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Resumen:

Planococcus ficus (Signoret) 1875 y Planococcus citri (Risso) 1813 (Hemiptera:
Pseudococcidae) son importantes plagas agricolas, muy semejantes morfologicamente
que coexisten en Espafa. El objetivo del presente trabajo es aclarar la situacion, en
cuanto a la distribucion de ambas especies, en los cultivos de nuestro entorno. Para ello
se han tomado muestras en las provincias de Alicante y Murcia de cochinillas
algodonosas sobre diferentes plantas cultivadas y se han identificado las especies
mediante métodos morfoldgicos, a partir de preparaciones microscopicas de hembras
adultas, y métodos moleculares, mediante la amplificacion por PCR de un fragmento en
el ADN mitocondrial del gen que codifica la subunidad I de la enzima Citocromo
Oxidasa (COI). Se ha detectado la presencia de P. citri en naranjo dulce, limonero,

granado, jatrofa y Schefflera y de P. ficus se ha encontrado en cultivo de vid e higuera.

Palabras clave: Planococcus citri, Planococcus ficus, Pseudococcidae, caracterizacion

morfoldgica caracterizacion molecular, ADN mitocondrial.

Abstract:

Planococcus ficus (Signoret) 1875 and Planococcus citri 1875 (Risso) 1813
(Hemiptera: Pseudococcidae) are important agricultural pests, morphologically very
similar coexisting in Spain. The aim of this study is to clarify the situation, regarding
the distribution of both species, in the cultures around us. For it has been sampled in the
provinces of Alicante and Murcia on different crops and species were identified by
morphological methods, from slides of adult females, and molecular methods, by PCR
amplification of a DNA fragment of mitochondrial gene encoding the subunit I of the
enzyme cytochrome oxidase (COI). It has been detected the presence of P. citri in

lemon, pomegranate, orange, jatropha and schefflera and P. ficus in vineyard and fig.

keywords: Planococcus citri, Planococcus ficus, Pseudococcidae, molecular

characterization, morphological characterization, mitochondrial DNA
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Planococcus citri y Planococcus ficus son dos especies, pertenecientes a la
familia Pseudococcidae, morfoldégicamente muy similares, lo que ha motivado que
tradicionalmente, en su papel de plaga agricola, se hayan confundido ambas especies,
sobre todo en vid, creyendo que P. ficus era P. citri (Garcia Mari et al., 1989). Por
ejemplo en vifiedos de Sudafrica y Espafia siempre se ha citado como plaga a P. citri,
mientras que otros estudios han puesto de manifiesto que la especie predominante es P.
ficus, siendo P. citri raro en los vifiedos (Annecke and Moran 1982; en Saccaggi 2006).
En la presente revision bibliografica se analiza en particular las diferencias

morfoldgicas y genéticas existentes entre ambas especies, y en su rango de hospedantes.

1.1. LA FAMILIA PSEUDOCOCCIDAE

La familia Pseudococcidae fue descrita por Heymons en 1915 y son
comunmente llamados cochinillas harinosas. Estos insectos constituyen la segunda
mayor familia de los coccidos (Coccoidea). Son de distribucion mundial, con mas de
2000 especies descritas pertenecientes a 296 géneros, habiendo en Espafia 40 especies
descritas (Ben-Dov et al., 2001) (En anejo 1). Algunas especies son importantes plagas
agricolas en muchos cultivos de todo el mundo. Se caracterizan por tener el cuerpo con
secreciones céreas que le dan un aspecto blanquecino. Entre estas destacan las especies
que ocupan el presente trabajo P. citri y P. ficus como plagas de muchos cultivos debido
a sus habitos alimenticios: debilita a las plantas por la succion de la savia y segregan
melaza sobre la que aparecen otras plagas o crecen hongos formandose la negrilla que
reduce la capacidad fotosintética de la planta, ademds de ser vectores de virus en

algunos cultivos como la vid.
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1.1.1. POSICION SISTEMATICA

La posicion sistematica de P. citri (Risso) y P. ficus (Signoret) es la siguiente:
Clase: Insecta. Orden: Hemiptera. Suborden: Homoptera. Serie: Sternorrhyncha.
Superfamilia: Coccoidea. Familia: Pseudococcidae. Subfamilia: Pseudococcinae.
Género: Planococcus Ferris. Especies: Planococcus citri (Risso 1813) y Planococcus
ficus (Signoret 1875).

1.1.2. MORFOLOGIA

Muchas especies del genero Planococcus son muy similares morfologicamente,

mostrando al mismo tiempo una variabilidad significativa (Danzig et al., 2010).

Debido a que las claves existentes para poder diferenciar las especies se basan en
caracteres morfologicos de la hembra adulta, a continuacion se presentan detallados
estos caracteres segun Cox (1989), Danzig et al., (2010) y Williams et al., (1992)
(Figura 1). También se describen, aunque mas brevemente, otros de los estados y
estadios por los que pasan la hembra: huevo, larva I, larva Il y larva III, y los estados y

estadios del macho: huevo, larva I, larva II, prepupa, pupa y macho adulto (Figura 7)

1.1.2.1. MORFOLOGIA DE LA HEMBRA

1.1.2.1.1. ASPECTO GENERAL

Normalmente el cuerpo es blando, alargado y ovalado, de menos de 3 mm, pero
a menudo varia en forma después de la muda final, cuando la hembra adulta puede
agrandarse durante la produccion de huevos. Segregan sustancias cerosas de las que se
recubren déndoles un aspecto blanquecino. Presentan lateralmente una serie de
filamentos (cerarios) recubiertos por la cera secretada. Bajo la cera, se encuentra la
epidermis, cuya coloracion varia en funcion de las especies entre amarillenta, grisaceas,
blanquecinas, etc. La hembra adulta es aptera, conservando la forma de los estados
juveniles y pasando por tres estadios ninfales. A continuacion se describen las diferentes
estructuras corporales a partir de los trabajos de Ramos Portilla (2004), Miller et al.,
(2007) y Cox (1989).
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Figura 1 Morfologia general de hembra adulta de Pseudococcidae, dorso (parte
izquierda) y vientre (parte derecha) (Granara de Willink, 1992).

1.1.2.1.2. CABEZA

Antenas. Los pseudocdccidos presentan entre 6-8 segmentos antenales
(ocasionalmente 9, como es el caso del género Phenacoccus), con el segmento apical un

poco mas grueso y alargado (Chandler y Watson, 1999; en Moreno, 2011).

Ojos. Posee un par de ojos simples situados en el margen del cuerpo, tras las

antenas (Castillo y Belloti, 1990; en Ramos €t al., 2004).
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Aparato bucal. Posee piezas bucales con el fin de perforar tejido vivo y
succionar el alimento en forma liquida. Consta de dos pares de estiletes y una cubierta
protectora, conformada por el labio. El labio se encuentra entre el primer par de coxas,
varia en longitud y en proporcion al tamafio de la placa clipeolabral (Chandler y

Watson, 1999; en Moreno, 2011).

1.1.2.1.3. TORAX

Patas. Se encuentran bien desarrolladas y estdn formadas por coxa, trocanter,
fémur, tibia, un tarso no segmentado y una ufia. Cerca del apice de cada tarso se
encuentra un par de estructuras parecidas a setas con el apice un poco espatulado,
denominada digitigulas o setas digitales; otro par se encuentran cerca de la base de la
ufia la cual puede presentar un pequeno diente o “’denticulo’’ en la superficie plantar
(ventral). Las patas suelen presentar poros translucidos, los que probablemente emiten
feromonas (Williams 1985a; en Granara de Willink 1992), que pueden encontrarse en la

coxa, trocanter, fémur (rara vez) y en la tibia.

Espiraculos. Solo estan presentes dos pares de espiraculos toracicos; el primer

par entre el protérax y el mesotorax y el segundo par entre el mesotérax y el metatorax.

1.1.2.1.4. ABDOMEN

Formado por 8 segmentos. El primer segmento que se manifiesta en el vientre es
en realidad el segundo, pues el primero sélo se manifiesta lateralmente a la altura de las

patas traseras.

Anillo anal: Normalmente esta rodeado por un anillo esclerosado, por lo regular

con dos hileras de poros diminutos y con tres o mas pares de setas largas.

Loébulos anales. El segmento abdominal VIII por lo general se forma por dos
l6bulos, uno a cada lado del anillo anal. En el &pice de cada l6bulo termina en una seta
larga (seta apical). Ventralmente en cada lébulo puede haber un area esclerosada que
varia en forma y algunas veces se desarrolla una barra anal que se extiende hacia

delante desde la base de la seta apical y en la mitad de esa elongacion hay una seta.



1. INTRODUCCION

Circulo. Area de cuticula delgada sobre tejido glandular en el vientre del
abdomen, usualmente entre los segmentos abdominales III y IV. La forma varia desde
circulares hasta cuadrados, en forma de reloj de arena. Esta estructura es probablemente
un 6rgano adhesivo (Pesson (1939) y Lloyd & Martini (1957); en Granara de Willink,

1992), pero en otras especies posiblemente tenga otra funcion.

Vulva. La vulva o abertura genital estd ubicada en el vientre, entre los segmentos

VIl'y VIIL

1.1.2.1.5. OTRAS ESTRUCTURAS DISTRIBUIDAS POR TODO
EL CUERPO

Cerarios. Se ubican en el dorso y son los encargados de formar y dar soporte a
los filamentos marginales de cera. Cada cerario consiste en un grupo de dos o0 mas setas
de tipo coénico o lanceolado y rodeado por unos pocos poros triloculares, también
pueden presentar setas filiformes (setas auxiliares). Los cerarios se enumeran
convencionalmente desde atras hacia delante. El nimero de pares de cerarios varia entre
0y 18, segln las especies. Cuando presentan 18 pares, como es el caso de Planococcus,
se sitan: 4 pares en la cabeza (un par frontal, uno preocular, uno ocular y otro
postocular), 6 pares toracicos (2 pares por segmento) y 8 pares abdominales (1 par por
segmento).

Conductos tubulares. Son estructuras internas conectadas a un orificio en la

superficie. Los conductos varian en forma y tamafio, aunque solo se distinguen dos
tipos principales (

Figura 2):

1. Conductos tubulares tipo collar oral: la base del orificio del conducto presenta un
ensanchamiento muy leve, casi inapreciable; posee la forma de un cilindro (en
ocasiones doblado, segiin la preparacion microscopica) la presencia o ausencia de

setas en el anillo es un caracter taxonémico importante.

2. Conductos tubulares tipo anillo oral: poseen un anillo muy bien definido alrededor
del orificio o extendiéndose internamente para formar una pestafia, presentes
principalmente en la region ventral. Estos conductos producen cera para la
formacion del ovisaco; las especies con pocos de estos conductos son usualmente

viviparas.

Poros. Se presentan principalmente cuatro tipos de poros (
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Figura 2):

Poros triloculares: constan de tres 16culos formando un triangulo, con los 16bulos
algo torcidos respecto al eje central. S6lo se conoce en familia Pseudococcidae. Este
poro produce la cera que cubre al insecto. Los poros se encuentran distribuidos
sobre la region dorsal y ventral, y en ocasiones varian ligeramente en forma y

tamafio de la misma especie, siendo mas grandes en el dorso que en el vientre.

Poros multiloculares: cada uno contiene 10 aberturas (loculos) alrededor del
perimetro. Son numerosos sobre el dorso y el vientre, aunque pueden estar ausentes
Se suelen localizar en la region ventral alrededor de la vulva y secretan cera para la

formacion del ovisaco.

Poros pentaloculares o quinqueloculares: Presenta 5 loculos y se sittian solo en la
superficie ventral, muy raramente en el dorso. La funcion de estos poros

probablemente sea la misma que la de los poros triloculares.

