other ampeloviruses may be sim-
ilar to that proposed here for GLRaV-3.
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Caracterizacion mediante EPG dos patrdns de onda
e o comportamento alimentar de Planococcus citri (Risso)
en folla de vide cv. Cabernet franc e en membrana

MIiIGUEL CID

Resume A cochinilla algodonosa dos citri-
cos, Planococcus citri (Risso), é vector dun
certo numero de virus vexetais. Os ensaios
de transmision vense entorpecidos polo seu
comportamento pausado e criptico. Neste
traballo analizase o seu comportamento ali-
mentario mediante a técnica de graficas
eléctricas de penetracidn (electrical penetra-
tion graphs) (DC-EPG) tanto alimentandose
en folla de vide cv. Cabernet franc infectada
co virus 3 do enrolado da vide, GLRaV-3,
coma en dieta artificial a través de membra-
na de Parafilm®. Describense os patrons de
onda que se correlacionan co comezo de
proba e establecemento do contacto eléctri-
co (A); co avance intercelular (C); coa ali-
mentacion en floema (E) que presenta 4
subpatrons (E1, E2I, E2II e E3) dos que E3
esta asociado & excrecion de melaza; coa ali-
mentacion en xilema (G) e coas puncions
celulares (pds) que presentan duas subfases
diferenciadas (pd1 e pd2). Outros dous pa-
trons detectados poderian corresponderse
cos patréns N descrito para Planococcus mi-
nor e co patron H descrito para Phenacoc-
cus. Describense dous acontecementos que
aparecen recorrentemente nos rexistros
ainda que non foi posible establecer nin-
gunha correlacion con actividades do insec-

to e que non foron descritos para outros
insectos picador-zugadores; un deles poderia
corresponderse cun atasco da canle estiletar
e o outro foi denominado pseudo-punciéon
celular, polo seu parecido con estas. As pun-
cions celulares son as mais longas das descri-
tas ate o momento de 32,6 segundos de me-
dia con duas fases e que poden presentar
longas fases de ruptura de contacto eléctri-
co, que poden estar relacionadas co contacto
con membranas. A analise temporal dos 20
rexistros amosou grande variabilidade entre
insectos. SO 11 chegaron a realizar puncions
en floema tardando entre 1,3 e 17 horas en
facela e permanecendo nel 9,5 horas de me-
dia. A maioria (16/20) fixeron algunha pun-
cién en xilema onde botaron de media 8,7
horas. Os parametros temporais descritos
van influenciar a capacidade transmisora de
virus, tendo en conta que todolos virus
transmitidos por cochinillas estan restrinxi-
dos 6 floema. E probable que sexa pois o
condicionante da baixa taxa de efectividade
en ensaios de transmision.

Palabras chave: GLRaV-3, transmision,

DC-EPQG, patréons, comportamento alimen-
tar
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Introducién

A cochinillas algodonosa dos citricos, Plano-
coccus citri (Risso), é un insecto altamente
polifago, descrito como hospede de 175
xéneros de plantas distintos pertencentes a
74 familias (Ben-Dov, 2007). E praga en
diversas froiteiras arboéreas: citricos (Boden-
heimer, 1951), cacao (Ackonor, 2002); ar-
bustos como o cafeto (Staver et al. 2001);
lianas como a vide (Ruiz Castro, 1965; Lucas
Espadas, 2002; Cid et al., 2006); e un grande
numero de ornamentais e horticolas, prin-
cipalmente cultivadas en invernadoiro
(Brodsgaard & Albajes, 2000; Laflin & Pa-
rrella, 2004). Como o resto de cochinillas
algodonosas son insectos de dificil control
debido 6 seu comportamento e 6 seu corpo
cuberto de ceras (Daane et al., 2006; Walton
& Pringle, 2004).

Ainda que o seu comportamento é moito
mais pausado que o dos afidos, os principias
vectores de virus vexetais (Nault, 1997), as
cochinillas algodonosas estan descritas como
vectores de tres xéneros distintos de virus:
Badnavirus (Lockhart & Olszewski, 1994),
Vitivirus (Adams et al., 2004) e Ampelovirus
(Martelli et al., 2002). Son numerosas as
especies vectoras destes virus e unhas cantas
entre as que se atopa Planococcus citri son
quen de transmitilos case todos (Roivainen,
1980; Cabaleiro et al., 1997a; Lockhart et
al., 1997; Phillips et al., 1999; Kubiriba et
al., 2001). O mecanismo de transmisién
destes virus é complexo para o seu estudio.
O feito de afectaren maioritariamente a
plantas lefiosas, seren virus cunha velocidade
de replicacion bastante baixa e dado que as
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cochinillas son uns vectores pouco eficaces
fai dos ensaios de transmision tarefas longas
e complicadas. Se a isto sumamos a incerteza
sobre a actividade realizada polos insectos
durante a sta alimentacion chegar a coflecer
mellor o mecanismo de transmisién é case
imposible.

Os estudios sobre a transmision de virus
vexetais con outros insectos empregan as
graficas eléctricas de penetracion, EPG -
Electrical penetration graphs— para a descri-
cion do comportamento alimentario dos
vectores asi como para o estudio do proceso
de transmision mesmo. Este método publi-
cado primeiramente por McLean & Kinsey
(1964) presenta duas variantes, AC-EPG e
DC-EPG, que se diferencian polo tipo de
corrente empregada, alterna e continua res-
pectivamente, que evolucionaron con suce-
sivas melloras ate a actualidade (Walker,
2000). O sistema AC-EPG recolle s6 as
flutuacions da resistencia do circuito
mentres que o DC-EPG rexistra as
variacion de voltaxe debidas tanto as
oscilaciébns na resistencia (R) como 4ds
variacion da forza electromotriz (emf). Esta
ferramenta permite cofiecer a localizacion
do extremo distal dos estiletes dos insectos
picador-zugadores, asi como saber que
actividade estdin realizando. Debido a
dificultade de traballar con cochinillas
(Posnette & Strickland, 1948) e a que os
virus transmitidos por estas non causa os
mesmos perxuizos que os transmitidos me-
diante pulgdéns, o seu comportamento ali-
mentar foi ata 0 momento pouco estudado.
Os tnicos traballos publicados ate 0 momen-
to (Calatayud et al., 1994, 2001) de caracte-
rizacion do comportamento alimentario de
cochinillas foron realizados con dous Phena-
coccus: Ph. herreni e Ph. manihoti. Neles



empregouse o sistema DC-EPG para a com-
paracion dos niveis de resistencia entre cul-
tivares de mandioca e para estudar o efecto
que o parasitismo ten sobre o comporta-
mento alimentario das cochinillas. Existe
outro estudio realizado de caracterizacion
dos patrons alimentares de Planococcus mi-
nor en cafeto e anana que conformou a tese
de doutoramento de Santa-Cecilia (2003).

Este traballo pretende caracterizar os pa-
trons de onda asociados coa alimentacion de
P. citri, unha boa ferramenta de cara ds tra-
ballos de transmisions de virus por cochini-
llas algodonosas xa que a maior parte dos
virus transmisibles por cochinilla poden ser
transmitidos por P. citri. O outro obxectivo
¢ estudar os parametros temporais da ali-
mentacion de P. citri en vide infectada polo
virus 3 enrolado da vide (Grapevine leafroll-
associated virus 3, GLRaV-3) para entender
as diferencias entre a adquisicion do
GLRaV-3 (Cid et al., 2007) e a sGa transmi-
sion (Cabaleiro & Segura 1997b).

Materiais e métodos

Insectos e plantas

Os insectos empregados no estudio forman
parte dunha colonia de Planococcus citri
(Risso) fundada a partir de individuos de
poboaciéns naturais atopadas nun vifiedo de
Bueu, Galicia no noroeste da Peninsula Ibé-
rica, para as que se demostrou a transmision
do virus (Cabaleiro & Segura, 1997a,b). A
cria mantivose en laboratorio, sobre patacas
brotadas e cabaza sobre unha cama de ver-
miculita en caixas de plastico con ventila-
cion. Estas foron conservadas en semiescu-
ridade a temperatura ambiente.

Capitulo 3

Nos rexistros empregaronse follas com-
pletamente estendidas e maduras de vide de
plantas cv. Cabernet franc infectadas polo
virus do enrolado da vide tipo 3 (GLRaV-3),
clons obtidos a partir dos exemplares da co-
leccion da Escola Politécnica Superior de
Lugo. As plantas foron mantidas en inver-
nadoiro con fotoperiodo de 16 horas de luz
e 8 de escuridade.

EPG

Grupos de femias adultas inmaturas foron
collidas nas caixas de cria de entre os indivi-
duos que non estaban alimentandose. Isto
fixose asi debido a dificultade que supén a
retirada dos individuos da cria que se atopan
alimentandose. Baixo la lupa binocular e so-
bre unha plataforma forrada con papel se
lles retiraron as ceras de parte do dorso cun
pincel humedecido nunha solucién de etanol
6 25% e Triton-X100 6 1% en auga destila-
da. Posteriormente deixouse que se secasen
completamente nunha caixa de plastico.