Poros discoidales o simples: son los mas pequefios y la relacion del tamafo entre los
ventrales y dorsales puede tener significancia taxonémica. A veces pueden ser tan
grandes como los poros triloculares y visibles en los segmentos posteriores del

dorso y junto a los ojos. La funcidn de estos poros se desconoce.

Figura 2. Aspecto y distribucion de poros y conductos tubulares en las
distintas zonas de cuerpo (lado izq. zona dorsal y lado dcho. zona ventral).



1. INTRODUCCION

Sedas. Las sedas presentes en otros lugares del cuerpo distintos a los cerarios,
pueden ser flageladas, lanceoladas o conicas. En el anillo anal suelen haber tres pares de
sedas, y sobre la superficie ventral existen dos pares de sedas cercanas al apice
posterior, las sedas anales en posicidon anterior, y las sedas cisanales, cercano al dpice.
En ocasiones ambos pares de setas estdn desplazadas hacia a la superficie dorsal. A

menudo la longitud de las sedas del anillo anal es comparada con el resto de sedas.

Ostiolos. Hendiduras pareadas situadas en el area dorsal. Un par en protorax y otro
sobre el segmento abdominal VI. A veces estan ausentes por completo o estan
representados por solo el par posterior. Tiene forma de labios y suele llevar poros y
setas como el resto del cuerpo. Cada ostiolo posee una valvula muscular con la que
puede abrirse y cerrarse a manera de labios. La funcidon de los ostiolos probablemente
sea de defensa, ya que cuando son molestados algunos pseudocédccidos abren los
ostiolos para exudar pequefias gotas de liquido que se endurecen con el aire, asi que
cualquier depredador que entre en contacto con las secreciones pasara tiempo tratando
de limpiarse o si las piezas bucales se inmovilizan, el depredador puede morir de

inanicion.

1.1.2.2. MORFOLOGIA DE OTROS ESTADO DE DESARROLLO

Huevos: (Figura 4) Segtn Llorens (1990) son de color amarillo palido, liso,
brillante y eliptico midiendo 0,3 mm de longitud. (Figura 4). La hembra adulta de los
pseudococcidos deposita del orden de 500 huevos, el nimero varia segiin la especie
(Meyers, 1932, citado por Mckenzie, 1976; en Arriola, 2009) y el hospedante
(Manichote, 1958, citado por Mckenzie, 1976; en Arriola 2009). Se encuentran unidos
en el ovisaco, formado por filamentos algodonosos secretados por la madre. Segun el
género hay 4 tipos de ovisaco que pueden estar: bajo el abdomen, cubriendo el cuerpo
entero, cubriendo casi el cuerpo entero y con forma de tinel, o se encuentra bajo el
abdomen y estd formado por pocos filamentos céreos (pseudovisaco). En las especies

viviparas, como es evidente, no existe el estado de huevo ni se produce ovisaco.
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Figura 3. Distintos tipos de ovisacos de pseudocdccidos: ovisaco bajo el cuerpo (izq.),
cubriendo el cuerpo (centro) y de tinel (dcha.) (Beltra y Soto, 2012).

Figura 4. Ovisaco con huevos de pseudocdccidos sobre brote de higuera.

L.1: (Figura 5) Emergen de tres a seis dias después de la oviposicion. Son muy
activas y moviles, dispersandose con facilidad mediante el viento u otros insectos y
usualmente emigran a otros hospederos o a otras areas de donde se encuentran. Las
patas y antenas son proporcionalmente mas largas en comparacion con el cuerpo
(Granara de Willink, 1990; en Arriola 2009).Es de forma eliptica alargada, posee dos
antenas, ojos salientes de color oscuro y tres pares de patas. El color de la larva es

amarillo limén o rosa palido.
Tras emerger se alimenta del material vegetal clavando su estilete.

L.2: (Figura 5) Emergen a través de una hendidura de salida ubicada en medio
del dorso de la cabeza y térax de las L1. Las patas y antenas son proporcionalmente mas
largas respecto del cuerpo. En esta etapa se puede distinguir el sexo del insecto, ya que
al final del estadio los machos producen un saco filamentoso sobre su cuerpo (rostrum)

(MacGuillivray, 1921, Mckenzie, 1967, en Arriola, 2009).
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L.3: (Figura 5) La ninfa L2 muda de igual forma que la L1. Este estadio se
presenta solo en las hembras, comenzando a tomar la forma adulta. Las patas y antenas
son aproximadamente del mismo tamafio comparadas con la del adulto. Los segmentos

antenales generalmente son iguales en niimero que los de las formas adultas (Mckenzie,

1967; en Arriola, 2009).

Figura 5. Distintos estados larvarios de pseudocéccidos sobre raiz de higuera.

Prepupa: En el interior de un capullo el estadio larvario L2 del macho realiza la muda
pasando a prepupa o preninfa, con forma oval y alargada, con las patas escasamente
funcionales e inicio de rudimentos de antenas. En este estadio se empieza a diferenciar

la cabeza del cuerpo.

Pupa: Tras otra muda el macho pasa a pupa, con tres pares de patas antenas ¢ inicio de

mufiones alares.

Macho: (Figura 6) Presenta el cuerpo dividido en tagmas, pudiendo ser alado o aptero.
El aparato bucal esta atrofiado o no existe, siendo su vida de corta duracién (Soria y
Vinuela, 2003; Williams, 1991; en Ramos et al., 2004). Protorax triangular y convexo,
mesotorax muy desarrollado en el que se insertan las alas, observandose en ellas dos
nerviaciones casi paralelas y una tercera que arranca de la anterior y diverge. Se
encuentran diferencias significativas entre las distintas especies, pero no son utilizados
todavia debido a su diminuto tamafio (1-2 mm) y que rara vez se encuentran en el

material recolectado (Castillo y Bellotti, 1990; en Ramos 2003).
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Figura 6. Macho adulto sobre hoja de buganvilla.

1.1.3. BIOLOGIA Y ECOLOGIA

Los pseudocéccidos se han adaptado a un gran nimero de hospedantes desde
herbaceos a lefosos, destacando las familias de las compuestas, gramineas y
leguminosas (Beltra y Soto, 2012). Entre estos hospedantes hay un elevado nimero de
plantas cultivadas y ornamentales, causando importantes pérdidas de cosechas. Pueden
encontrarse en casi cualquier parte de la planta, aunque muchas especies adquieren una
posicion caracteristica. Relativamente pocas especies se encuentran en situacion
expuesta, tales como el haz de las hojas. Muchas especies viven debajo de la corteza, en

envolturas de hojas y axilas, en bracteas, debajo de los calices o en las raices (Cox,

1987; en Ramos 2003).

Se alimentan principalmente del floema o del parénquima, y sus rangos de
asociacion con hospederos van de monofago a polifago. Produce dafios directos a la
planta por la extraccién de savia y transmitiendo patdogenos y toxinas a que pueden
reducir el vigor de la planta o incluso matarla. Ademas produce otros dafios indirectos a
causa de la segregacion de melaza que atrae a otras plagas (Gullan y Martin, 2003; en

Ramos 2003).

Respecto a su ciclo bioldgico, tanto hembras como machos pasan por dos
estadios iniciales idénticos. Después de esto la hembra pasard por otro estadio mas y
posteriormente llegard al estado adulto que se suele subdividir en tres estadios H1, H2 y
H3 en funcién de su estado reproductivo. En cambio el macho tras el segundo estadio
larvario segregara una capsula cerosa y permaneceran en su interior durante dos estadios
mas y por ultimo emergera el macho (Figura 7). Los machos adultos viven entre 1y 7

dias sin alimentarse (Franco €t. al., 2000; en Garcia Mari 2012).
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H. ADULTA

HUEVDS

MACHO ADULTO

Figura 7. Ciclo bioldgico de los pseudocéccidos.

En lo que se refiere a enemigos naturales de los pseudocédccidos se han citado un

gran namero de especies (Tabla 1).

Tabla 1. Enemigos naturales de los pseudocéccidos (Jacas et al., 2008; Prado 1991)

Orden; Familia Género y especie Asociacion
Neuroptera: Hemerobius hageni Navéas
Hemerobiidac Nomerobi us psychodoi de§ (BI:) Depredador
Sympher obius macul upennis Kim
Coleoptera; Cryptolaemus montrouzieri Muslant*
; : Depredad
Coccinelliade Scymus apetzi Muls* L
Diptera.;. Leucopis griseola FI1* Depredador
Chamaemyiidae
Diptera; Ocyptamus confusus (Goot) Depredador
Syrphidae
Leptomastix dactylopii (Howard)*
Leptomastoidea abnor mis Girault*
Hymenoptera; . . , . o
. Coccidoxenoides perminutus Girault | Parasitoides
Encyrtidae .
Anagyr us pseudococci*
Anagyrus bohemani West*

*Presentes en Espaiia.
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1.1.4. ESPECIES PLAGA A NIVEL MUNDIAL Y EN ESPANA

Los pseudocdccidos se encuentran en todas las regiones zoogeograficas del
mundo, estando las regiones de Australasia, Afrotropical, Neartica, Neotropical,

Oriental y la Paleartica, que es en la que se encuentra Espana.

A parte de P. ficus y P. citri normalmente suelen haber presentes otros
pseudocoecidos que a simple vista pueden dar lugar a confusidon con las especies que
ocupan el presente trabajo. En los citricos aparte de P. citri también se pueden encontrar
Psedococcus longispinus Targioni-Tozzetti, Pseudococcus calceolariae (Maskell) y
Pseudococcus viburni (Signoret) (Franco et al., 2004; en Garcia Mari 2012). Como se
ha indicado antes, en Espana se han descrito del orden de unas 40 especies (Anexo 1) de

las cuales de importancia econémica son las de la Tabla 2

Tabla 2. Especies de pseudococcidos con importancia econémica, que viven en plantas
cultivadas, presentes en Espaiia Peninsular (USDA, 2014; Beltra y Soto, 2012; Garcia-
Mari 2012).

Especie Hospedantes Citas*
Hypogeococcus pungens 6 fam. botanicas 6
Dysmicoccus grassii 24 fam. botanicas --
Phenacoccus madeirensis 49 fam. botanicas 6
Phenacoccus peruvianus 9 fam. botanicas 7
Phenacoccus solani 32 fam. botéanicas 6
Planococcus citri 257 hospedantes de 87 familias botanicas 4
Planococcus ficus 24 fam. botanicas 13,14, 8
Planococcus vovae Araceae, Cupressaceae, Lauraceae y Taxacaea |10, 8, 22
Pseudococcus longispinus 85 fam. botanicas 5,23.4,8
Pseudococcus calceloariae 49 fam. botanicas 4,5,8
stlUd;s(:or(r;g:ﬁ[xrzlgrgs affinis) 98 fam. botanicas 13,4,8,11

*Las citas bibliograficas se encuentran en el Anejo 1.
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1.2. PLANOCOCCUSCITRI (RISSO) Y PLANOCOCCUSFICUS
(SIGNORET)

El género Planococcus fue descrito por Ferris en 1950. El género esta
compuestos por 35 especies segun la revision efectuada por Cox (1989), y segun Danzig
et al., (2014), por unas 40 especies, distribuidas principalmente en zonas tropicales y
subtropicales. Solo P. vovae (Nasonov, 1908) y P. matesovae Danzig, 1986 habitan en
zonas boreales. Muchas especies del género son importantes plagas en cultivos y plantas
ornamentales. Se citan en 69 familias botdnicas. Su distribucién es cosmopolita en todas
las regiones biogeograficas del mundo (SEL, 2003; en Ramos 2004). El género
Planococcus es un género proximo a Pseudococcus, que ha motivado la existencia de
numerosas sinonimias entre ambos. Ferris (Segin Williams, 1962) considera que los
caracteres esenciales que definen a Planococcus y lo diferencia de otros géneros

proximos son:

e Barra anal en la superficie ventral de cada lobulo anal: Presente en

Planococcus y ausente en Pseudococcus

e Cerarios: 18 pares de cerarios sin seda auxiliar en Planococcusy 16 o 17
pares con sedas auxiliares en Pseudococcus. También se diferencia de
otros géneros (Crisicoccus, Delottococcus y Planococcoides) por este
caracter (Cox, 1989).

e Conductos tubulares con anillo: Ausente en Planococcus y presente en

Pseudococcus al menos en el dorso.

Segun Masten Millek et al., (2008) tanto P. citri como P. ficus son originarias de

la region Paleartica.

P. citri, seglin Pellizzari et al., (2010) es una especie originaria de Asia tropical
que se estableci6 en Europa durante el siglo XIX. Fue observado por primera vez en
Francia en el afio 1813, donde fue descrita por primera vez por Risso con el nombre de
Dorthesia citri, a partir de muestras tomadas en citricos en el departamento francés de
los Alpes Maritimos. Posee diferentes sinonimos (Cox, 1989): Dorthesia citri Risso,
1813; Phenacoccus spiriferus (Hempel, 1900); Planococcoides cubanensis (Ezzat &
McConnell, 1956); Planococcus cucurbitae (Ezzat & McConnell, 1956). En Espaifia

apareci6 en 1879, donde se considera una de las plagas mas importantes de citricos
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desde mediados del siglo XIX por lo que la distribucion es también muy amplia

extendiéndose por toda el area peninsular, Baleares y Canarias.

En cambio P. ficus es una especie nativa de la cuenca mediterranea incluyendo
Espania. Fue descrita por Signoret en 1875. Posee diferentes sinénimos (Cox, 1989):
Dactylopius ficus Signoret, 1875; Dactylopius subterraneus (Hempel, 1901);
Dactylopius vitis (Lichtenstein, 1870); Pseudococcus ficus (Fernald, 1903);
Pseudococcus subterraneus  (Fernald, 1903); Pseudococcus vitis (Fernald, 1903);
Pseudococcus citrioides (Ferris, 1922); Planococcus citrioides (Ferris, 1950);
Planococcus vitis (Ezzat & McConnell, 1956). Es una especie dominante en los vifiedos

del area mediterranea peninsular. También estd muy extendida en el continente

americano (en paises con importancia vitivinicola) y en otras areas geograficas como

India, Pakistan y Sudéfrica (Beltra y Soto 2010).

Figura 9. Distribucion P. ficus. Elaborado a partir de los datos del USDA (2014)
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Actualmente son cosmopolitas, es decir estan distribuidas mundialmente (Figura

8 y Figura 9) y poseen gran importancia en el area mediterranea.

Durante mucho tiempo no se tenia claro si P. citri y P. ficus eran la misma o dos
especies distintas, pero actualmente esta distincion es aceptada universalmente (Ezzat &
McConnell, 1956; De Lotto, 1975; Danzig, 1977; Cox, 1981; en Cox 1989). El aspecto
general a nivel macroscopico de las hembras de ambas especies es similar: cuerpo oval,
plano, color anaranjado; patas naranja-amarillentas, en la mayoria de casos mismo color
que el cuerpo; cuerpo recubierto por una capa de cera polvorienta muy débil; 18 pares
setas céreas ligeramente arqueadas, mas largas en zona anal; con 1 linea longitudinal
mas oscura que atraviesa su dorso (Moreno Salmeron, 2011). Aunque en las
descripciones proporcionadas por Cox (1983) se describa una variabilidad de tamafio y
ciertas estructuras microscopicas faciles de apreciar entre ambas especies, sin embargo
caen dentro del rango de variacion normal y no se pueden considerar como una clave

para distinguir entre P. citri y P. ficus (Tranfaglia et al., 1982; Cox 1983).

1.2.1. MORFOLOGIA

1.2.1.1. MORFOLOGIA DE LAS HEMBRAS ADULTAS DE P. CITRI
Segun Cox (1989), los especimenes montados poseen forma oval, de 1,6-3,2 mm
de longitud y 1,0-2,0 mm de anchura (Figura 10). El margen del cuerpo con la serie
completa de 18 pares de cerarios, cada uno con dos setas conicas, excepto el preocular

que puede tener 1 o 3.

Patas alargadas, el trocanter + fémur del tercer par mide entre 220-350 pm, y la
tibia + tarso 260-420 um. El ratio tibia+tarso/trocanter + fémur es de 1.1-1.3. Poros
transliicidos presentes en coxa y tibia posteriores. Lado interno de los ostiolos
moderadamente esclerotizados. Circulus cuadrado con 120-200 um. Seda cisanal mas
corta que las sedas del anillo anal. Cerario del 16bulo anal situado en una pequefia area

esclerotizada.

Vientre con poros multiloculares: alrededor de la vulva, en una fila simple o
doble a lo largo del borde posterior del segmento abdominal ITI-VII, en una fila simple a
lo largo del borde anterior de los segmentos V-VII, en grupos marginales de los

segmentos abdominales IV-VII y a veces unos pocos dispersos sobre el area media del
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1. INTRODUCCION

torax y cabeza pero no mas de un total de 6 detras las coxas anteriores. Poros
triloculares numerosos y regularmente distribuidos. Conductos tubulares de tipo collar
oral de dos tamarios, los menores distribuidos en filas a través de las areas medias de los
segmentos abdominales I-VII y los mayores en grupos marginales de tamano variable
por todo el vientre, incluido cabeza y torax, y dispersos por las zonas medias del térax.
Poros simples o discoidales del mismo tamafio que los poros triloculares, escasos pero

regularmente distribuidos

Dorso sin poros multiloculares. Conductos tubulares sin anillos aparentes y
ligeramente mas largos que los ventrales, a menudo presentes junto a los cerarios, 1 o 2
presentes en areas medias. Los poros triloculares se encuentran por el vientre. Poros
simples de dos tamafios, los pequefios menores que los pequefios de la zona ventral,
dispersos por todo el dorso, y los poros més grandes alrededor del doble de los poros
triloculares presentes en grupos pequefios a lo largo de la linea media del térax y
segmentos abdominales anteriores. Sedas flageladas de longitud moderada, las mas

largas en los segmentos abdominales VI-VII de 30-35 pm
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Figura 10. Hembra adulta de P. citri (Danzig, 2010).

1.2.1.2. MORFOLOGIA DE LAS HEMBRAS ADULTAS DE P. FICUS

Segtun Cox (1989), los especimenes montados poseen forma oval, de 1,4-3,2 mm
de longitud y 0,8-2,2 mm de anchura (Figura 11). El margen del cuerpo con la serie
completa de 18 pares de cerarios, cada uno con dos setas conicas, mas delgadas hacia la
zona anterior del cuerpo. Patas alargadas, el trocanter + fémur del tercer par mide entre
235-355 um, y la tibia + tarso 275-395 um. El ratio tibia+tarso/trocanter + fémur es de
1.01-1.17. Poros translticidos aparentes en coxa y tibia posteriores y a menudo también
en el fémur. Lado interno de los ostiolos moderadamente esclerotizados. Circulus
cuadrado con 115-150 pm. Seda cisanal mas corta que las sedas del anillo anal. Cerario

del 16bulo anal situado en una pequefia area esclerotizada.

Vientre con poros multiloculares: alrededor de la vulva, en una fila simple o
doble a lo largo del borde posterior del segmento abdominal III-VII o II-VII, en una fila

simple a lo largo del borde anterior de los segmentos V-VII, en grupos marginales de
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los segmentos abdominales posteriores como maximo hasta el segmento Il y a menudo
en grupos de hasta 12 poros detras de cada coxa anterior dispersos sobre el area media
del térax. Poros triloculares moderadamente numerosos y regularmente distribuidos.
Conductos tubulares de tipo collar-oral de dos tamafos, los menores distribuidos en
filas a través de las areas medias de los segmentos abdominales V-VII y los mayores en
escasos en filas en las zonas medias de los segmentos abdominales II-VII, en grupos
marginales de los segmentos II-VIII, disperso por las zonas media del térax. Poros
simples o discoidales a veces presentes en la cabeza y a veces hasta 3 poros presentes en
cada margen de los segmentos toracicos. Poros simples ligeramente mayores a los poros

triloculares, escasos pero distribuidos regularmente.

Dorso sin poros multiloculares. Conductos tubulares mas largos que los
ventrales, y frecuentemente con anillos distintos, en general solitarios y raramente en
parejas a menudo presente junto algunos o a la mayoria de cerarios. Los poros
triloculares se encuentran por el vientre. Poros simples de dos tamafios, los pequefios
son minusculos escasos y dispersos por todo el dorso, y los poros mas grandes,
aparentemente mayores que los poros triloculares presentes en grupos de 1-3 largo de la
linea media del térax y segmentos abdominales. Sedas largas y flageladas, las mas

largas en los segmentos abdominales VI o VII de 23-50 pm
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Figura 11. Hembra adulta de P. ficus (Danzig, 2010).

1.2.1.3. DIFERENCIAS MORFOLOGICAS ENTRE AMBAS ESPECIES
Segtin se desprende de Cox (1989); Tranfaglia et al., (1982); Carnero (1986);
Miller et al., (2007); Danzig et al., (2010), los caracteres que permiten la diferenciacion

de ambas especies son:

Sedas de los cerarios: Segun Cox (1989) y Danzig et al., (2010) P. citri
presenta todos los cerarios con setas conicas mientras que P. ficus presentas sedas mas

delgadas y con el apice flagelado.

Poros discoidales: Segiin Cox (1989) tanto P. citri como P. ficus presentan la
ausencia de poros discoidales junto al ojo, pero tan solo P. citri puede presentar poros

discoidales junto al ojo.
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Conductos tubulares con anillo oral: Segiin Cox (1989) ambas especies no
poseen conductos con anillo oral junto al cerario frontal, sin embargo P. citri puede

presentar alguno en ocasiones.

Conductos tubulares collar-oral: Este cardcter sirve para diferenciar ambas

especies en distintas zonas del cuerpo:

Segtin Cox (1989) y Danzig et al., (2010) P. citri puede presentar entre las
antenas mas de 5 conductos collar-oral (hasta 35) mientras que P. ficus o en ocasiones
P. citri no puede tener mas de 5 conductos. Normalmente estos conductos se encuentran
en grupos en la cabeza estando presentes la mayoria al lado de los 2 pares de cerarios
frontales, habiendo en P. citri una media de 2,4-2,9 conductos junto a cada cerario y una

media de 0 en P. ficus (Tranfaglia et al., 1982).

Segtin Cox (1989) P. citri puede presentar mas de conductos collar-oral entre la
coxa media y el margen del cuerpo (sumando ambos lados) mientras que P. ficus o en

ocasiones P. Citri no puede tener mas de 5 conductos.

Segtin Cox (1989) tanto P. citri como P. ficus presentan conductos collar-oral
entre la coxa del primer par de patas y el margen del cuerpo, pero tan solo en P. ficus

pueden estar ausentes estos conductos.

Poros translucidos: Normalmente tanto P. citri como P. ficus presentan poros
translucidos en coxa y tibias de las patas traseras, pero tan solo P. ficus puede presentar

en ciertas ocasiones poros translucidos en coxa, fémur y tibia.