As follas de vide foron recollidas e man-
tidas co peciolo en auga destilada no interior
dunha bolsa de plastico para aclimatar a sta
transpiracion tralo cambio invernadoiro-
laboratorio. Posteriormente introduciuse o
peciolo nun bote completamente cheo de
agua por un burato practicado na tapa 6 que
se axustou con Parafilm®. Na tapa practicou-
se outro burato polo que se introduciu o
electrodo da planta. As follas foron manti-
das ate os primeiros indicios de senescencia,
aproximadamente unha semana, suspendi-
das co bote invertido para asegurar a inmer-
sion do peciolo na auga e co envés da folla
cara arriba para permitir un maior control
das cochinillas 6 se alimentaren nel.
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o Caracteristicas . .
S S : Actividades asig-
g | & g Nivel Compodfente | Frecuencia | Duracién das 6 1g6
I s E eléctrico P nadas 0s pulgons
ks S S para os mesmos
a = (emf/R) (elementos/s) patréns de onda
Establ d
A extra R variada =15s stab ecem,ent(.) €
contacto eléctrico
Avance extracelular
C extra R/emf variada variable incluindo creacion da
vaifia de saliva
i d 1-2
pdl PO i ~ 6,5-120 s Curta puncién celular
pd onda | intra emf 16-5 ]
5-15 s en pulgéns
pd2 | onda emf 7,5-2 1-24 s
pico emf 4,5-0,7 iabl Inxestion activa en
G onda extra R/emf 9,5-1,4 variable xilema
El pico nd 2,5-0,4 10-35 s Pgncmn IIUI.I tul.)(r)
onda 13-7,5 criboso e salivacién
pico 4-0,5
E21 d
E onda | intra n 10-3 2-65 min
E21I | onda nd 9,5-3
pico R 4,5-1 . Inxestion sostida nun
E3 bl .
onda emf 7-1,8 vanable elemento criboso
pico irregular Posible correlacién
H d extra nd 10-12 variable coa inxestion extrace-
onda lular (E(c))
pico 3-4,5 Posible correlacién co
N onda extra nd 14-16 variable iiiia(li:a;lgamento elti-

Téaboa 1: Caracteristicas dos patrons de EPG rexistrados para P. citri alimentdndose en folla de vide e com-
paracién coas actividades estiletares dos afidos (intra: nivel intracelular; extra: nivel extracelular; nd: non

determinado; R: resistencia; emf; forza electromotriz)

Grupos de 10-15 cochinillas parcialmente
libres de ceras no seu dorso foron situados
sobre o envés da folla. A aqueles individuos
que se posicionaban e paraban nos laterais
dos nervios principais e paralelos a eles lles
foi colocado o electrodo. Para iso una gota
de pintura de prata de base acuosa (cedida
polo Dr. Tjallingii) foi depositada sobre o
dorso coa axuda dun fio de cobre. Inmedia-
tamente o extremo do fio de ouro do elec-
trodo —que esta composto por un fio de ou-
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ro de 10 um de grosor unido por pintura de
prata 6 extremo terminal dun fio de cobre e
este soldado 4 cabeza dun cravo de laton-
que foi previamente colocado na sonda de
rexistro, se introduciu na pinga de pintura.
Descartaronse os rexistros nos que a alimen-
tacidon comezara antes de que lle fose colo-
cado o electrodo.

As gravacions de EPG foron realizadas
no interior dunha gaiola de Faraday adqui-
rindo a 100 Hz cun equipo DC-EPG (Tja-



llingii, 1988) de catro canles cun xigaohmio
de resistencia interna, Giga-’99 DC (Wage-
ningen Agric. Univ., Entomology Dept.),
conectado a un PC e controlado polo pro-
grama Stylet 3.0 corrido sobre MS-DOS. Os
rexistros realizados foron de mais de 20
horas.

Realizouse un rexistro cun equipo AC-
DC-EPG (Wageningen Agric. Univ., En-
tomology Dept.) que permite o rexistro si-
multaneo en AC e DC co obxectivo de po-
der comparar as puncions celulares e esta-
blecer asi a sua estrutura interna (Kindt et
al., 2006). A parte AC do equipo emprega
un oscilador de voltaxe de 891 Hz e 0,8 V de
amplitude. O subministro de voltaxe para
planta da parte DC do equipo superponse a
este oscilador e precisa de axustes para cada
novo rexistro, como sucede con calquera
rexistro DC.

Os rexistros foron envorcados a Macin-
tosh e procesados mediante MacStylet v2.0
10 (Febvay et al., 1996) para a colocacion
das marcas nas 20 primeiras horas de ali-
mentacion. Posteriormente foron trans-
formados e analizados mediante Probe 3.0
(Wageningen Agric. Univ., Entomology
Dept.) para a obtencion dos perfis de fre-
cuencia de cada patrén. Estes foron obtidos
no caso de patréns continuos a partir dos
valores maximos e minimos por hora e no
caso das pds a partir da primeira pd de cada
hora.

O procesado das marcas para a sua inter-
pretacion foi realizado mediante a creacion
dun libro en Microsoft® Excel® 2004 para
Mac (Microsoft Corporation) que permitiu
o calculo de 147 parametros de caracteriza-
cion do comportamento alimentario.
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Rexistro da excrecion de melaza

Para a correlacion de patrdns coa excre-
cion de melaza fixose un rexistro de deposi-
cion de melaza cun reloxo de 24 horas 6 que
se lle axustou unha cinta de papel Wathman®
previamente pulverizado con ninhidrina
2mg/ml en etanol de 96° o que permitiu
cofiecer a frecuencia de excrecién (Lei et al.,
1995).

Alimentacion en membrana

A alimentaciéon en membrana realizouse
sobre membranas de Parafilm® finamente
estirado. As membranas situdronse na boca
de eppendorfs recheos parcialmente de dieta
liquida a base de auga destilada con sacarosa
6 30 %. O electrodo, un fino fio de laton foi
introducido por un burato no lateral do tu-
bo que foi posteriormente selado mediante
pegamento. Resultou util o emprego dunha
banda de Parafilm® sobre a boca do tubo que
foi empregada como agocho polas cochini-
llas, xa que se observou que, sentindose res-
gardadas, inician antes a alimentacion.

Resultados e discusidon

Patrons de onda

Os patrons de onda rexistrados para P. citri
(Taboa 1) foron bastante semellantes 6s ob-
tidos por Calatayud e colaboradores (1994,
2001) para os phenacoccus se ben se detecta-
ron diferencias nas suas frecuencias (Taboa
1). Ademais dos xa descritos para Phenacoc-
cus caracterizaronse patrons novos que se
corresponden coa alimentaciéon en xilema,
que foi xa detectada para Planococcus minor,
e con longos periodos de inxestion de fluido
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floematico, un terceiro que pode correspon-
derse co patron H dos phenacoccus ainda
que é sensiblemente diferente e un cuarto
que pode corresponderse co patron N des-
crito por Santa-Cecilia (2003).

As probas alimentarias no caso das cochi-
nillas son mais longas ca no caso dos pul-
gons e o seu numero ¢ mais reducido. Case a
metade das cochinillas realizan unha unica
proba durante as 20 horas que dura o rexis-
tro. Os momentos iniciais da proba caracte-
rizanse, do mesmo xeito que ocorre cos pul-
gons, por ondas de grande amplitude e fre-
cuencia (patron A) (Fig. 1A e Al). A ampli-
tude mantense alta durante un certo perio-
do ata que acada o que poderiamos conside-
rar como o patron tipico de avance interce-
lular, que denominaremos C de acordo con
Calatayud e colaboradores (1994) e pola sua
similitude co seu andlogo en afidos. Nalguns
casos aparece un patron de transicion entre
0 A e o C que se asemella bastante 6 B des-
crito para pulgons (Fig. 1A1). Durante o
patron A e os primeiros minutos de C non ¢
infrecuente atopar oscilacions bruscas de
potencial que poderian estar relacionadas
coa insercion dos estiletes nas células vexe-
tais, ainda que debido 4 escasa regularidade
do patrén, sobre todo no seu inicio é impo-
sible identificalas como auténticas puncions
celulares.

O avance dos estiletes é basicamente in-
tercelular realizando pequenas puncidns ce-
lulares, potential drop (pd) (Tjallingii, 1985),
asi denominadas pola caracteristica caida de
potencial que se produce, 6 penetrar o ex-
tremo distal dos estiletes dentro da mem-
brana celular que se comporta coma un
condensador (Fig. 1A e A2 e 2). Estas tefien
unha duracién media de 32,6 segundos, ain-
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da que poden acadar os dous minutos. Son,
polo tanto, moito mdis longas que as que
realizan os pulgéns, de 5-15 segundos (Tja-
llingii, 1985), e tamén mdis longas que as
descritas para as outras cochinillas, tanto
Phenacoccus coma Planococcus minor, de =
20 segundos (Calatayud et al., 1994, 2001;
Santa-Cecilia, 2003).

Ademais das puncidons celulares detectou-
se a aparicion de caidas de potencial que non
se viron seguidas polos patréons de onda
propios das pds. Non vefien precedidas das
ondas tipicas previas a pd e dan paso 6 man-
temento do patrén de onda propio de C,
con maior amplitude de onda. Durante un
tempo variable a voltaxe se mantén baixa
pero se vai incrementando ata acadar de
novo o nivel de voltaxe usual durante o pa-
tron C. Este comportamento parece corres-
ponderse con esporadicos avances intracelu-
lares. O numero destes eventos, que son
mais habituais durante a primeira hora de
rexistro, varia en funcién do insecto, po-
dendo non chegar a se dar.

O patrén que se corresponde co avance
dos estiletes é un patréon complexo, proba-
blemente formado pola superposicion de
distintos tipos de ondas e pola variacion
ritmica das actividades do insecto (Fig. 1A2,
A2Db). O rexistro presenta repeticions dunha
secuencia ciclica de patréns cunha periodici-
dade que soe roldar os 20 segundos. Calata-
yud e colaboradores (1994) diferencian dous
subpatrdns principais CI e CII de disposicion
alterna, e un terceiro, CIII, de presencia
mais errdtica que se caracteriza por presen-
tar fortes caidas de voltaxe. Tamén para o
patron C de mosca branca (Janssen et al.,
1989; Jiang et al., 1999) estan descritos dife-
rentes subpatrons. Sen embargo, como



apuntan Jiang & Walker (2003), o feito de
non poder asociar os subpatréns con activi-
dades concretas réstalle significado a tales
subdivisiéns. E moi probable que se corres-
pondan con solapamentos parciais ou totais
das accidns que realiza o insecto durante o
avance dos estiletes —secrecion da saliva xeli-
ficante e movemento dos estiletes para atra-
vesar a gota de saliva e probablemente ou-
tras como catas de apoplasto e poida que se-
crecion de saliva acuosa- en conxuncidn coa
particularidade eléctrica do punto da planta
no que se situa o extremo dos estiletes. No
caso das cochinillas a maioria das ondas pre-
sentan unha compofente R maioritaria,
mentres que s unha pequena parte mante-
fien a sua amplitude e signo cando se reali-
zan axustes de voltaxe (Fig. 3C). As distintas
ondas que se poden atopar durante un ciclo
de C gardan unha certa similitude cos subpa-
trons descritos para mosca branca (Janssen
et al., 1989; Jiang et al., 1999) pero a cons-
tante variacion das mesmas —tanto en forma
coma duracién e numero- asi como a escasa
duraciéon de cada unha delas dificulta o esta-
blecemento de correlacions precisas, asi co-
mo o estudo do efecto da variacién da vol-
taxe en cada unha delas (Fig. 3C). O terceiro
subpatron de C descrito, CIII (Fig. 1B, Bl e
B2), correspondese cunha variacion dalgun-
has das fases do CII no que as baixadas de
potencial se fan especialmente profundas ate
acadar case o nivel 0 de voltaxe pero sen
chegar a se tornar negativo. Estas baixadas
fondas de potencial, que Calatayud e
colaboradores (1994) consideraban
probablemente debidas a incrementos da
resistencia, comprobouse que tefien esa
orixe pois cambian de intensidade e sentido
cos axustes na voltaxe. Este tipo de onda soe
ser mais frecuente nas proximidades de se
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te nas proximidades de se producir unha
puncidon celular (Fig. 1B2) e poderia estar
relacionado co avance intramural, de modo
que as fortes caidas de potencial se corres-
ponderian con fortes aproximacions a
membrana plasmatica.