Setas dorsomediales: Segun Cox (1989) la longitud de las setas dorsales
abdominales (entre los segmentos II-VII) son iguales o menores a 40um = 0,04 mm en
ambas especies, pero unicamente se puede dar el caso de que estas sedas sean mayores a
40um en P. ficus. Para este caracter se puede tener como referencia la longitud de las

sedas del cerario anal si son mas cortas que las dorsomediales.

Poros multiloculares: Segiin Trafanglia et al., (1982) y Carnero (1986) P. citri
presenta una media de 0,6 poros en el protérax mientras que P ficus presenta 3,3 (a cada

lado).
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1.2.2. BIOLOGIA Y ECOLOGIA

P. citri se adapta muy bien a diferentes climas, por lo que su distribucion

mundial es muy amplia, estando en mas de 120 paises del mundo

Ambas especies son importantes plagas agricolas en segin qué cultivos. P .ficus
comprende un rango de més de 20 hospedantes, encontrdndose principalmente sobre
vid, higuera y algunas plantas ornamentales entre otras. P. Citri posee un enorme rango
de hospedantes que comprende mas de 200 especies, destacando citricos, caqui, granado

y un gran namero de plantas ornamentales entre otras especies (Tabla 3 y Tabla 4).

Tabla 3. Algunos cultivos hospederos de P. citri y P. ficus (Ben-Dov et al., 2001).

Familia Planta hospedante P. citri | P. ficus
Anacardiaceae | Mangifera indica Presente | Presente
Annonaceae Annona cherimola Presente
Apocynaceae Nerium oleander Presente
Araliaceae Schefflera arboricola Presente
Arecaceae Phoenix dactylifera Presente | Presente
Brassicaceae Brassica oleracea capitata Presente
Chenopodiaceae | Beta vulgaris Presente
Convolvulaceae |/pomoea batatas Presente
Cucurbitaceae Cucurbita sp. Presente | Presente
Ebenaceae Diospyros kaki Presente
Euphorbiaceae |Jatropha curcas Presente
Fabaceae Glycine max Presente
Fabaceae Medicago sativa Presente
Fabaceae Phaseolus vulgaris, Pueraria thunbergiana | Presente
Lamiaceae Ocimum basilicum Presente
Lauraceae Persea americana Presente | Presente
Moraceae Ficus carica Presente | Presente
Musaceae Musa sapientum Presente
Myrtaceae Psidium guajava Presente
Oleaceae Olea europea Presente | Presente
Punicaceae Punica granatum Presente | Presente
Rosaceae Cydonia oblonga Presente
Rosaceae Malus domestica Presente | Presente
Rosaceae Malus pumila Presente | Presente
Rosaceae Pyrus communis Presente
Rubiaceae Coffea arabica Presente
Rutaceae Citrus spp. Presente
Solanaceae Lycopersicon esculentum Presente
Solanaceae Solanum tuberosum Presente | Presente
Umbelliferae Apium graveolens Presente
Vitaceae Vitis vinifera Presente | Presente
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Tabla 4. Importancia de P. ficusy P. citri sobre cultivos en Espaiia (Beltra y Soto, 2012).

P. citri P. ficus
%k k

Citricos

Vid * % * % %
* %%

Higuera

%k ok

Caqui

Granado *E

Otros frutales *Ax

Horticolas **

Ornamentales Hokx *

Principales hospedantes

. Naranjo, Clementino, Caqui | Vid, Higuera
en Espafa

Las condiciones climdticas mas favorables para su desarrollo son calor y
humedad. Los estados inmaduros son muy sensibles a la desecacion. Las larvas son muy

moviles hasta estados mas avanzados.

En otros paises mediterraneos se observan de cuatro a seis generaciones anuales
(Avidov y Harpaz. 1969; Santorini. 1977; Longo y Russo. 1986; Barbagallo et al.,
1993; en Garcia Mari, 2012). En Espafia tiene cuatro a cinco generaciones anuales
(Gomez Clemente. 1943; en Garcia Mari, 2012). Martinez Ferrer et al., (2003) detectan
cinco generaciones al afio en el este de la Peninsula Ibérica y calculan por observaciones
de capturas de machos en campo, que la temperatura umbral de desarrollo de P. citri es
de 8,3 °C y la integral térmica es de 562 grados dias. Segin este estudio, cada
generacion dura de 50 a 55 dias, excepto la tercera, en agosto, que dura 40 dias. Hay un
gran solape de estados de desarrollo debido a que no invernan en ninguna forma en
especial, sino que se detienen o se ralentizan su crecimiento durante la época fria en
cualquier forma movil. Este solape de generaciones hace el calculo de los parametros
térmicos y el numero de generaciones anuales complicado. El invierno lo pasan
normalmente en el mismo arbol, escondidas en hojas, ramas o corteza del tronco, y

también en hormigueros o en el suelo.

La reproduccion es siempre bisexual y los machos son especialmente abundantes
en otofio. El nimero de huevos que pone cada hembra es variable con la época del ao y
el sustrato sobre el que se desarrolla, oscilando en general entre 100 y 400 huevos por
hembra segtn los autores (Franco et al., 2000; en Garcia Mari. 2012). Cuando tiene

repleto su ovisaco, se desprende de ¢l y comienza a elaborar otro para ir depositando los
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huevos y asi sucesivamente. Es maximo en primavera y minimo en otofio
(Bodenheimer, 1951; en Garcia Mari, 2012). La temperatura a la que se observa mayor
fecundidad es de 18-20°C (Franco et al., 2000). Las hembras desarrolladas sobre frutos
en crecimiento son de mayor tamafio y mas fecundadas (300 huevos por hembra) que
las desarrolladas sobre hojas (200 huevos por hembra) (Franco et al., 2000; en Garcia

Mari 2012).

Ambas especies poseen feromonas sexuales especificas. La feromona sexual de
P. citri fue identificada por Tremblay et al., (1982b) como acetato de (1R,3R)-cis-2,2-
Dimetil-3—isopropenilciclobutanometanol y la de P.ficus por Zada et al., (2003) como
(S)-5-Metil-2-(prop-1-en-2-yl)-hex-4-enyl 3-metilbutanoato. Tranfaglia et al., (1982)
consiguié en condiciones de laboratorio el cruzamiento de ambas especies utilizando
extractos de feromonas sexuales de las hembras virgenes como ’inductores del
apareamiento’’, y concluye que no se podia descartar la aparicion de hibridos en los
hospedantes en los que conviven ambas especies (p.¢j. en vid). También observo que la
descendencia hibrida mostraba caracteres diferentes dependiendo de cudl era la especie
que actuaba como madre y como padre. Recientemente en estudios sobre los patrones
de atraccion a las feromonas sexuales en poblaciones naturales de P. ficusy P. citri, se
ha puesto de manifiesto la existencia de atraccion en machos de P. citri a la feromona
de P. ficus. Al secuenciar los fragmentos del gen ITS-2 se ha observado la existencia de
secuencias hibridas en hembras de P. citri, habiendo evidencias de la existencia de flujo

genético entre ambas especies Kol Maimon et al. (2014).

1.2.3. ENEMIGOS NATURALES

En Espafia no existe un gran numero de enemigos naturales contra P. citri y P.
ficus, siendo necesario emplear otros métodos a parte de esta lucha bioldgica. Entre los
parasitoides destacan Anagyrus pseudococci (Figura 12), que parasita hembras jovenes
y L3, Leptomastidea abnormis, parasitoide de L1 y L2 y Leptomastix dactylopii, entre
otros. En Espaia son las especies mas comunes (Ripollés, 1993; Martinez Ferrer, 2003;
en Garcia Mari 2012), siendo Leptomastix dactylopii (Figura 14) la mas importante

para el control bioldgico en citricos.

23



1. INTRODUCCION

Figura 12. Adultos de Anagyrus pseudococci, hembra (izq.) y macho (dcha.) (Foto del
IVIA).

Leptomastix dactylopii acttia sobre L3 y hembras jovenes de P. citri. El insecto
no se establece permanentemente en campo por lo que es necesario criarlo en

insectarios.

Los principales depredadores de pseudococcidos pertenecen a los grupos de los
coccinélidos, neuropteros, dipteros cecidomidos y chamaeidos y lepidopteros licénidos,

siendo de mayor importancia en Espafia Cryptolaemus montrouzieri Muslant (Figura 13).

Figura 13. Adulto de Cryptolaemus montrouzieri junto a colonia de P. citri (izq.) (Foto de
J. Catalan, IVIA).

Figura 14. Adulto de Leptomastix dactylopii (Foto del IVIA).
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C. montrouzieri se alimenta de huevos (en estado de larva) y hembras (en estado adulto)
de P. citri pero en cambio no tiene la misma eficacia con P. ficus. De hecho hay autores
que citan una ineficacia de C. montrouzieri sobre P. citri en parral cuando todavia se
pensaba que la tnica especie sobre vid era P. citri. C. montrouzieri presenta el
inconveniente de que no resiste bien el frio en la zona del mediterrdneo espafiol,
teniendo que criarlo en insectarios. Ademds es bastante sensible a los tratamientos
fitosanitarios (tabla 5) por lo que es necesario realizar sueltas 15 dias después de

cualquier tratamiento.

1.2.4. DANOS

P. citri y P. ficus son muy polifagos atacando a un amplio rango de hospedantes.
Debido a la importancia de los citricos y de la uva de mesa en la zona que ocupa el
presente trabajo este apartado estara enfocado sobre todo a los dafios producidos en

estos cultivos.

Figura 15. Algodoncillo formado por cochinillas entre limones.

Los habitos alimenticios del insecto provocan la reduccién de vigor en la planta,
emision de melaza y desecacion de 6rganos, en vid esto se traduce en brotes mas cortos,
ligero arrepollamiento y disminucién de la cosecha al ano siguiente (MAGRAMA.

2004).

Sobre la melaza excretada se desarrollan hongos ‘’negrilla’ que dificultan la
respiracion, la fotosintesis, el control quimico y el control biologico. Esta ademads sirve

de cobijo a otras plagas como los lepidopteros piralidos Apomyelois Zeller y
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Cryptoblabes gnidiella Milliere (“’barreneta’’) (Beltra y Soto 2010). También otras
plagas, tales como diaspinos y acaros, se refugian bajo la negrilla, siendo mas dificil su

control (Martinez, 2003).

Figura 16. Negrilla producida por la secrecion de melaza de P. citri.

Otros dafios atribuidos a la alimentacion son la aparicion de manchas cloroticas,
decoloraciones e hipertrofias en la corteza del fruto (Franco 2000; en Martinez, 2003).
Debido a que en citricos se situa en el caliz de frutos recién cuajados puede provocar su
caida prematura (Bdenheimer. 1951; en Martinez. 2003). Se ha demostrado que
elevadas densidades pueden provocar disminuciones de produccidon, peso y calibre

(Silvia y Mexia. 1997; en Martinez, 2003).
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Figura 17. Daiios directos producidos por pseudococcidos a la izq. (Foto del IVIA) y

hembra adulta de P. citri bajo el caliz sobre naranjo.

Aunque el rajado de los frutos en citricos es un trastorno fisiologico, la presencia
de densas poblaciones puede favorecerlo debido a sus habitos alimenticios (Franco

2000; en Martinez, 2003).

Todos estos dafos atribuidos a la alimentacion del insecto resultan en una
depreciacion del fruto, perdiendo gran parte de su valor comercial cuando esta destinado

a consumo en fresco, sobre todo en uva de mesa.