Antes de se producir unha puncién celu-
lar soe darse un tipo de C que, ademais de
poder presentar fortes as caidas do potencial
anteriormente descritas (Fig. 1A2b), amosa
longos periodos nos que se suceden eleva-
cions de potencial cunha lixeira semellanza
co patron de alimentacién en xilema ainda
que con menor frecuencia e madis irregula-
res. Este tipo de C xa foi descrito por Jiang
& Walker (2003, Fig. 2.E) para a ultima fase
de C antes de se producir unha pd en mosca
branca. Xusto antes da caida de potencial
desaparecen as flutuacions de potencial e
xéranse ondas de baixa amplitude e de alta
frecuencia (Fig. 2A1), analogas as do patron
da 1@ fase da pd (Fig. 2A2), entre as que co-
mezan a aparecer breves caidas de potencial
que se van intensificando ate acadar o nivel
cero de voltaxe e finalmente penetrar na
célula (Fig. 2A1), producindose unha caida
moito mais severa que representa a punciéon
celular (Tjallingii, 1985). As breves caidas de
potencial da fase previa a pd, que se detectan
tamén en mosca branca (Johnson & Wal-
ker, 1999) son orixinadas por cambios na
resistencia, mentres que a fonda caida do
comezo da pd ten unha orixe emf (Tjallingii,
1985) (Fig. 3A). Tamén en mosca branca
(Jiang et al., 1999) a onda do interior da pd
comeza a xerarse antes de que se dea a caida
de potencial. As veces a rotura da membra-
na vai precedida por relativamente longos
periodos de voltaxe 0 (Fig. 2B), que se co-
rresponden coa ruptura do circuito eléctrico
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Figura 1: Patrons A e C. A: Comezo de proba con avance intercelular e puncions celulares. Al: Detalle do
comezo da proba onde se ve o patrén A (a), o periodo de transicion que se asemella 6 B de pulgéns (b) e o patrén
C (). A2: Detalle do avance intercelular entre duas puncions celulares. A2a: 2 ciclos do patron C madis habitual.
A2b: tipo de patréon C previo a unha puncion celular. B: Hora de rexistro con avance intercelular e punciéns
celulares. Os detalles 1 e 2 resaltan zonas de C de alta amplitude denominados por Calatayud CIII; 1 no medio
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Figura 2: Puncions celulares. A: pd tipica de cochinilla. Os detalles amosan a pre-pd e a caida de potencial (A1)
e os patrons de onda da 12 fase (A2) e da segunda (A3). B: pd con fases de voltaxe 0 na entrada e no cambio de
fases. Aparecen resaltadas a pre-pd, a pd, e as ddas fases a 1 (pd1) e 2 (pd2). Entre a fin da fase 2 e a recuperacién
do nivel extracelular pode apreciarse un periodo que varia en duracién segundo a pd, podendo ser case
inexistente. C: pd coa fase 2 en peite e fases de nivel 0 de voltaxe antes e despois da fase 2. C1: detalle do patrén
da fase 2 en peite.
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formado polo equipo de rexistro, a planta e
o insecto, xa que non responde & variacion
de voltaxe subministrado. Segundo a teoria
do Dr. Tjallingii (comunicacion persoal) eses
periodos de voltaxe cero deben correspon-
derse coa inmersién ou contacto do extre-
mo dos estiletes na membrana plasmatica. O
feito de estar a membrana celular composta
principalmente por lipidos non condutores
faria que 6 se producir o contacto coa mem-
brana esta actuase como illante rachando co
circuito, que se restablece en canto se pro-
duce a penetracion na célula. En certos casos
e ainda que os patréns previos son analogos
6s que se producen antes dunha pd o insecto
non consegue penetrar no interior da célu-
la, e despois dun periodo que soe roldar os
15 segundos nos que se mantén nun nivel 0
de voltaxe, continuo ou alternando con
breves periodos positivos, prosegue o avance
intercelular sen realizar a puncion da célula.
A variable aparicion das fases de voltaxe 0
poden estar relacionadas co angulo de inci-
dencia dos estiletes sobre a membrana celu-
lar. A aproximacion perpendicular a super-
ficie daria lugar a penetracions rapidas nas
que o extremo distal dos estiletes permane-
cerfa pouco tempo inmerso na membrana.
O achegamento tanxencial dos estiletes, pola
contra, favoreceria longos contactos do seu
extremo coa membrana e a aparicion das
fases de voltaxe 0.

Nalguns casos, nas pds, o paso da voltaxe
positiva do extracelular & voltaxe negativa
do intracelular faise dun modo directo man-
téndose no nivel intracelular sen case oscila-
cions. Noutros, pola contra, despois da caida
6 potencial intracelular, na primeira fase da
pd pddense ver ritmicos incrementos da
voltaxe ate case acadar o nivel 0, analogos as
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caidas de potencial previas a pd pero de sen-
tido contrario, xa que a compofiente princi-
pal destas caidas ¢ a R. A medida que trans-
corre a pd eses incrementos se reducen ate
desaparecer (Fig. 2A e Al).

Dentro da pd de cochinillas pédense dife-
renciar duas fases (Fig. 2B), sendo moi se-
mellantes as pds longas descritas para mosca
branca (Jiang et al., 1999). A primeira fase,
pdl, presenta un patrén de onda de baixa
amplitude e alta frecuencia (Fig. 2A2), que
soe ser de 11-12 ondas por segundo 6 come-
zo da proba e vai diminuindo a medida que
se prolonga esta ate acadar as 6-7 ondas por
segundo. Esta onda non se ve influida polos
axustes de potencial polo que a sta orixe é
basicamente a compoiiente emf. Ademais do
patron de ondas non é infrecuente que apa-
reza un pico superposto cunha frecuencia de
1-1,5 como poden apreciarse na figura 2C.
Nalguns casos é case imposible apreciar o
patron de onda propio e a voltaxe rexistrada
¢ moi irregular. A duracién media ¢ de 23,7
segundos, cun rango que vai dos 6 6s 127 s.
A segunda fase, pd2, é moito mais regular ca
anterior (Fig. 2A3). Soe presentar un nivel
base completamente plano con ondas de
forma caracteristica, o que as fai sinxelas de
recofiecer, semellantes ds da subfase II das
pds longas de mosca branca (Jiang et al.,
1999) e as da subfase II-2 das pds repetitivas
de Acyrthosiphon pisum (Tjallingii & Ga-
brys, 1999) cunha frecuencia que varia den-
de as 6 ondas por segundo do principio da
proba e vai diminuindo ate acadar 4 ondas
por segundo. Estas ondas, como as da pdl,
non se ven alteradas durante os axustes de
potencial, polo que a sta orixe é emf. A du-
raci6on media da segunda fase é de 8,8 se-
gundos, nun rango que vai dende 0,8 a 30
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s., se ben non ¢ estrafo que se detecten pds lo 6 que sucede cos pulgdns, a que nun pri-

nas que a segunda fase non esta presente — meiro momento, pdl, o insecto esta sali-
un 19% de media ainda que varia moito en- vando e posteriormente realiza unha inxes-
tre rexistros-. A funciéon das duas fases da  tion, pd2. Sen embargo como ata 0 momen-
pd ¢é desconiecida ainda que Calatayud e co- to non esta descrito ningun virus de trans-
laboradores (1994) apuntan, de xeito parale- misién non persistente que tefia coma vec-
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Figura 3: A: pd rexistrada simultaneamente co sistema DC e AC. Pode apreciarse como as caidas de poten-
cial (*) da pre-pd e do principio da pd (6 ter toda ela voltaxe positivo) do rexistro DC se corresponden con
subidas no rexistro AC pola stia compoiiente R. Pode verse ademais como o comezo e remate da pd2 (DC) se
corresponden con incrementos de resistencia no rexistro AC (<). B: Patron de onda N analogo 6 detectado
por Santa-Cecilia (2003) para P. minor pero sen actividade asociada cofiecida. B1 amosa un detalle do patrén
N. C: Axustes de voltaxe para un ciclo de patron C. Pode apreciarse como os picos destacados na voltaxe 0 se
manteifien froito da sta orixe emf. O resto do relevo do patron débese pois 4 compofiente R xa que cambian
de amplitude e sentido nos axustes. Notese que debido 4 continua variacién do patrén C non existe unha
correspondencia exacta das ondas dos tres axustes.
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tor unha cochinilla ¢ complicado chegar a
probar este punto.