Por otra parte, es especialmente importante su potencial como agente de
transmision de virus en vifiedos, entre ellos los virus del enrollado de la vid GLRaV-3 y
GLRaV-5 y el complejo de madera rugosa (Engelbrecht y Kasdorf, 1990; Charles.
1993; Cabaleiro y Segura, 1997; Petersen y Charles, 1997; en Beltra y Soto. 2012). P.

citri actia como vector del virus del brote hinchado del cacao (Cox, 1989).

Cabaleiro y Segura (2006) estudiaron en Espafa la transmision por P. citri del
virus del enrollado de la hoja Grapevine Leafroll-associated Virus Tipo 3 (GLRaV-3),
aunque posteriormente la especie fue identificada como P. ficus (Ben-Dov €t al., 2001).
Otro virus de la vid transmitido por P ficus es el Grapevine virus A (GVA).
(Rosciglione et al., 1983; en Saccaggi, 2006).

1.2.5. METODOS DE CONTROL.

Para el control de esta plaga es fundamental tratar los primeros focos para evitar
que se extienda, ya que es muy dificil alcanzarla posteriormente debido a la masa

algodonosa y a los lugares donde se ubica el insecto.
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1.2.5.1. MUESTREO Y UMBRALES

Se puede llevar a cabo mediante diferentes metodologias, destacando la
observacion directa de los frutos u otras partes de los 6rganos vegetales asi como el uso

de trampas con feromonas para la captura de machos adultos.

El umbral para la intervencion con insecticidas especificos se sitiia en el 5-10%
de frutos contaminados por larvas jovenes en pequeiias colonias en verano y el 15% en
otono (Llorens 1990). Mas recientemente, estudios realizados en Espafa en citricos, los
umbrales de tratamiento se han estimado en funcién del érgano muestreado y del tipo de
muestreo. Los umbrales y muestreos a tener en cuenta en cada mes son (Beltra y Soto

2012):

- En julio se recomienda un muestreo bajo el céliz, enumerativo (50 frutos al azar) o
binomial (180 frutos al azar). Los umbrales en este caso serian de 2,5 insectos por fruto

0 50% de calices invadidos, respectivamente.

- A partir del mes de agosto y en meses posteriores el nimero de frutos a muestrear es
mucho mas elevado, entre 110-300 frutos para el muestreo enumerativo y mas de 300
para el binomial, estimando un umbral de una poblacién de 0,2 a 1 insecto por fruto o

de 10-30% de frutos ocupados, respectivamente.

Las trampas de machos también pueden ser utilizadas en el muestreo con valores
variables en los umbrales segiin el mes en que éste se realiza. En la actualidad se

dispone de feromona sintética tanto para P. Citri como para P. ficus (De Linan, 2014)

1.2.5.2. TECNICAS CULTURALES:

En el caso de que aparezcan focos de cochinillas hay que actuar de manera
adecuada y eficaz tras su deteccion evitando de esta manera problemas futuros. Tras
localizar un foco es conveniente eliminar el foco si no es muy grande y desecharlo con
precaucion de no facilitar la dispersion del insecto. Se deben controlar las plantas que
puedan actuar de reservorio de cochinillas como por ejemplo las convolvuldceas y por
el contrario preservar plantas que puedan servir como reservorio para la fauna util (C.
montrouzieri y L. dactylopii). También es conveniente el saneamiento de las
herramientas de cultivo para evitar la propagacion a otras plantas de cochinillas que

puedan quedar sobre estas (Tanwar et al., 2.007).
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El descortezado en el caso de la vifia también puede contribuir al control de las
cochinillas, pues estas quedan desprotegidas y los tratamientos posteriores con

pesticidas tendran una mayor eficacia.

La fertilizacion debe estar ajustada a las necesidades del cultivo, ya que el
exceso de nitrégeno puede facilitar la proliferacion de altas poblaciones de
pseudocdecidos pues aumenta el tamafio de las hembras y el nimero de huevos en el
ovisaco y por otro lado favorece el aumento del follaje de la planta ddndole un mejor
cobijo al insecto (Hogendorp et al., Raupp et al., 2010 ; en Beltra y Soto 2012).
Algunas técnicas como la solarizaciéon también pueden dar resultado contra las

cochinillas presentes en las raices.

El control de las hormigas también influye sobre las poblaciones de
Pseudococcidos, ya que establecen relaciones simbioticas con las cochinillas (Gulla,
1997). Estas obtienen una importante fuente de alimentacién al consumir la melaza
segregada por las cochinillas y a cambio benefician a las cochinillas proporcionandole
transporte a nuevas areas de la planta, defensa frente a la accion de depredadores y
parasitoides y la limpieza de melaza que puede causar la muerte de los estados juveniles
cuando las concentraciones aumentan en exceso. Por todo ello, la presencia de hormigas
entre las colonias de pseudocéccidos puede alterar notablemente su control biologico

(Campos et al., 2006; Mgocheki y Addison, 2009).

1.2.5.3. CONTROL QUIMICO

Segiin el MAGRAMA (2014), las materias activa permitidas para el control
quimico de cochinillas son: clorpirifos, aceite de parafina, fosmet, dimetoato, metil
clorpirifos, clorpirifos, azadiractin, piriproxifen, tiametoxam, abamectina + piretrinas,
abamectina + tiametoxam, acetamiprid, polisulfuro de calcio, aceite de colza +

piretrinas, deltametrin, spirotetramat

Entre los insecticidas utilizados para el control de los pseudococcidos destacan
las familias de los organofosforados (clorpirifos) y neonicotinoides (imidacloprid,
tiametoxam) (Daane et al., 2006; Castle and Prabhaker, 2011; en Beltra y Soto 2012).
Ultimamente ha destacado el spirotetratamat perteneciente a la familia de los

inhibidores de la acetil CoA carboxilasa.
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También es frecuente el uso de aceites minerales y jabones potasicos, pero estos

se utilizan mas para los primeros estadios de desarrollo.

Los enemigos naturales de los pseudococcidos son muy sensibles a los tratamientos
fitosanitarios, por lo que se han de tener muy en cuenta a la hora de elegir la materia

activa. En la

Tabla 5 se sefala efecto secundario que tienen algunos fitosanitarios sobre dos
enemigos naturales de los pseudococcidos. La pérdida de esta fauna auxiliar puede
conducir a la necesidad utilizar una mayor cantidad de productos fitosanitarios

favoreciendo la aparicion de resistencias.

Tabla 5. Efectos secundarios de plaguicidas sobre fauna util. 1.- Inocuo; 2.- Ligeramente

toxico; 3.- Moderadamente toxico; 4.- Toxico (IVIA, 2014).

C. montrouzieri L.
Materia activa dactylopii
Larva | Pupa | Adulto Adulto
Abamectina 4 1 3 4
Aceite parafinico 1-2 1 1 2
Acetamiprid 3 2 3-4 2
Azadiractin 1-2 1-2 3
Bacillus 1 1 1 1
Clofentezin 2 1 1
Clorpirifos 1 2 3 3-4
Etofenprox 4
Etoxazol
Fenpiroximato 1
Hexitiazox 1-2 1-2 1-2
Imidacloprid 4 4 4 3-4
Lambda cihalotrin 2
Lufenuron 1 1
Metilclorpirifos 1 3-4
Pimetrozina 2 2
Piridaben
Pirimicarb 2 2 2-3 1
Piriproxifen 4 4 4
Spinosad (cebo) 1 3-4
Spirodiclofen
Tebufenpirad 2 | 1
Tiametoxam 4 4 4
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1.2.5.4. CONTROL BIOLOGICO

En Espana el control biologico se realiza por inoculacion o inundacion, que
consiste en la liberacion de estos enemigos naturales. Se realizan sueltas a final de
primavera de C. montrouzeri y L. dactylopii en los meses de septiembre y octubre en
los que C. montrouzieri es menos eficaz. Este control se considera parcial pues C.
montrouzieri no resiste el frio y L. dactylopii no se establece de forma permanente.
Seglin que agente se utilice para el control biologico de esta plaga es necesario conocer
si es P. ficus o P. citri, pues como se ha dicho anteriormente algunos tan solo presentan
eficacia contra una de las especies, como por ejemplo L. dactylopii que solo actta sobre

P. citri.

Recientemente también se han iniciado experiencias para el control de P. ficus

en uva de mesa con Anagyrus pseudococci (Beltra y Soto 2012).

1.2.5.5. CONTROL MEDIANTE FEROMONAS

El uso de feromonas hasta ahora se ha limitado para realizar monitoreo de
machos utilizando feromonas sexuales (Franco et al., 2009; en Beltra y Soto 2010). En
la actualidad se han realizado experiencias de trampeo de masivo de machos y
confusion que pueden desarrollarse como métodos efectivos de control (Walton et al.,
2006; Teshiba et al., 2009; en Beltra y Soto 2012). En Italia se ha empleado el uso de

feromonas de P. ficus con resultados prometedores (Pasqualini y Pradolesi, 2013).

A priori algunos de los principales inconvenientes que presentan estas técnicas
son la identificacion de la especie que se tiene en el cultivo, pues en campo no es igual
de efectivas las feromonas de P. ficus para P. citri y viceversa, requiriendo los servicios
de un experimentado taxéonomo para su identificacion. Otro inconveniente es la poca
eficacia que puede presentar en ciertas ocasiones ya que se puede dar el caso de

colonias en que ambas especies se encuentran mezcladas.
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1.3. METODOS MOLECULARES EMPLEADOS EN LA
IDENTIFICACION DE PSEUDOCOCCIDOS

En las especies plaga es necesario realizar una identificacion rapida, precisa y
una identificacion incorrecta de una especie plaga puede ocasionar la aplicacion de
sistemas de monitoreo o de control basados en el uso feromonas erroneos, o a la
liberacion de enemigos naturales inadecuados, ya que estos métodos suelen ser muy
especificos, o a la aplicacion de tratamientos fitosanitarios o de otras medidas de control
ineficaces e incluso a infravalorar o sobrevalorar su capacidad de vector de
enfermedades. La identificacion correcta de cochinillas algodonosas es problematica,
costosa en tiempo y requiere de tax6nomos expertos, ademas, en la mayoria de los casos
para una identificacion fiable solo las hembras adultas pueden emplearse, mientras que

los inmaduros, macho y especimenes dafiados no pueden identificarse (Saccaggi, 2006).

Las técnicas moleculares, sobre todo las basadas en el ADN, permiten una
identificacion rapida y precisa de una especie y se ha utilizado con éxito en especies
cripticas, biotipos o incluso poblaciones. Las regiones del ADN nuclear mas usadas por
su capacidad informativa en estudios filogenéticos y de diferenciacion e identificacion
de especies de insectos son: los genes que codifican las diferentes subunidades de los
ribosomas (28S, 18S) y sus espaciadores internos transcritos (ITS); y los genes
relacionados con el aparato de traslacion como el factor de elongacion la (EF-1a).
Cuando se trata de identificar especies proximas o en estudios a niveles intraespecificos,
se suele recurrir al ADN mitocondrial (ADNm) (Caterino €t al., 2000). En el ADNm
resulta mas fécil encontrar marcadores especificos. Las razones estan en su evolucion
mas rapida, su tasa de mutacion es 5-10 veces mayor que la del ADN nuclear. Ello es
debido al ambiente oxidante de la mitocondria, a los radicales libres generados en la
respiracion, a la ausencia de histonas que lo protejan, y a la menor eficiencia en los
mecanismos de reparacion del ADN de estos organulos. El ADNm es una molécula de
unas 14-17 kpdb en animales. Se hereda por via materna, se encuentra en estado
haploide, no se recombina, y se presenta en numerosas copias en la célula. Se conocen
con detalle las regiones codificantes de los genes que contiene y se han desarrollado
diferentes cebadores a partir de zonas de los genes que por intervenir en funciones
esenciales del metabolismo se mantienen muy conservados, denominandose cebadores
universales al ser validos para diversas especies (Kocher et al. 1989, Behura 2006). Una

excelente compilacion de cebadores universales en animales en general, y de insectos en
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particular, se puede encontrar en Simon €t al. (1994). Ademas su pequefio tamaiio y el
encontrarse numerosas copias en cada célula hace que sea mas probable que se

obtengan copias no danadas durante la extraccion de ADN (Saccaggi, 2006).