Entre as duas fases da pd é habitual que
apareza unha lixeira baixada no nivel de po-
tencial (Fig. 2A e B) ainda que nalgtins ca-
sos non se produce e noutros, moito mais
escasos, ¢ un aumento (Fig. 3A). A fin da
pd2 soe producirse un cambio de voltaxe ate
recuperar o nivel de voltaxe propio da pdl
(Fig. 2A e B), pero este normalmente se
confunde coa recuperaciéon da voltaxe ex-
tracelular do remate da pd. O rexistro en
paralelo nun rexistrador AC/DC-EPG amo-
sa que tanto no comezo coma na fin da pd2,
correspondéndose coa baixada e subida de
potencial rexistradas polo sistema DC (Fig.
3A, <), se produce un aumento na resis-
tencia. Nalguns casos entre a pdl e a pd2, e
en menor medida a fin da pd2, se produce
un periodo de nivel de voltaxe 0 analogo 6
que se produce no comezo da pd (Fig. 2B).
Danse casos tamén nos que a onda caracte-
ristica da pd2 se alonga rapidamente ate
chegar a nivel de voltaxe 0 para volver
baixar o nivel base da pd2 no val seguinte,
conferindolle o aspecto dun peite (Fig. 2C e
C1). Isto parece indicar, de acordo coa teo-
ria do Dr. Tjallingii (comunicacién persoal),
o contacto do extremo do estilete cunha
membrana. Duas posibles situacions poderi-
an dar lugar a estes fendmenos: que o ex-
tremo dos estiletes se sittie entre diias mem-
branas ou ben que se sitte no interior dunha
segunda membrana, sendo a mais probable
en ambos casos a membrana da vacuola. No
primeiro caso o contacto dos estiletes coa
membrana teria lugar na cara externa do
tonoplasto. Un lixeiro avance dos estiletes
fariaos entrar en contacto coa vacuola, e nas
pd2 en peite as alternancias no fluxo de suc-
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cion ou exestion -succién/non-succion; suc-
cidn/exestion; exestion/non-exestion- in-
fluirian sobre o contacto do extremo do es-
tilete coa membrana da vacuola. Neste caso
o aumento de resistencia na entrada e saida
da pd2 seria debido as actividades internas
da cochinilla. No segundo caso a penetra-
cion na vacuola explicaria o aumento da re-
sistencia no comezo e final da pd2 que seria
debido a inmersion na membrana da vacuo-
la, tanto na entrada coma na saida. Neste
caso as pd2 en peite poderian vir da intro-
duciéon do estilete noutro organulo mem-
branoso coma un plasto ou unha mitocon-
dria que situase outra membrana moi
proxima e que se vise influida polos fluxos
xerados pola cochinilla ou ben de que a va-
riacion nos fluxos fixese que o extremo dos
estiletes oscilase entre estar inmerso na
membrana e asomar pola cara interior da
mesma, probablemente determinado polo
angulo de incidencia dos estiletes na mem-
brana.

Ademais das pds e dos avances intracelu-
lares, detectaronse durante C outros eventos
de xustificacion descofiecida. Un deles, que
denominaremos pseudo-pd (Fig. 4A e A2),
aseméllase a unha pd duns 25 segundos de
duracién que comeza cunha caida de poten-
cial pero de menor importancia, quedando
sempre nun nivel positivo. As ondas que
aparecen despois da caida de potencial gar-
dan unha certa semellanza coas da pd2 (Fig.
4A2c) pero presentan unha frecuencia irre-
gular. A fin o potencial se recupera ascen-
dendo en forma de pardbola. Se ben algun-
has veces este evento aparece illado no me-
dio do avance intercelular, as mais das veces
aparece repetido polo xeral un numero re-
ducido de veces, 2 ou 3, pero nun dos rexis-



tros se repite 18 veces seguidas. Cando apa-
rece repetido a separacion entre os eventos é
de tan s6 uns poucos segundos.

Outras veces a voltaxe baixa bruscamente
ate o nivel 0 (Fig. 4A e Al) e a partir dese
momento se suceden unha serie de ciclos de
picos, xerados principalmente pola compo-
fiente R (Fig. 4Ala), que van diminuindo de
amplitude ate quedar case reducidos ¢ nivel
0 de voltaxe. Os picos que compofien cada
un dos ciclos aumentan de amplitude ate
acadar un maximo e posteriormente volven
baixar. Unha vez os picos se extinguen to-
talmente o potencial se mantén en torno a
0, ainda que sen rachar o circuito, por un
tempo variable que vai duns poucos segun-
dos a 15 minutos. Non se apreciou que a este
tipo de eventos o sucedese un tipo concreto
de patrén, pero frecuentemente despois del
ou finaliza a proba ou entra nun periodo de
alimentacion activa en xilema. Non existen
na bibliografia antecedentes semellantes,
pero o feito de que a corrente se anule pode
ser debido ben a que se produza un atasco
no extremo da canle dos estiletes por al-
gunha particula, ou ben a introducién do
extremo do estilete nunha burbulla de aire
existente no interior da folla, se ben isto pa-
rece pouco probable.

En case tddolos rexistros se detectou un
patron moi semellante 6 de inxestion en
xilema de pulgéns (Fig. 5) (Spiller et al,
1990) que xa fora detectado en Planococcus
minor (Santa-Cecilia, 2003), e que denomi-
naremos G coma en pulgdns. Este patron
caracterizase por picos de amplitude polo
xeral grande, por veces igual 4 do patrén A.
Nalguns casos, sen embargo, a amplitude ¢
moi reducida. A frecuencia é menor ca no
caso dos pulgons oscilando entre 1 e 4,5
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cunha media de 2 picos por segundo. A
orixe das oscilacions da voltaxe deste patréon
¢ maioritariamente a compofente emf dado
que non se detectan variacions evidentes
cando se varia o nivel de voltaxe entre posi-
tivo e negativo (Fig. 6C). Sen embargo as
ondas que acompafian a secuencia de picos,
dependendo do insecto e do momento en
cuestion, poden presentar grandes varia-
ciéns cos axustes de voltaxe, como sucede
tamén durante a alimentacion en membra-
na (Fig. 6D). Este patron foi detectado de
xeito mantido na alimentaciéon en membra-
na polo que debe estar asociado & inxestion
activa de fluidos (Fig. 6A2). Por isto cando
ten lugar durante a alimentaciéon en planta
debe estar asociado 4 alimentacion en xile-
ma. A duracidn dos periodos de patréon G en
planta é moi variable podendo manterse du-
rante mais de 15 horas ou ser duns poucos
segundos. Este patron soe ser bastante
homoxéneo ainda que non é estrafio que se
produzan oscilacions na stia amplitude. Non
¢ infrecuente que entre periodos de alta am-
plitude se intercalen curtos periodos de moi
baixa amplitude. Nestes casos os picos des-
aparecen case por completo dando lugar a
un patréon que garda certa semellanza co
patron de inxestion pasiva en floema de
pulgdns pola aparicion de picos de signo ne-
gativo (Fig. 5A3). En certos casos o patron
perde a sta forma tipica, ainda que mantén
a sua frecuencia, o que pode ser debido a de-
saxustes das actividades realizadas pola co-
chinilla durante a inxestion (Fig. 5B).

A alimentacion en floema caracterizase
polo seu potencial negativo dado que é unha
actividade intracelular, e o seu mantemento
durante longos periodos de tempo (Fig. 7A).
Despois da caida de potencial, que ten lugar
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cando os estiletes penetran no interior da
membrana, sucédense distintos tipos de pa-
trons, que no caso de se tratar dunha ali-
mentacion completa comprenderia as se-
guintes fases: a inicial seria semellante 4 fase
1 da pd, a segunda estaria composta por
dous patrdns alternos semellantes 6s descri-
tos por Calatayud e colaboradores (1994)
como alimentacion en floema, e a terceira,
que s6 se presenta cando é unha alimenta-
cion mantida, e que é semellante ¢ patrén
E2 descrito para pulgéns (Prado & Tjallin-
gii, 1994) e 6 E2 de P. minor (Santa-Cecilia,
2003) e se prolonga ate a retirada dos estile-
tes do floema.

A primeira fase floematica, inmediata-
mente despois da caida de potencial, presen-
ta un patréon de onda moi semellante 6 da
pdl. Isto fai que sexa complicado, cando
non se presenta a segunda fase da pd, distin-
guir as pds longas, de mais dun minuto, de
curtas insercions nos elementos cribosos.
Este patron floematico (E1) (Fig. 7A1) ten
unha duraciéon media de 35 segundos e por
analoxia 6 comportamento dos pulgons
(Prado & Tjallingii, 1994) e pola sua seme-
llanza 6 patrén de pdl se supon que debe
estar asociado con salivacion. Tras eses bre-
ves segundos a frecuencia das ondas diminue
e da paso a un periodo durante o cal se al-
ternan dous subpatrons: E2I e E2II (Fig.
7A2). O subpatron E2I presenta picos claros
de signo positivo superpostos sobre unha
base composta por ondas (Fig. 7A2a). O
subpatron E2II esta composto unicamente
por esas ondas (Fig. 7A2b). Calatayud des-
cribiu a sucesién destes subpatrons coma
unha alternancia ritmica. Para P. citri, sen
embargo, non soe ser asi. O patrén E2I po-
de estar ou non presente e as alternancias
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entre ambos non se producen ritmicamen-
te. E probable que o patrén E2, coa alter-
nancia de ambos subpatréns, represente al-
ternancia de actividades principalmente sa-
livadoras e principalmente inxestiva. Esta
segunda fase floematica ten unha duracion
media de 18 minutos, se ben ¢ moi variable,
e a mais curta rexistrada non acadou os 3
minutos. Non hai datos que permitan esta-
blecer con que tipo de actividade se corres-
ponden estes dous subpatrons. Poderia tra-
tarse de fases alternantes con predominio de
salivacion e con predominio da inxestion. A
terceira fase floematica presenta un patrén
de onda (E3) (Fig. 7A3 e A4) non detectado
para Phenacoccus e moi semellante ¢ patron
asociado 4 inxestion pasiva realizada polos
pulgéns durante a sua alimentacion no
floema. O patrén componse principalmente
de picos de sentido negativo, con R coma
compofiente principal e unha frecuencia que
varia pero sen presentar duas fases diferen-
ciadas como no caso da mosca branca (Jiang
& Walker, 2003). Ademais dos picos, que
varian de frecuencia e de amplitude, as on-
das que os acompafan varian tamén nas du-
as caracteristicas ata o punto de, nalgins
momentos, non ser perceptibles. Este pa-
tron mantense durante periodos moi longos
de tempo, incluso varios dias, e se correla-
cionou coa excrecion de melaza que deu po-
sitivo 4 reaccidon con ninhidrina, co que se
corresponde coa inxestion do contido floe-
matico. A frecuencia de excreciéon foi moi
variable, tanto dentro do mesmo individuo
(8,8-4,8 pingas por hora) coma entre indi-
viduos (5,8-3,8 pingas por hora) detectando-
se nalguns casos a presencia de excrecion de
duas pingas case seguidas.
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Capitulo 3

Figura 6: Patrons de alimentaciéon en membrana. A: Rexistro de EPG de P. citri alimentandose en dieta de
sacarosa a través de membrana de Parafilm®. Os detalles amosan o patron de salivacion e avance estiletar (A1) e
unha ampliacién do mesmo (Ala) e o patron de inxestién activa, analogo 6 de pulgéns cun detalle (A2) e unha
ampliacion do mesmo (A2a). B: Patron de inxestion sen case amplitude andlogo 6 obtido en plantas e que garda
certa semellanza co patrén de inxestion pasiva de contido floematico durante a alimentacion en planta. C e D
representan axustes de voltaxe para o patrén de inxestion activa. En C vese unha moi pequena participacion da
componente R e poucos cambios cos axustes mentres que en D se poden ver importantes modificaciéns segundo
a voltaxe subministrada.
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Nun dos rexistros foi detectado outro pa-
tron (Fig. 7B). Este caracterizase por pre-
sentar unha base de ondas de alta frecuencia
(10-12) con picos irregularmente distribui-
dos. Este patrén presenta unha certa analo-
xia co patréon H descrito por Calatayud que
atopou asociado a alimentaciéon en puntos
afastados dos nervios principais e a alimen-
tacion de cochinillas parasitadas. Este esti-
mou probable a correlaciéon desta onda co
E(c) descrito para pulgéns. Malia presentar
unha certa semellanza co patrén H de Cala-
tayud os picos presentan unha distribucion
moito mdis irregular e non garda semellan-
za cos patrons de floema atopados para P.
citri.