Figura 18. Diagrama de la molécula circular de ADN mitocondrial de Drosophila yakuba.
El origen y la direccion de replicacion se indica por O y R. El trapecio circular A+T
corresponde con la tnica region no codificante rica en Adenina y Timina que controla la
replicacion y transcripcion del ADNm. Los restantes trapecios circulares y las flechas
indican la posicion de las regiones y direccion de transcripcion de 37 genes: 13 que
codifican proteinas relacionadas con la respiracion celular [7 subunidades de la NADH
deshidrogenasa de la cadena respiratoria (URF1 a URF6 y URF 4L), citocromo b (Cyt b),
3 subunidades del citocromo ¢ oxidasa (COI, COII, COIII), 2 subunidades de la ATPasa
(ATPase 6 y ATPase 8)], 2 que codifican el ARN ribosémico (IrRNA y srRNA) y 22 ARN
de transferencia (trapecios circulares con tramas con el cdédigo de una letra del
aminoacido que cargan). Segiin Clary and Wolstenholm (1985) en Hoy (1994)

Dentro del ADNm una de las regiones preferidas para la identificacion de
especies es la subunidad I de la enzima Citocromo Oxidasa (COI). Este es un gen
extremadamente importante pues forman parte de la cadena respiratoria implicada en la

produccion de energia. Al ser tan importante, su secuencia de bases se mantiene muy
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conservada, y ha sido muy usada en estudios filogenéticos y taxondmicos de
identificacion de especies, siendo incluso propuesta para desarrollar un “codigo de
barras genético universal” para la identificacion de todos los organismos (Hebert €t al.,

2003ay b, en Saccaggi 2007).

Se revisan a continuacion algunos de los trabajos de marcadores moleculares
realizados con especies de pseudococcidos en general y de especies de Planococcus en

particular.

Hay dos trabajos bésicos que abordan a gran escala las relaciones filogenéticas
dentro de la familia de los Pseudococcidae, son los trabajos de Downie y Gullan (2004)
y de Hardy et al. (2008). En el conjunto de ambos trabajos se secuencian, en 101
especies de la familia, tres genes nucleares: factor de elongacion 1o (EF 1) en
concreto los fragmentos no contiguos EF-1a 50 y EF-1a 30; las regiones de expansion
D2 y D10 de la subunidad mayor (28S) de los ribosomas y una region de la subunidad
menor (18S) de los ribosomas. El arbol filogenético de la familia muestra que P. citri y

P. ficus estan estrechamente relacionados.

Ulubas Serce et al. (2007) mediante la técnica RAPD-PCR, basada en el uso de
cebadores de secuencia arbitraria que amplifican zonas al azar distribuidas por todo el
genoma, estudian las relaciones de seis especies de Turquia, entre ellas P. citri y P.
ficus. Aunque encuentra cebadores para distinguir entre las especies, las diferencias
entre P. citri y P. ficus son bajas, y el analisis cluster de los datos moleculares los
encuadran en el mismo grupo. Demontis (2007) emplea también la misma técnica con
machos capturados en trampas de feromonas, encontrando diferencias clara entre P.

ficusy P. citri con el cebador OPL-12.

Mediante PCR-RFLPs, que consiste digerir con enzimas de restriccion un
fragmento de ADN amplificado previamente con PCR, Cavallieri et al. (2008)
diferencian P. ficus y P. citri con esta técnica al aplicarla a un fragmento del COI y
comprueba que son varias las enzimas de restriccion que permiten la identificacion,
aunque a diferenciacion mas clara la obtienen con Hinf I. Rung et al. (2009), a partir de
la amplificacion de COI desarrolla un esquema en el que se emplean hasta 3 enzimas de
restriccion (BspH1, BsmH1, y HpH1) que le permite diferenciar P. citri, P. minor y una

linea de P. citri de Hawai diferenciada genéticamente.
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Son abundantes los trabajos de secuenciacion. Rung et al. (2008), secuencian el
COl y el EF-1a de poblaciones del complejo de especies formado por P citri y P. minor
(Maskell), intentando buscar caracteres para una identificacion fiable, sin embargo
obtiene informacion diferente a partir de cada marcador y encuentra la existencia en

Hawai de un tercer grupo morfolégicamente simia a P. Citri pero genéticamente distinto.

Malausa et al. (2010), con 11 especies plaga de la familia, entre ellas P. citri y P.
ficus, prueba la amplificacion con diferentes marcadores usados en estudios previos y
secuencia cinco regiones que muestran buenas amplificaciones: 2 regiones del ADNm
que codificantes el gen COI, las regiones del ADN nuclear 28S-D2 e ITS-2 y la region
rpS15-16S de la bacteria endosimbionte Tremblaya princeps. Observa que con estos
marcadores, ademdas de permitir inferir relaciones filogenéticas entre especies, puede
identificarlas todas. Observa también la existencia de variacion intraespecifica en la

secuencias de P. citri, P. ficusy en otras especies.

Similares trabajos de secuenciacion, también en los que interviene Malausa, con
resultados semejantes, son los de Abd-Rabou et al. (2012), Beltra et al. (2012), Correa
et al. (2012) y Pacheco da Silva et al. (2014). Abd-Rabou et al. (2012) secuencian
fragmentos de las regiones 28S-D2; COI (LCO-HCO) e ITS-2 en 17 especies de 10
géneros. Beltra et al. (2012) y el de Pacheco da Silva et al. (2014) en el que secuencian
fragmentos de las regiones COI (regiones 2183-2568 y LCO), 28S-D2 e ITS2, y la
region LeuA-16 S del ADN de la bacteria endosimbionte Tremblaya princeps. En el
trabajo de Beltra et al. (2012) emplean 10 especies, entre ellas P. citri , pero no P. ficus,
obtenidas sobre plantas ornamentales en el Este de Espafia. Pacheco da Silva et al.
(2014) emplean muestras de vifiedos de Brasil, detectando 17 especies, entre ellas P.
citri y P. ficus. Correa et al. (2012), secuencia una region del COI y el ITS-2 con
muestras procedentes de vinedos de chile, encuentra 3 spp del gen Pseudococcus y

consideran sorprendente la ausencia de P. ficus.

Kol-Maimon et al. (2014) secuencian fragmentos de ITS2 y del COI de P. ficus
y P. citri para caracterizar las poblaciones, a fin de demostrar la existencia de
hibridacion entre poblaciones salvajes de las dos especie, encuentra secuencias hibridas
en hembras con la morfologia de P. citri, existiendo evidencias de la existencia de flujo

genético entre ambas especies.
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La secuenciacion no resulta practica para diferenciar especies de modo rutinario,
pues es lenta de realizar y cara. Para la identificacion rutinaria de especies resulta
mucho mas interesante la PCR multiple o Multiplex PCR. Es un método rapido que
permite la identificacion de multiples especies a la vez, pues se basa en el empleo, en
una misma reaccion PCR, de tres o mas cebadores, una pareja por cada especie a
identificar, o uno por especie y otro comun a todas. Los cebadores son disefiados de
forma que los fragmentos amplificados tienen un tamafio diferente para cada especie y
por tanto pueden ser diferenciados en una electroforesis. Sin embargo la puesta a punto
de esta modalidad es dificil, los cebadores son complejos de disefiar pues deben tener
propiedades termodindmicas semejantes, sus secuencias de bases han de ser
suficientemente diferentes como para que sélo anillen con la especie para la que estdn

disefiados y no han de interaccionar entre si (Saccaggi, 2006).

Uno de los primero trabajos para diferenciar especies de pseudococcidos es el de
Beuning et al. (1999) que pone a punto el método para 4 especies del género
Pseudococcus que afectan a la vid en Nueva Zelanda, disenando a partir de secuencias

de ITS una parejas de cebadores para cada especie .

Para identificar especies asociadas a la transmision de virus en vid en Sudafrica
Pseudococcus longispinus y P. ficus y la especie con la que se confunde P.citri
Saccaggi (2006) y Saccaggi et al. (2007) secuencian parte del COI y disefian un cebador
especifico para cada especie que emplean junto con el cebador reverso universal Pat. Es

el primero trabajo de identificacion de P. ficusy P. citri mediante ésta técnica.

Demontis et al. (2007) desarrolla una parejas de cebadores especifica para P.
ficusy otra para P. citri a partir de las secuencias del COI de Saccaggi (2006). Daane et
al (2011), para identificar 7 especies de pseudococcidos asociados a los vifiedos
Norteamericanos, entre ellas P. ficusy P. citri, desarrollan también a partir del COI un
cebador especifico para cada especie, que al combinar con un cebador reverso comun,
generan fragmentos comprendidos entre los 150 y 600 pdb. Pacheco Da Silva et al.,
(2014) también desarrolla parejas de cebadores para cinco especies de importancia

economica en la vid en Brasil, entre ellas P. ficusy P. citri.

Otra técnica es la PCR de microsatélites. Martins et al. (2012) desarrollan y
caracterizan 15 microsatélites polimorficos para P. citri. Comprueba la existencia de
amplificaciones cruzadas con P. ficus en 8 microsatélites y en 3 de Pseudococcus

calceolariae. Los microsatélites permiten facilmente detectar variabilidad genética a
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niveles intraespecificos siendo una valiosa herramienta para estudios de la estructura
genética de poblaciones, de flujos genéticos, y sistema reproductivos, etc. que sin duda

contribuirdn permitiran ahondar en el conocimiento de estas dos especies.

37



2. OBJETIVOSY PLAN DE TRABAJO

2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

La semejanza morfologica entre P. citri y P. ficus ha dado Ilugar a
identificaciones erroneas. El objetivo del presente trabajo es aclarar la situacion, en
cuanto a la distribucién de ambas especies en los cultivos de nuestro entorno. Para ello
se han tomado muestras en las provincias de Alicante y Murcia de cochinillas
algodonosas sobre diferentes plantas cultivadas y se han identificado mediante métodos
morfologicos, a partir de preparaciones microscopicas de hembras adultas, y
moleculares, mediante la amplificacion por PCR de un fragmento en el ADN
mitocondrial del gen que codifica la subunidad I de la enzima Citocromo Oxidasa

(COL).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MUESTRAS TOMADAS.

El estudio realizado se ha centrado en cultivos y plantas ornamentales de la zona
del sureste Espafiol, mas concretamente en las provincias de Alicante y Murcia (Tabla

6).

El periodo de muestreos durante el afio 2014 va desde marzo hasta julio. En
citricos el muestreo se han realizado desde primeros de abril apareciendo las primeras
muestras a primeros de marzo bajo la corteza y en zonas resguardadas del arbol a nivel
del suelo, posteriormente han aparecido en la parte area en el envés de las hojas y en
frutos desde mediados de mayo. Los especimenes se han buscado en zonas del tronco
con la corteza levantada, en agrupaciones de frutos, en zonas con de la parte aérea con
presencia de hormigas, sintomas de negrilla y colonias de moscas blancas en la que se
pueden refugiar las cochinillas. En vid el muestreo se ha realizado desde marzo
apareciendo las primeras muestra bajo la corteza al nivel del suelo en mayo y mas
adelante en la parte aérea resguardadas en el racimo de uva a ultimos de junio. Para el
muestreo en vid se ha buscado zonas del tronco con la corteza oscurecida, como
mojada, con presencia de hormigas, y en zonas de la parte aérea con mucho follaje o
racimos de uva en zonas con poca aireacion y elevada humedad. En higuera y granado
el muestreo va desde primeros de abril y ultimos de junio respectivamente. Para el
muestreo en estos cultivos se han observado las raices y los chupones que han ido
apareciendo a nivel del suelo junto al tronco del arbol. Otra parte de los muestreos se ha
realizado en distintos viveros de plantas ornamentales en los que se dan unas
condiciones 6ptimas de humedad y temperatura para la aparicién de las cochinillas. El

muestreo realizado va desde abril hasta principios de julio.
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Tabla 6. Muestras empleadas, con indicacion del cultivo, lugar y provincia (A = Alicante,
Mu = Murcia) y fecha de recogida. Las 3 muestras sefialadas con * se han mantenido en

cria en laboratorio hasta su uso.

Referencia Cultivo Lugar Prov. | Fecha recogida
12007 Vid Alhama de Murcia A 11/05/2012
12009 Pimiento Campo de Cartagena Mu 14/05/2012
12016 Ciprés Orihuela A 15/05/2012
12033 Vid* Orihuela-EPSO A 06/06/2012
13014 Vid* Elche - Estacion Experimental del IVIA A 20/09/2012
13015 Tomate* Molina del Segura A 07/09/2012
13051 Jatrofa Santomera—Estacidn Experimental del CEBAS | Mu 01/10/2013
MCO00 Phittosporum Orihuela A 02/04/2014
MCo01 Limonero Orihuela-EPSO A 03/04/2014
MC02 Mandarino Orihuela-EPSO A 03/04/2014
MCO03 Higuera Orihuela-EPSO A 03/04/2014
MCo04 Naranjo amargo Orihuela-EPSO A 09/04/2014
MCO05 Cactus Orihuela A 09/04/2014
MCO06 Higuera Orihuela-EPSO A 09/04/2014
MCO07 Schefflera San Vicente del Raspeig A 10/04/2014
MC08 Margarita silvestre San Juan de Alicante A 13/04/2014
MCO09 Malva silvestre Orihuela-EPSO A 14/04/2014
MC10 Malva silvestre Torrellano A 17/04/2014
MC11 Higuera San Juan de Alicante A 19/04/2014
MC12 Naranjo amargo Muchamiel A 20/04/2014
MC13 (Ornamental) Villlafranqueza A 24/04/2014
MC14 Limonero Aguilas Mu 26/04/2014
MC15 Vid Orihuela-Desamparados A 29/04/2014
MC16 Ciprés Orihuela-EPSO A 30/04/2014
MC17 Schefflera Villajoyosa A 03/05/2014
MC18 Naranjo amargo Orihuela-EPSO A 20/05/2014
MC19 Limonero Orihuela-EPSO A 20/05/2014
MC20 Vid Orihuela-Desamparados A 21/05/2014
MC21 Limonero Orihuela A 21/05/2014
MC22 Higuera Orihuela-EPSO A 29/05/2014
MC23 Schefflera San Vicente del Raspeig A 30/05/2014
MC24 Limonero Orihuela-EPSO A 02/06/2014
MC25 Naranjo amargo Orihuela-EPSO A 02/06/2014
MC26 Buganvilla La Alberca Mu 05/06/2014
MC27 Hiedra La Alberca Mu 05/06/2014
MC28 Ficus elastica San Juan de Alicante A 06/06/2014
MC29 Naranjo dulce Murcia - Santa Cruz Mu 12/03/2014
MC30 Vid Alhama de Murcia Mu 12/06/2014
MC31 Limonero Orihuela-EPSO A 13/06/2014
MC32 Naranjo amargo Orihuela-EPSO A 16/06/2014
MC33 Granado Orihuela-EPSO A 23/06/2014
MC34 Vid Orihuela-EPSO A 23/06/2014
MC35 Limonero Librilla Mu 26/06/2014
MC36 Granado Elche A 26/06/2014
MC37 Naranjo amargo Orihuela-EPSO A 30/06/2014
MC38 Naranjo amargo Orihuela-EPSO A 31/06/2014
MC39 Granado Orihuela-EPSO A 02/07/2015
MC40 Limonero Cartagena Mu 09/07/2014
MC41 Jatrofa Santomera—Estacidn Experimental del CEBAS | Mu 16/07/2014
MC42 Naranjo dulce Alhama de Murcia- Casas Nuevas Mu 10/07/2014
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Para realizar la recogida de muestra en la parcela se ha empleado un pincel y
viales para guardar los insectos de distintas muestras por separado, hasta su llegada al
laboratorio, donde los especimenes de mayor calibre se han conservado en alcohol al
70% para las preparaciones microscopicas y los mas pequefios se han puesto en un

eppendorfy se han congelado para la PCR.

Ademas de las muestras tomadas en 2014, se contaba con otras 7 muestras
anteriores conservadas en alcohol. Tres de estas muestras: la referenciada como 12033
fue tomada en vid, variedad tempranillo, en julio de 2012 en la Escuela Politécnica
Superior de Orihuela (EPSO), la 13014 tomada también sobre vid, en septiembre de
2012, en la Estacion Experimental del IVIA en Elche, y la 13015 procede de raices de
una planta de tomate, recogida en septiembre de 2012, en Molina del Segura. Estas tres
muestras fueron mantenidas vivas en cria de laboratorio, en jaulas con patatas

germinadas, hasta su uso.
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3.2. PREPARACION Y MONTAJE

Para la recoleccion de las cochinillas se utiliza el método llamado la recoleccion
directa, que consiste en capturar los individuos directamente del hospedante. Con la
ayuda de un pincel mojado en alcohol de 70° para que la cochinilla quede adherida y se
guarda en un vial con alcohol de 70° hasta su preparacion en el laboratorio. El alcohol

ademas de conservarlas, facilita la eliminacion de las ceras de las que estan recubiertas.
3.2.1. DIGESTION

El proposito de la digestion es eliminar los 6rganos internos y hemolinfa de la
cochinilla. El cuerpo de la cochinilla queda completamente transparente, con el fin de

que las estructuras de la parte ventral y dorsal sean visibles al microscopio.

La digestion se lleva a cabo en un proceso de varios dias. El primer dia, con
ayuda de una lupa binocular, microespatula y pocillo, se coloca la cochinilla patas
arriba, en el borde del pocillo y se perfora en el lado derecho, entre el 2° y 3er par de
patas con una aguja entomoldgica del 00 (0,25 mm de diametro). El agujero se ha de
realizar siempre en el mismo sitio para no confundirlo cuando se observen las
preparaciones al microscopio. Se introduce en un bote de cristal hermético con KOH al
10% para eliminar las ceras y se colocan sobre una placa calefactora a unos 37 °C

durante 24 horas.

Al dia siguiente se colocan dos gotas de KOH al 10% en un portaobjetos y se
coloca un ejemplar encima con el dorso hacia arriba para dafar el insecto lo menos
posible y no romperle las patas al manipularlo. Se aplica calor con un mechero bunsen,
hay que prestar especial atencion para no calentarlo excesivamente ya que si hierve la
cochinilla puede salir despedida y perderse. A continuacion ayudado por dos
microespatulas y una lupa binocular, se presiona el ejemplar para que salgan los fluidos
internos por el orificio realizado anteriormente y también por el ano. Repetir este

proceso hasta que la cochinilla quede totalmente vacia (2 o 3 veces).

Una vez vaciado el ejemplar se coloca 1 gota de KOH al 10% sobre este y se
coloca encima otro portaobjetos cruzado formando una X para que luego resulte mas
facil separar ambas partes. Se calientan con un mechero bunsen realizando varios pases
de unos segundos, hasta que se forman pequenas burbujas pero sin llegar a ebullicion y

se ejerce presion para eliminar los restos que pudieran quedar en el interior del cuerpo.
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3.2.2. TINCION

Se coloca un par de gotas de agua destilada sobre el portaobjeto con el ejemplar
durante varios minutos. A continuacion se pasa a fucsina acida al 1% (diluida en etanol
al 70%), durante unos 15 minutos. Y luego se pasa a otro pocillo con agua destilada

durante 5 minutos.

3.2.3. MONTAJE SEMIPERMANENTE

Sobre un portaobjetos, con la ayuda de una varilla fina de vidrio, se coloca una
gota de unos 6-7 milimetros de diametro del medio montante, liquido de Hoyer (agua
destilada 25 g, goma arabiga 15 g, hidrato de cloral 100 g, glicerina 10 g). Se alejan las
burbujas de aire del centro para que no queden sobre la cochinilla que dificulte
posteriormente su observacion al microscopio. En cada preparacion se colocan entre 2 y
3 individuos de la misma muestra. Se colocan siempre empezando por la izquierda, y
una vez puestas todas se orientan en una misma direccion con las patas hacia arriba.
Para disminuir el problema de que cambien la posicion al dejar caer el cubre, se espera
unos minutos antes de poner el cubre, con lo que el montante comienza a secarse y el
movimiento de las cochinillas es menor. Posteriormente se limpia y se coloca el

cubreobjetos de vidrio sin presionarlo con la ayuda de unas pinzas.

Finalizado el montaje, se rotulan y dejan las preparaciones sobre la placa
calefactora en torno a un mes, para que el liquido Hoyer se quede bien seco. A

continuacion se sellan los bordes del cubreojetos con laca de ufias transparente.

Las preparaciones microscopicas, se han realizado con la ayuda de una lupa
binocular OLYMPUS SZ-60 con un ocular de 10x con zoom hasta 6,3 x. La
identificacion de las cochinillas y las fotografias se han realizado con un microscopio
optico LEICA DM 1000, equipado con un ocular 10x, objetivos 4x, 10x, 40x y 100x e

iluminacidén mediante contraste de fases.
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3.3. CLAVES EMPLEADAS Y CARACTERES CONSIDERADOS

En lo referente a diferenciacion morfoldégica no existe mucha bibliografia,
habiéndose empleado principalmente la clave interactiva de Miller et al. (2007) del
Systematic Entomology Laboratory, ARS, USDA. Esta clave se basa fundamentalmente
en Cox (1989), sirve para la identificacion de especies de pseudococcidos presentes en
EEUU, que pertenece a la region Nedartica y aunque Espana pertenece a la Paleartica,
sus similitudes en cuanto a latitud y condiciones ambientales hacen que sean de gran
utilidad. También han sido de gran utilidad las claves de otros autores, Tranfaglia et al.,
(1982); Carnero (1986); Danzig et al., (2010). Todas las claves basadas en la

morfologia de la hembra adulta.

A partir de las claves anteriores, para la identificacion hasta el género Planococcus,

se ha elaborado la siguiente lista de caracteres diagnostico resumidos en la en la Tabla

7.

Con aquellos especimenes identificados como Planococcus, la identificacion a nivel
de especie se ha realizado considerando los caracteres descritos en el apartado 1.2.1.3,

resumidos en la Tabla 8.

Tabla 7. Caracteres para la identificacion del genero Planococcus.