Noutros rexistros realizados a marxe do
experimento, pero coa mesma metodoloxia,
recolleuse outro patrén (Fig. 3B) que se po-
de corresponder co descrito por Santa-
Cecilia (2003) coma patréon N. Ela asocia
este patron 6 patron F descrito para pulgons
e que se demostrou estar asociado a un des-
carrilamento dos estiletes que impide o seu
avance organizado (Alvarez et al., 2006).
Poderia tratarse tamén dalgun tipo de varia-
cién do patrén C. E un patrén de onda de
tipo extracelular onde se alternan fases de
dous niveis de potencial eléctrico distintos.
As fases de potencial eléctrico alto presentan
picos dunha frecuencia entre 3 e 4,5 men-
tres que as fases de potencial baixo non pre-
sentan picos estando compostas basicamente
por ondas de menor amplitude e frecuencia
moito maior (14-16 ondas por segundo) o
que poderia corresponderse co patrén F dos
pulgéns. En ambas as duias fases tanto picos
coma ondas non presentan unha distribu-
cion uniforme.
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Detectouse tamén un tipo de onda que se
atopa recorrentemente asociado a fin das
probas, e que pode corresponderse cos mo-
vementos de retraccion dos estiletes, ou coa
salivacion para encher a luz das vaifas em-
pregadas durante o avance. Esta onda ¢ de
pouca amplitude e forma constante ainda
que de duracién variable e de orixe eléctrica
descofiecida. E probable que a aparicion de
periodos con este tipo de onda, situados no
medio dun rexistro, estea asociada coa re-
traccion do estilete antes de emprender
unha nova ruta nunha bifurcacion.

Os patrons de onda recollidos durante a
alimentacion en membrana (Fig. 6) gardan
bastante similitude cos obtidos na alimenta-
cién en planta. O patrén C, de avance dos
estiletes, esta composto por unha secuencia
ciclica de actividades (Fig. 6A1 e Ala), o que
nos indica un comportamento semellante
tanto nun medio sélido como ¢ a folla coma
nun medio liquido como pode ser a dieta. O
avance pode ser de duracion bastante longa,
sen a aparicion das caidas de potencial pro-
pias das probas celulares, interrompéndose
s6 pola aparicion de periodos de alimenta-
cién activa. O patrén destes periodos (Fig.
6A2) ¢é igual 6 rexistrado durante a alimen-
taciéon en planta, presentando do mesmo
xeito periodos de patrén moi claro e outras
de patron mais variable. Nestas zonas mais
variables, como sucede tamén cando tefien
lugar coa alimentaciéon en planta, vélvense
mais relevantes certos elementos que pre-
sentan unha maior compoiiente de R na sta
orixe (Fig. 6C e D), polo que 6 ser sometidos
a cambios na voltaxe se producen cambios
de amplitude e incluso de sentido. O igual
que na planta as zonas de menor amplitude
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Figura 7: Floema (E) e patrén H. A: Avance celular cunha puncién floematica de aprox. 15 min (*) e posterior
puncion floematica con alimentacion (**) que se mantivo durante horas cos tres subpatrons de alimentacién en
floema: E1, E2 e E3 . Os detalles amosan o0 momento da puncién (A1) coa situacion do patrén E1 e E2, un anaco
de E2 (A2) onde se aprecia a alternancia entre os patréns E2I (A2a) e E2II (A2b) e o patron E3 (A3) que
representa a alimentacion sostida. A4 representa unha variacion do patrén E3 que se obtivo transcorridas un par
de horas dende o comezo do patrén e que presenta unha maior amplitude nos picos e nas ondas. B: patrén H para
o que non se describiu correlacién con ningunha actividade concreta, pero que garda semellanza co patrén H
descrito para Phenacoccus que estd asociado a alimentacion en zonas afastadas dos nervios e a comportamento
alimentario de cochinillas parasitadas. B1 amosa un detalle do patrén H.
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Figura 8: Tempo adicado as actividades representadas por cada un dos patréns de onda. A 1* columna repre-
senta a media de duracién de cada patrén para os 20 rexistros. O resto de columnas numeradas do 1 6 20 repre-
sentan cada un dos rexistros co reparto de tempo realizado por cada insecto para as diferentes actividades. Note-
se que a disposicion das distintas actividades non implican que esa sexa a secuencia realizada para cada caso

de picos se asemellan ¢ patrén de inxestion
en floema (Fig. 6B).

Comportamento alimentario

As cochinillas, malia seren comedores de
floema como son os pulgons, presentan un
comportamento mais sedentario e unha
menor avidez. O método empregado para a
colocaciéon do electrodo, unha vez que ato-
paban un sitio adecuado para a alimenta-
cién, permitiu acelerar o traballo, xa que
grande parte das cochinillas postas na planta
non inserian o estilete en longos periodos de
tempo.

A maior parte das cochinillas (11/20) rea-
lizan unha tnica proba que dura as 20 horas
de rexistro ainda que o numero medio de
probas por rexistro ¢ de 1,8. As diferencias
de comportamento entre individuos son
moi grandes. A maioria dos insectos (11/20)
acadaron o floema durante o rexistro, se
ben s6 9 foron quen de manter unha ali-
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mentacidn sostida, con aparicion do patrén
de onda E3 e 6 permanecian no floema & fin
do rexistro. S6 se detectou un periodo de E3
por rexistro cunha duracién media de 10,9
horas. O tempo medio ate acadar o floema e
moi variable, dende as 1,3 h que tardou a
mais veloz ate as 17 h que tardou a ultima e
sen ter en conta as cochinillas que non aca-
daron o floema a fin do rexistro. Asi o tem-
po medio para acadar o floema é de media
de 6,24 h (4,83 d.e.). A ampla maioria das
cochinillas (16/20) adicaron parte do tempo
a se alimentar de xilema, e destas 4 adicaron
menos de 2 h e 6 mais de 10 h (Fig. 8). O
tempo medio da alimentaciéon en xilema ¢é
de 8,73 h (6,32 d.e.) distribuido en 3,65
(3,79 d.e.) periodos de 3,73 h (4,99 d.e.) de
duracion media. O tempo destinado a ali-
mentacion en xilema é moi longo, o que
concorda cos datos aportados por Santa-
Cecilia (2003). Suponse que a inxestion de
xilema nos pulgdéns ¢ un mecanismo de re-
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Figura 9: Evolucién temporal das actividades realizadas por P. citri. Represéntase a porcentaxe de cochinillas
que se atopan realizando cada unha das actividades alimentarias 4 fin de cada unha das 20 horas que duraron os

rexistros

hidratacién (Spiller et al., 1990). E posible
que nas cochinillas estes longos periodos es-
tean ligados a procesos de rehidrataciéon mo-
tivados en parte pola retirada das ceras da
sia cobertura para a fixacion do electrodo.
Sen embargo estas poden soportar fortes
variacions no contido corporal debidas tan-
to a procesos de desecacion e a ausencia de
inxestion coma a expulsion de gotas de
hemolinfa polos ostiolos que presentan na
rexion cefdlica e caudal (Gullan & Coszta-
rab, 1997). Dos tres individuos que remata-
ron a alimentacion en floema antes da fin
do rexistro 2 se alimentaron posteriormente
de xilema, un por sé 14 min e o outro du-
rante 4,4 h.

Analizando hora a hora (Fig. 9) que tipo
de actividade desenvolven as cochinillas du-
rante os rexistros podemos apreciar que nun

principio a actividade claramente maiorita-
ria é o avance intercelular, pero diminue
rapidamente ate quedar reducida na sexta
hora a s6 un 15%. Posteriormente oscila en-
tre un 20 e un 40% sendo frecuente que po-
lo menos unha das cochinillas que se atopan
en C estea facendo unha pd a fin de cada
hora. A partir da segunda hora xa a terceira
parte das cochinillas se atopan alimentando-
se de xilema e ata a fin das 20 horas a por-
centaxe de cochinillas que realiza esta activi-
dade oscilara entre o 45 e 0 25%. As activi-
dades floematicas son realizadas dende a sex-
ta hora entre un 25 e un 35% e dende a se-
gunda ate a sexta hora aumenta progresi-
vamente do 0 6 25%. Delas a actividade
principal é o patréon E3 mentres que non é
infrecuente que algunha se atope en E2.
Tanto os periodos de non proba coma o pa-
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tron H se presentaron coma actividades se-
cundarias durante o ensaio.

Por ser C o patron de avance do estilete
os patrons das outras actividades se interca-
lan nel. S6 no caso dos subpatrdns estes se
presentan un detras de outro e non interca-
lados en C. O evento que se repite un maijor
numero de veces, 1169 no total dos 20
rexistros, son as pds. A maior parte delas, un
81%, presenta as daas fases. A duracién me-
dia de C entre 2 pds é de 5,3 minutos, o que,
tendo en conta a duracion media das pds,
nos daria un valor medio de 8,7 pd/h. Sen
ter en conta as pds cando unha cochinilla
esta en C o mais probable é que pase a se
alimentar de xilema cun 67,3% de probabi-
lidade; ¢ igualmente probable que faga unha
puncion no floema e comece unha E1 e que
remate a proba, 15,9%; e s6 cun 0,9% de
probabilidade comezara a facer o patrén H.

67.3%

15.9%
100%

0,9%

Cando comeza a facer E1 con total seguri-
dade pasara a facer E2I-E2II e de ai nun
43,8% das ocasion volvera 6 patrén C en
nun 56,2 % 6 patrén E3.

Na taboa 2 recoéllense os parametros des-
critivos da actividade alimentaria de P. citri
elaborados. Para cada un deles amdsase a
media para os 20 rexistros e a desviacion
tipica. Os parametros que analicen nimero
ou porcentaxe de eventos non presentan
unidade, mentres que os temporais indican a
unidade na que se expresan.

As cochinillas algodonosas estan descritas
como transmisoras de virus que, en condi-
cions naturais, estan restrinxidos 6 floema.
Isto fai que tanto para a sta inoculacion,
como para a adquisicion, deban chegar 4 se
alimentar nos elementos cribosos, ainda que
poida que nalgun caso a puncién nas células

93,1%

=i
ofo.

@
100%

43.8% ‘

33.3%  /s56.2%

100% E3

Figura 10: Diagrama de flutuacion entre os distintos patréns. No diagrama cada circulo representa o nimero
de veces que comeza cada un dos patréns no conxunto dos 20 rexistros, o grosor das frechas representa a rele-
vancia de cada fluctuacién en concreto sobre o conxunto total de cambios de patrén e os valores representados a
carén de cada unha das frechas a porcentaxe que supon ese cambio, sobre o total de cambios dende o patrén
orixe das frechas. Elimindronse as flutuacions C-pd e pd-C dado que o seu volume impediria apreciar o resto de

cambios.
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PARAMETRO

n° de probas

n° de probas <3 min

n° probas antes de E1

n° de probas antes de E3

n° probas despois do 1° E1

n° de ;f)lrobas espois do 1° E3
n° de floemas

n° de E3

n° de E1 independentes

n° de E1+E2I-E21I

n° de E1+E3

n° de E1+E2I-E2II+E3

n° de E1>10 min

n° de E1+E2I-E2I1>20 min
n° de E1+E2I-E2II>10 min
n° de non-probas

n° de np nas 1* 5 horas (1-5)
n° de np nas 2* 5 horas (6-10)
n° de np nas 3* 5 horas (11-15)
n° de np nas 4* 5 horas (16-20)
n° de np antes do 1° E1

n° de np despois do 1° E1

n° de np antes do 1° E3

n° de np despois do 1° E3

n° de pds

n° de pds nas las 5 horas

n° de pds nas 2as 5 horas

n° de pds nas 3as 5 horas

n° de pds nas 4as 5 horas

n° de pds maiores ca 1 min
n° de pds sen fase II

n° de pds na 12 proba

n° de pds na 22 proba

n° de pds na 3 proba

n° de pds na 42 proba

n° de pds medio por proba
n° de pds antes do 1° E1

n° de pds despois do 1° E1

n° de pds antes do 1° E3

n° de pds despois do 1° E3

n° de pds antes do 1° G

n° de pds despois do 1° G

n° de pds sen pd2 antes do 1° E1

n° de pds sen pd2 despois do 1° E1

n° de pds sen pd2 antes do 1° E3

n° de pds sen pd2 despois do 1° E3

% de pds sen pd2
% de pds sen pd2 antes do 1° E1

% de pds sen pd2 despois do 1° E1

% de pds sen pd2 antes do 1° E3

% de pds sen pd2 despois do 1° E3

n°de G

n° de G por proba

n° de G antes de E1

n° de G despois do 1° El
n° de G antes de E3

n° de G despois do 1° E3

MEDIA
1,80
0,20
1,73
1,67

0,85
0,45

0,40
0,45

0,55
0,60
0,85
0,55
0,10
0,10
0,10
0,82

0,78

58,6
27,1
10,2
10,9
10,2

D.E.
1,01
0,41
0,79
0,87
0
0
0,88
0,51
0
0,68
0
0,51
0

0,69
0,68
0,99
0,89
0,31
0,45
0,31
0,75
0,00
0,83
0
38,02
16,41
13,50
13,87
14,34
4,56
9,87
43,50
33,05
27,04
38,89
34,75
33,74
20,71
31,48
20,06
19,33
38,94
9,77
3,16
10,51
3,49
13,25
26,74
9,64
29,36
4,49
3,79
2,04
1,86
3,86
1,58
1,66

PARAMETRO

dur. total de np (min)

dur. m. de np (min)

dur. de np nas 1* 5 horas (min)

dur. de np nas 2* 5 horas (min)

dur. de np nas 3* 5 horas (min)

dur. de np nas 4* 5 horas (min)

dur. de np antes do 1° E1 (min)

dur. de np antes do 1° E3 (min)

relacion temporal proba/non proba

dur. da 12 proba (min)

dur. total das probas (min)

dur. m. das probas (min)

dur. m. das probas >3min (min)

dur. total de C (min)

dur. m. de C entre pds (min)

dur. m. de C entre pds nas 1* 5 horas (min)
dur. m. de C entre pds nas 2* 5 horas (min)
dur. m. de C entre pds nas 3* 5 horas (min)
dur. m. de C entre pds nas 4* 5 horas (min)
dur. m. de C entre pds antes de E1 (min)
dur. m. de C entre pds despois de E1 (min)
dur. m. de C entre pds antes de E3 (min)
dur. m. de C entre pds despois de E3 (min)
dur. m. de C entre pds antes do 1° G (min)
dur. m. de C entre pds despois do 1° G (min)
dur. m. de C entre Gs (min)

dur. m. de C (min)

dur. total pds (min)

dur. m. pds (s)

dur. m. das pds nas 1* 5 horas (s)

dur. m. das pds nas 2* 5 horas (s)

dur. m. das pds nas 3* 5 horas (s)

dur. m. das pds nas 4* 5 horas (s)

dur. m. das pds antes de E1 (s)

dur. m. das pds despois de E1 (s)

dur. m. das pds antes de E3 (s)

dur. m. das pds despois de E3 (s)

dur. m. das pds antes do 1° G (s)

dur. m. das pds despois do 1° G (s)

dur. m. das pds con fase 2 (s)

dur. m. das pds sen pd2 (s)

dur. m. da pd1 (s)

dur. m. da pd2 (s)

dur. m. da post-pd2 (s)

relaciéon temporal C/pd

% de fase 2 nas pds

dur. m. de E1 (ss)

dur. m. de E2I-E2II (min)

dur. m. de E3 (min)

dur. m. de E (min)

dur. total de E (min)

dur. total de E1 (s)

dur. total de E2I-E2II (min)

dur. total de E3 (min)

contribucion de E1 6 total do floema (%)
contribucion de E2I-E2II 6 total do floema (%)
contribucion de E3 6 total do floema (%)

MEDIA
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8,8
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19,4
18,3
657,2
449,9
567,6
30,5
29,4
657,2
1,1
22,2
93,7
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334,6
384,9
402,9
14,1
30,7
334,6
2,4
36,5
8,7

Téboa 2: Parametros de descricion do comportamento alimentario de P. citri. Os valores representan as médias
aritméticas coas suias correspondentes desviacions estindar para os pardmetros temporais e numéricos que
caracterizan o comportamento de P. citri. O indice de potencial E3 é a porcentaxe de tempo adicado a E3 dende o
primeiro E3 do rexistro. (np: non-proba; dur.: duracion; dur. m.: duracién media; d.e.: desviacion estandar; post-
pd2: tempo que vai dende a fin da pd2 4 fin da pd). (Continiia na pdxina seguinte).
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PARAMETRO MEDIA D.E.
dur. do E1 do 1° E1-E2>10 min (s) 20,5 7,7
dur. total de E antes do 1° E3 (min) 33,3 33,2
Indice de potencial E3 (%) 84,4 27,5
dur. m. de G (min) 224,4 299,5
dur. total de G (min) 523,9 379,0
tempo medio entre Gs (min) 59,7 43,1
dur. m. de H (min) 347,1 -
dur. total de H (min) 347,1 -
% de rexistro en np 1,7 2,3
% de rexistro en proba 98,3 2,3
% de rexistro en C 33,1 18,9
% de rexistro en pd 2,7 1,9
% de rexistro en G 35,0 33,3
% de rexistro en H 1,4 6,5
% de rexistro en E1 0,0 0,0
% de rexistro en E21-22 1,3 2,2
% de rexistro en E3 24,7 333
% de rexistro en E 26,0 34,3

PARAMETRO MEDIA D.E.

Tempos dende comezo da 12 proba
tempo ata 12 pd (min) 4,0 2,6
tempo ata 12 pd sen pd2 (min) 16,6 24,4
tempo ata 1* E1 (min) 374,7 289,9
tempo ata 1* E3 (min) 405,3 2777
tempo ata 1° E1+E2>10 min (min) 419,8 309,9
tempo ate 1* G (min) 234,8 327,7
tempo ate 1* H (min) 121,1

Tempos dende comezo da proba
tempo ata 12 pd (min) 5,6 2,9
tempo ata 12 pd sen pd2 (min) 19,0 24,6
tempo ata 1* E1 (min) 310,1 226,9
tempo ata 1* E3 (min) 384,9 285,2
tempo ata 1° E1+E2>10 min (min) 371,4 254.0
tempo ate 1* G (min) 221,2 317,6
tempo ate 1* H (min) 121,1

tempo dende tltima pd atao 1° E1- 8,2 2,2

E2>10 min (min)

Téaboa 2 (continuacion): Parametros de descricion do comportamento alimentario de P. citri.

acompanantes sexa abondo para a inocu-
lacién do virus (Prado & Tjallingii, 1994).
Os resultados obtidos do estudio do compor-
tamento alimentario de P. citri amosan
unha gran variabilidade no que respecta 6
floema: unhas non chegan a atinxilo e, das
que si o conseguen, algunhas fano de seguida
mentres que outras tardan un bo nimero de
horas en facelo. Tendo en conta que no ex-
perimento s6 se tefien en conta as cochini-
llas que comezaron a se alimentar é pouco
das pofier na planta, non se poste un dato
real que nos indique canto tempo tardaria
unha cochinilla escollida 6 chou en chegar 6
floema.

Polo aqui exposto parece que o compor-
tamento alimentario das cochinillas algodo-
nosas esta condicionando fortemente a stia
capacidade vectora. Os virus que transmite,
ben sendo semipersistentes (Lockhart &
Olszewski, 1994; La Notte et al., 1997) ben
sendo circulativos non replicativos (Cid et
al., 2007), van ver minguadas as probabili-
dades de se transmitir co paso do tempo.
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Polo tanto o tempo adicado en chegar 6
floema, ademais do tempo que tarde en co-
mezar a alimentacidn, van ser, polo menos
en parte as causas das baixas taxas de trans-
mision. No caso concreto do GLRaV-3, on-
de a presencia do virus nas glandulas salivais
primarias induce a pensar que a inoculacién
¢ mediada pola inxeccion de saliva cargada
de virus, as longas rutas ate acadar o floema
van actuar ademais en detrimento da efecti-
vidade da transmisiéon. No caso de que as
células das glandulas salivais nas que se de-
tecta o virus estean implicadas na formacion
da saliva formadora da vaifa, os viridns que
causen a infecciéon deberan escapar 4 coagu-
lacién da saliva para poder iniciar a infec-
cién. Se pola contra, e a diferencia do que
ocorre cos pulgdns, as células nas que se de-
tecta o virus estan ligadas & formacién da
saliva acuosa, o que sera verdadeiramente
determinante sera o nimero de pds, nas que
¢ de esperar que, como ocorre nos pulgons,
a salivacion sexa principalmente acuosa. En
calquera dos dous casos a capacidade infecti-



va sera inversamente proporcional 4 lonxi-
tude da ruta empregada para acadar o floe-
ma, ben pola lonxitude da vaifia formada,
ben polo nimero de células nas que se reali-
zaron pds. Se o que se sabe ate 0 momento
sobre a salivacion dos hemipteros, con duas
clases distintas de saliva secretadas indepen-
dentemente, é certo e, como parece, a ino-
culacion do GLRaV-3 esta ligada & saliva
xelificante, a dificultade para a mobilizacion
dos virus sera o maior impedimento para a
stia transmision.
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O virus 3 do enrolado da vide (GLRaV-3) é o virus de vide con maior incidencia, apa-
recendo en tddalas rexions viticolas do mundo (Martelli & Boudon-Padieu, 2006). Ate o
momento s6 o home e as cochinillas tefien demostrado ser vectores deste virus. O home actta
coma vector 6 mover material vexetal infectado e realizar enxertos con el. Vai ser, polo tan-
to, o causante do desprazamento a grandes e medias distancias do virus (Martelli & Boudon-
Padieu, 2006). A cochinilla vai ser a responsable da dispersion do virus dentro das parcelas ou
entre parcelas vecifias (Cabaleiro & Segura, 1997a, 2006).

En laboratorio foi posible probar a transmision deste virus por un bo namero de co-
chinillas, 9 algodonosas e 1 escamosa, unhas cunha tnica xeracion anual e outras con varias,
que segundo alguns autores poden chegar a ser 8 se a climatoloxia do ano lles é propicia.

A efectividade dos ensaios de transmision de virus realizados con cochinillas varia en
grande medida en funcién do ensaio e do método e precision empregada (Posnette & Stric-
kland, 1948). A efectividade dos ensaios de transmisién co GLRaV-3 é moi variable en fun-
cién da especie de cochinilla (Golino et al., 2002; Petersen & Charles, 1997; Kriiger et al.,
2006), sendo especialmente baixa para o caso de P. citri (Cabaleiro & Segura, 1997b; Golino
et al., 2002). De todos modos os experimentos soen estar realizados con pouco nimero de
repeticions co que a variabilidade é grande ainda entre experimentos realizados mesmo grupo
(Golino et al., 2002). Estas variabilidades nas taxas de transmision foron tamén detectadas
para outros virus transmitidos por cochinillas (Roivainen, 1980) todos eles restrinxidos ¢
floema.

A dispersion do GLRaV-3 en campo ligada 4 presencia de cochinillas descritas coma
vectores estd amplamente verificada (Engelbrecht & Kasdorf, 1990; de Borbon, 2004; Pieter-
sen, 2004) incluso para vectores de escasa efectividade como ¢é o caso de P. citri (Cabaleiro &
Segura, 1997a, 2006). Polo atopado nos nosos traballos de campo os desprazamentos de co-
chinillas nas plantas conducidas en emparrado estan principalmente enmarcados dentro da
parte lefiosa da planta. S6 unha pequena parte das cochinillas, coincidindo con niveis de infes-
tacion elevados nas pdlas de varios anos, se dirixen & parte verde e nelas s6 colonizan a parte
mais proximas as zonas lignificadas. Ainda que ¢ frecuente que as polas verdes de distintas
plantas se entrecrucen a distancia entre a as partes lefiosas, que son utilizadas como acubillo
polas cochinillas, é maior que noutros tipos de conducidon. Malia iso, como describen Cabalei-
ro e Segura (2006), o incremento no nimero de plantas infectadas é rapido. E probable que o
desprazamento de vectores durante accidns de cultivo e o movemento entre restos de poda
infestados e outros pés de planta vaian actuar como factores antropicos que favorezan a dis-
persion da enfermidade. Asi pois deben ser analizados e minimizados para evitar a expansion
do virus.

Outro factor que pode ter efecto sobre a evolucion da enfermidade é a aparicion de
incrementos das poboacions de cochinillas ligados a condiciéns climaticas. A consecucion de
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invernos suaves e con poucas precipitacions e de verans calorosos pero humidos poden dar
lugar a fortes incrementos dos niveis de infestacion. Estes van dar lugar a unha maior coloni-
zacion da parte verde e movemento activo entre plantas, e aumentaran a probabilidade de
que os movementos pasivos tefian lugar. Deberian pois adicarse esforzos en reducir as poboa-
cions hibernantes, sobre todo en anos de invernos suaves, para o que o escascado e a aplica-
cion de auga nos troncos pode ser de grande utilidade.

Ademais da dispersién do GLRaV-3 en presencia de cochinillas, en parcelas sen estas
detectaronse incrementos semellantes na incidencia do virus (Habili et al., 1995; Habili &
Nutter, 1997; Cabaleiro & Segura, 1997a). Isto pode ser debido a duas causas: 4 existencia de
vectores alternativos (Habili et al., 1995) ou 4 formacién de enxertos naturais (Pietersen,
2004). Os vectores alternativos poden ser tanto cochinillas subterraneas coma algin outro
organismo, probablemente subterrdneo, non detectado ate o momento. Isto concordaria coa
evolucion temporal que presentan estas parcelas nas que se da un primeiro tramo de aumento
lixeiro da incidencia, outro posterior de forte incremento e finalmente outro de lixeiro in-
cremento (Habili & Nutter, 1997). Os enxertos naturais estableceranse entre as raices, que
entran en contacto e que co crecemento se anastomosean dando lugar 4 fusion dos feixes
vasculares e transmision do virus. Este mecanismo de transmision foi descrito xa para o fun-
go Ceratocystis fagacearum infectando quercus de xeito natural (Wilson & Lester, 2002) e
para o Apple mosaic virus infectando plantas de lipulo en condiciéns de laboratorio en mace-
ta (Pethybridge et al., 2002).

O papel das cochinillas algodonosas como vectores do GLRaV-3 en condicions natu-
rais tense demostrado como seguro (Pietersen, 2004). Sen embargo nalguns casos os datos
obtidos ate o momento (Habili et al., 1995; Habili & Nutter, 1997; Cabaleiro & Segura
1997a) fan supoiier que a dispersion natural do virus presente algin mecanismo suplementa-
rio que poida explicar a transmision en ausencia de vectores. As relativamente altas taxas de
dispersion en pacelas de baixa infestacion (Cabaleiro & Segura, 1997a, 2006) seguen sendo un
fendmeno de explicacion incerta. Poida que o funcionamento simultaneo da transmisiéon por
cochinillas e do mecanismo suplementario dean lugar a esas taxas de infeccion.

As cochinillas amosan unha capacidade de retencidon do virus non especialmente baixa,
ainda que varia segundo a especie: entre as 72-96 horas para P. citri (Cid et al., 2006) e Pseu-
dococcus longispinus (Kriiger et al., 2006) e ata 8 dias alimentandose nun non hospedador do
virus para Planococcus ficus (Kriiger et al., 2006). Sen embargo a transmision presenta un
limite temporal moito mais reducido. Para P. citri esta descrito que s6 o cambio inmediato de
planta infectada a sa permite a transmision (Cabaleiro & Segura, 1997b), e para P. ficus 48
horas de alimentacion en planta non hospedadora son o maximo para que a transmision tefia
lugar (Kriiger et al., 2006).

O estudio do comportamento alimentario de P. citri amosounos que dende o momen-
to en que a cochinilla clava o estilete na planta ata que acada o floema poden transcorrer tem-
pos moi variables. En moitos dos casos o atraso na chegada 6 floema ¢ debido a que empregan
moito tempo en se alimentar no xilema malia a que estan descritos como insectos comedores
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de floema. Cando a cochinilla estd alimentdndose en xilema non se produce excreciéon polo
que, como fan os pulgdns (Spiller et al., 1990), esta reaxustando o seu nivel hidrico. As cochi-
nillas son capaces de variar apreciablemente o seu volume hidrico. Os desprazamento entre
plantas, sobre todo cando supofian un gasto considerable de tempo, van facer que presenten
un certo grao de deshidratacion. Isto fara que se alimenten primeiramente do xilema, atra-
sandose a chegada 6 floema e reducindose a eficiencia da transmisién. O grao de deshidrata-
cion sera maior nas ninfas dos primeiros estadios xa que a maior relacion superficie/volume e
a mais delgada capa de ceras favorece a transpiracion. As cochinillas durante os primeiros
estadios establecen madis sinxelamente os puntos de alimentacion en zonas desprotexidas. As
adultas prefiren, en base 6 observado, situarse en zonas de dificil acceso nas que se sentir pro-
texidas antes que en zonas proximas 6s nervios medios das follas. No caso dos movementos
activos entre plantas as ninfas se situardan en zonas mais expostas, xeralmente drganos verdes,
mentres que as cochinillas adultas tenderan a busca acubillo baixo a casca dos 6érganos ben
lignificados. Asi as adultas faran percorridos mais longos ate chegar a fixar o seu novo punto
de alimentacién co que a eficacia transmisora serd mais reducida. Por outro lado o seu grande
volume confirelle unha resistencia a desecacion da que carecen as ninfas, moito mais sensibles
(Bodenheimer, 1951), o que lles permitira abordar desprazamentos mais longos podendo en-
ton acadar unha nova planta susceptible de ser infectada.

A aparicion de viridns nas glandulas salivais primarias das cochinillas parece indicar un
mecanismo de transmision circulativo. Se ben, ainda que sexa de tipo circulativo, os parame-
tros temporais que o caracterizan se poderian corresponder perfectamente cunha transmisién
semipersistente xa que nun poucos dias perden a capacidade de transmitir o virus adquirido.
Poderia polo tanto ser considerado coma un virus circulativo no que atinxe 4 dindmica do
virus dentro do insecto pero semipersistente no tocante 6s parametros temporais.

No caso de, como apuntan as probas, ser circulativo o tempo de mantemento da infec-
tividade vai vir dado principalmente por 3 parametros:

— Titulo viral acadado: canto maior sexa a cantidade de virus filtrados a partir do
floema da planta onde adquiriu mais tempo tardara en perdelos completamente coa saliva. O
titulo viral acadado polo insecto vai estar en funcion do titulo viral que presente a planta fon-
te de virus. A diferencia dos Closterovirus o grado de acumulacién do GLRaV-3 nos tubos
cribosos é baixo (Faoro, 1997). Polo tanto, ademais do titulo viral xeral da planta, o nivel de
virus adquirido vai estar en funcién dos virions presentes no elemento criboso concreto no
que a cochinilla insire os estiletes durante a sia alimentacion.

- Velocidade de degradacion dos virions: a velocidade de degradacion dos virions de-
ntro da cochinilla vai marcar un tempo limite para que se produza a transmision. A deteccion
en cochinilla se produce ata 8 dias despois de finalizar a adquisicion. Nun primeiro momento
o virus se detecta preferentemente nas glandulas salivais pero ¢ posible que posteriormente
sexa adquirido dende a hemolinfa por algiins outros drganos que actiien coma reservorios nos
que o virus pode ser detectado pero permanece bloqueado de cara a stia transmision. Tampou-
co esta claro se o drgano de almacenamento do virus son as glandulas salivais ou ben se o pro-
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pio intestino pode desenvolver esa funcidn. Polo tanto haberia que determinar a permanencia
do virus nos distintos 6rganos da cochinilla para ter unha idea da resistencia dos viriéns fron-
te a degradacion dentro do corpo da cochinilla.

- Velocidade de secrecion: o tipo de secrecion salival que se realice durante a alimenta-
cion e a participacion das células portadoras do virus na sta sintese van determinar o tempo
que tarda a cochinilla en secretar totalmente o virus adquirido. Para os pulgéns que presentan
unhas glandulas salivais mais sinxelas con s6 dous lébulos estdn descritos dous tipos de salivas
(Miles, 1999): a xelificante empregada para a formacion da vaifia pola que avanzan os estile-
tes, e a acuosa que esta relacionada coa neutralizacion da reaccion de defensa das células da
planta lesionadas polos estiletes (Will et al., 2007). Asi durante o avance intercelular a saliva
secretada seria principalmente xelificante e durante as puncions celulares e floematicas seriao
acuosa. Pouco se sabe sobre a saliva das cochinillas formada en gldndulas salivais moito mais
complexas con 8 lobulos. Estas presentan un lobulo analogo 4 glandula salival accesoria dos
pulgdns, tanto en forma coma en estrutura interna (datos sen publicar), polo que poderia ser
factible a mesma dualidade que se da nos pulgdns. De ser asi durante a fase 1 das pds, asi como
durante a fase floematica caracterizada polo patrén El e poida que polo E2, secretaria saliva
acuosa, e durante o avance intercelular, que representa o patréon C, secretaria basicamente
saliva xelificante. Polo tanto, se como supomos as células nas que se detectou a presencia dos
viridns estan relacionadas coa sintese da saliva xelificante, e esta se secreta unicamente no
avance intercelular, grande parte da carga viral da cochinilla se perderia durante o avance
estiletar. Asi a capacidade infectiva diminuiria coa duracién do periodo de avance intercelular
e consecuentemente co gasto de saliva xelificante.

Estes tres parametros estarian marcando a permanencia do virus ata o momento en
que se produza a chegada 6 floema e poida ser inoculado. Sen embargo, se os virions se secre-
tan coa saliva xelificante, teria que producirse a solubilizaciéon dalgunha das particulas virais
para que puidese chegar ate o interior do tubo criboso ou das células acompanantes e poder asi
infectar a planta. Isto faria que a infeccidon sé se producise nunhas poucas das chegadas das
cochinillas con virus 6 floema, o que parece contradicir as altas taxas de transmision detecta-
das nalguns casos (Kriiger et al., 2006).

A extrapolacion das teorias desefiadas para pulgons parece non axeitarse 6s resultados
obtidos para cochinillas. Tres razéns poderian facer que para o caso das cochinillas a infectivi-
dade chegase a ser tan alta nalguns casos. Un deles seria a non diferenciacion entre os dous
tipos de saliva e que fose realmente un con diferente comportamento en funcion das caracte-
risticas oxido-redutoras do medio. Outro seria que a saliva acuosa estea formada pola achega
da glandula salival accesoria e por alguns l6bulos mais entre os que se atoparia aquel no que se
detecta a presencia do virus. O terceiro seria que de xeito andlogo 6 que sucede cos virus de
transmision semipersistente e non persistente (Ng & Falk, 2006) existan receptores con
union especifica para os virus. Dese modo os virus quedarian adheridos a eles durante a saliva-
cion xelificante pero seria despois, durante a salivacion acuosa, dentro das células e dos tubos
cribosos, cando se liberarian podendo dar lugar 4 infeccién cando se trate das células adecua-
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das. Outros virus da familia Closteroviridae, como o crinivirus Lettuce infectious yellows virus,
transmitense de modo semipersistente mediante a union especifica da copia diverxente da
proteina da capside a cuticula dos estiletes sen a intermediacion de proteinas axudantes (Tian
et al., 1999; Ng & Falk, 2006)
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Conclusions

Planococcus citri presenta escasa mobilidade entre as plantas do vifiedo presentando unha
distribucion moi irregular e facendo pouco probable que o aumento de incidencia do

virus 3 do enrolado (GLRaV-3) sexa exclusivamente debido a elas.

O periodo de actividade da Planococcus citri vai dende finais de xullo ate decembro ou
xaneiro. Presenta fortes picos poboacionais a principios de temporada e partir dese

momento as poboacidns se mantefien en niveis baixos.

Planococcus citri presenta, no sistema estudado, 2 ou 3 xeracidns consecutivas no ano
ainda que a asincronia entre individuos fai que aparezan multiples picos poboacionais e

que no mesmo momento aparezan individuos en distintos estadios.

O GLRaV-3 ¢ o primeiro membro da familia Closteroviridae que se detecta nas glandulas
salivais primarias dun vector seu, Planococcus citri. O virus 1 do enrolado da vide
(GLRaV-1), que non ¢ transmitido por esta cochinilla, non aparece nas glandulas
salivais. Isto suxire un mecanismo de transmision de tipo circulativo, que

probablemente sexa comun 0 resto dos ampelovirus transmitidos por cochinillas.

Describense os patrons de onda asociados coas distintas actividades alimentarias realizadas
por Planococcus citri, que son semellantes os descritos para outras cochinillas

algodonosas.

A estrutura das probas alimentarias de Planococcus citri € moi variable. A maioria das
cochinillas permanecen parte do tempo de rexistro alimentandose no xilema. Entre a
sexta e a vixésima hora un terzo das cochinillas se atopan alimentandose de floema. O

tempo medio ate acadar o floema ¢ de 6,25 horas
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Abreviaturas

ul
a.n.e.
AC
cm
cv.
d.e.

DC
emf
EPG
etal.
GQ
GLRaV
GVA
GVB

h

Ha
IC-RT-PCR

ORF
pPA
PCR
pd

RNA

sp.
spp.

microlitro

antes da nosa era

corrente alterna
centimetro

cultivar

desviacién estandar

dalton

corrente continua

forza electromotriz

graficas eléctricas de penetracion
e outros

xigaohmio

virus do enrolado da vide
virus A da vide

virus B da vide

hora

hectarea
inmunocaptura-retrotrascriptasa-reaccion en cadea da polimerasa
kilodaltons

kilobase

kilodaltons

kilémetro

metro

molar

minuto

mililitro

nandémetro

nucleétido

grao centigrado

grao-dia

secuencia de lectura abierta
picoamperio

reaccion en cadea da polimerasa
puncion celular

resistencia

acido ribonucleico
segundo

especie

especies

tonelada métrica

113



114






	A COCHINILLA ALGODONOSA DOS C~TRICOS,Planococcus citri (Risso),COMO VECTOR DO VIRUS 3 DO ENROLADO DA VIDE (CLRaV-3)
	Agradecementos
	Índice
	Introdución
	Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3)
	A vide
	As cochinillas
	Interaccións
	Bibliografía

	Obxectivos e xustificación do traballo
	Bioloxía de Planococcus citri (Risso) como praga de baixainfestación nun viñedo conducido en emparrado
	Introdución
	Materiais e métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía

	Presence of Grapevine leafroll-associated virus 3 inprimary salivary glands of the mealybug vectorPlanococcus citri suggests a circulative transmissionmechanism
	Introduction
	Materials and methods
	Results
	Discussion
	References

	Caracterización mediante EPG dos patróns de ondae o comportamento alimentar de Planococcus citri (Risso)en folla de vide cv. Cabernet franc e en membrana
	Introdución
	Materiais e métodos
	Resultados e discusión
	Bibliografía

	Discusión
	Bibliografía
	Conclusións