Hembra adulta

N° artejos de la antena 8
Denticulo en una Ausente
Poros multiloculares en segmentos abdominales V, Presente
VI, VIl y VIII

Poros multiloculares ventrolaterales Presente
Numero de cerarios 18
Barra anal Presente
Numero de circulus 1

Reloj de arena, ovalado o

Forma del circulus .
circular
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Tabla 8. Identificacion de Planococcusficusy Planococcus citri

Planococcus ficus Planococcus citri

En coxa, fémur y tibia o

coxa y tibia En coxa y tibia

Poros translucidos en patas posteriores

Poros discoidales junto al ojo Ausente Ausente/ Presente
Conductos con anillo oral junto al cerario Ausente Ausente/ Presente
frontal

Conductos collar-oral entre la coxa frontal e I S .

y el margen del cuerpo

Mas de 6 conductos collar-oral ente la
coxa media y el margen del cuerpo Ausente Presente
(sumando ambos lados)

Mas de 5 conductos collar-oral ente las
antenas

Ausente Presente / Ausente

Delgadas, con apice

Sedas de los cerarios flagelado Coénicas
Poros multiloculares en el protorax Media de 3,3 (a un lado) s 1(11 3236 (Eum

Cortas, iguales o inferiores
a las seda de los cerarios,
pero también algunas
largas

Cortas, iguales o
inferiores a las sedas
de los cerarios

Sedas dorsales

3.4. ANALISIS PCR
3.4.1. EXTRACCION DE ADN

Se han empleado un protocolo de extraccion de ADN muy sencillo, tanto en
tiempo de trabajo como en materiales. Se basa en el empleo de la resina de intercambio
i6nico Chelex 100® de Bio-Rad, y de proteinasa K. El Chelex 100® es una resina
quelante que protege al ADN frente a nucleadas, al secuestrar entre otros al ion Mg,
cofactor esencial para éstas. La proteinasa K también destruye nucleasas y otras
proteinas, favorece la lisis celular y la liberacion de acidos nucleicos. Se emplea segun
se describe en Malloch et al. (2006) que emplean el método con pulgones. La extraccion
se realiza a partir de un individuo, bien en estado de larva o de hembra que no tenga
aspecto de estar parasitado. Los individuos pueden estar vivos, congelados o incluso
conservados en etanol. En este ltimo caso, se dejan al aire o en la campana de vacio
durante 10 minutos para favorecer la evaporacion del etanol. A continuacidn se aplican
100 pl de Chelex 100, 100-200 mesh al 5%, y 4 ul de una disolucion de proteinasa K 10

mg/ml. Con la ayuda de una punta de micropipeta y durante un minuto
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aproximadamente se machaca el insecto contra las paredes del tubo. A continuacion se
incuba en bafio de bloque metalico desde 2 h: 30 m. a 2 h: 50 m. a 56 °C y durante 8
min a 99 °C. Se conserva en frigorifico a 4 °C hasta su uso en la PCR. Al hacer la PCR
se ha de dar un golpe de centrifuga y tomar solamente el sobrenadante, evitando tomar

perlas de Chelex.

3.4.2. REACCION PCR

La composicion de la solucion madre y el programa del termociclador se basan
en el trabajo de Saccaggi (2006), aunque en este caso se ha aumentado la ADN
polimerasa de 0,5 a 0,9 Ud/ul de reaccion, y los dNTPs de 50 a 100 uM. Cada reaccion
se ha realizado en un volumen final de 14 pl. En la Tabla 9 se indican los reactivos, su
concentracion, los volumenes empleados de cada uno de ellos y su concentracion final

en la reaccion. Se incluye en cada reaccion un control sin ADN.

Tabla 9. Reactivos de la PCR y su concentracion, volimenes empleados para una reaccion
de 14 pl, y su concentracion en la reaccion.

. Concentracion | Vol. | Concentracion
Reactivos . ./
de los reactivos | (ul) | en reaccion

ADN Polimerasa BioTherm® de GeneCraft| 5 U/reaccion|0,25]1,25 U/reaccion
Cebador Forward 10 uM 0,56| 0,4 uM
Cebador Reverse 10 uM 0,56| 0,4 uM
dNTPs Mix 10 mM 0,14| 0,1 mM
Tampon BioTherm® de GeneCraft 10 X 1,40 1 X

Tris HCI pH 8,8 at 25 °C 670 mM -- 67 mM

(NH4)>SO4 160 mM -- 16 mM

Tween-20 0,1 % - 10,01 %
MgCl, 50 mM 1,12] 4,0 mM
Agua milliQ) estéril 7,97
ADN 2,00

Los cebadores empleados son los descritos en el trabajo de Saccaggi (2006)
detallados en la Tabla 10 y Anexo 2. Estos cebadores anillan en una zona intermedia de
la secuencia de la secuencia del gen COI [comprendido entre las bases 1470 y 3009
segun la convencion de Simon et al. (1994), que toma como referencia la secuencia

completa del ADNm de Drosophila yakuba Burla (Diptera: Drosophilidae) (Clary and
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Wolstenholme 1985)]. El cebador reverso, anilla en el gen contiguo correspondiente al
ARNt-Leu (comprendido entre las bases 3012 y 3077). Los cebadores fueron
sintetizados por Sigma-Aldrich (Madrid). Los cebadores desalados, se presentaban
liofilizados, antes de su uso, fueron hidratados con tampon TE pH 8 de modo que

quedaron a una concentracion final de 10 uM.

Tabla 10. Secuencias (Saccaggi, 2006) y propiedades termodinamicas de los cebadores
utilizados (*Saccaggi (2006) y " Sigma-Aldrich).

Nombre Secuencia 5'—3' Bases

Forward P. ficus
TCAAATTATAAATCAAGAAAGGGGAAAAC

C1-J-2260 (Saccaggi, 2006) 29 59° 65,4 754

Forward P. citri
TAATTATTGCTATTCCTACAAGAATTAAAATC

C1-J-2427 (Saccaggi, 2006) 32 | 58,5°61,7° 587
Reverse TL2-N-3014, Alias
Pat,(Simon et a] ) 1994) TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA 25 58,43 65b _

En pruebas preliminares se realizaron PCR multiplex mezclando los 3
cebadores, estando el cebador comun reverso TL2-N-3014 se empled a una
concentracion un 25% superior, a 0,5 pM, pero con las temperaturas de anillamiento
empleadas se produce reacciones cruzadas, de modo que se optd por realizar PCR
especificas para cada especie, es decir para cada muestra se han realizado dos
reacciones, una con la combinacion de cebadores C1-J-2260 + TL2-N-3014, que genera
un fragmento de 754 pdb si la muestra es P. ficus, y otra PCR con C1-J-2427 + TL2-N-

3014 que genera un fragmento de 587 pdb si la muestra es P. citri.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Primus 25 (MWG AG-
Biotech, Germany). El programa consta de 3 fases. La primera fase es una
desnaturalizacion a 94 °C durante 2 minutos. La segunda fase consta de 35 ciclos, cada
uno de ellos posee una etapa de desnaturalizacion a 94 °C durante 40 segundos, otra de
anillamiento a 64 °C durante 45 segundos y una ultima de extension a 72 °C durante 50

segundos. La tercera fase es la extension final a 72 °C durante 2 minutos
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3.4.3. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Se han empleado geles horizontales de agarosa al 1,7%. Las dimensiones de los
geles son de 5 cm de largo x 6,4 cm de ancho y aproximadamente unos 4 mm de grosor
con peines de 10 pocillos. Se han elaborado con 425 mg de agarosa en 25 ml de tampon
TBE (89 mM Tris-HCI, 89 mM BO4H; y 2 mM EDTA). Para ello se pone en un matraz
el TBE y se le afiade la agarosa. A continuacion se calienta en el microondas hasta que
se funde y queda transparente. Se deja en bafio Maria a 65°, y se vierte en la bandeja
portagel. con los peine de los pocillos, cuando se encuentra aproximadamente a esa
temperatura el gel fluye cubriendo la bandeja. Seguidamente se dejan transcurrir unos
15-20 minutos para que se enfrie y solidifique. Luego se quita el peine y se introduce en

la cubeta de electroforesis y se le afiade TBE hasta cubrir el gel.

En cada pocillo del gel se han cargado 12 pul del producto de la PCR, mezclados
previamente con 3 pl de tampon de carga de geles Sigma Gel Loading Solution (Azul
de bromofenol 0,05%; Sacarosa al 40 %; EDTA 100 mM y SDS 0,5 %). En el tltimo
pocillo se incluia el control de la PCR sin ADN.

Para estimar el tamafio molecular de la banda generada, se ha incluido en cada
gel el marcador de tamafio molecular O’RangeRuler 100bp DNA Ladder Plus de
Fermentas posee 15 bandas de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100,
1200, 1300, 1400 y 1500 pares de bases. La banda mas intensa son las de 500, 1000,
1500 pdb. Se aplicaban del orden de 0,25 ug de ADN.

La electroforesis se ha realizado a 75 V durante aproximadamente 60-75
minutos, hasta que el frente de avance marcado por el azul de bromofenol se encontraba
a 1 cm del borde del gel. Los geles se tefiian en un bafio con bromuro de etidio a 0,5
pgr/ml en TBE, durante 10 minutos, en oscuridad y a temperatura ambiente. Una vez
tefiido, el gel se coloca en transiluminador de luz ultravioleta con una longitud de onda
de 312 nm. El gel se fotografiaba con un equipo de fotodocumentacion que consta de
una camara de video Sony XC-75 CE equipada con un filtro F-590-M58, la cdmara se

conecta a una unidad que graba la imagen en formato TIF.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ESTUDIO MORFOLOGICO

Durante todo el estudio se han recogido 49 muestras de 18 cultivos y flora
arvense en 18 municipios diferentes. Se han preparado un total de unas 240 cochinillas

en 94 preparaciones y se ha extraido ADN de 14 de esas muestras para la realizacion de

las PCR.

En la Grafica 1 se muestran los diferentes géneros identificados. En ella se
puede apreciar que hay 48 (51%) preparaciones del género Planococcus, y un 40% de
preparaciones en las que no se ha identificado el género. En la Gréfica 2 se muestra la
proporcion de especies del género Planococcus. No se han identificado los géneros y
especies en todas las preparaciones, debido por un lado a que el estudio se refiere a dos
especies del género Planococcus, por tanto cuando en una muestra se detectaban
caracteres propios de otros géneros, no se finalizaba su identificacion, a no se ser que
fuera evidente la especie. Y por otro lado por su dificultad, ya que en las hembras de
cochinillas algodonosas en general, hay escasos caracteres morfologicos ttiles para su
identificacion, se han de utilizar diminutos caracteres cuticulares (poros, conductos
tubulares, forma de las sedas,...) en la que se ha de constatar su presencia o incluso su
cantidad, de modo que para una identificacion precisa es necesario ser un
experimentado taxénomo en esta familia de insectos, y muy habilidoso para realizar
preparaciones microscopicas de estos diminutos insectos con la suficiente calidad para

que se puedan observar un minimo de 400 aumentos, y a veces a 1000.
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Grifica 1. Numero y porcentaje de preparaciones de hembras adultas de pseudocéccidos

de los diferentes género identificados morfolégicamente. S/ID = sin identificar.
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Grafica 2. Numero y porcentaje de preparaciones de hembras adultas del género de las

diferentes especies del género Planococcus identificadas morfologicamente.
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4.1.1. CARACTERES DIAGNOSTICO DEL GENERO PLANOCOCCUS.

En una primera observacion de las muestras se han identificado los caracteres
pertenecientes al género Planococcus (al que pertenecen ambas especies) con el fin de
seleccionar los individuos mas interesantes para localizar posteriormente caracteres
propios de cada especie que son mas complejos y lentos de observar. Mediante las
claves de Tranfaglia et al., (1982); Carnero (1986); Danzig et al., 2010 y Miller et al.,
(2007), resultan 5 especies: P. citri, P. ficus, P. halli, P. kraunhiae y P. minor. Se han

realizado fotografias de éstos caracteres y son los siguientes:

Antena: Presencia de 8 artejos y mameldn apical en el ultimo artejo (borde

saliente) (Figura 20).

Figura 20. Antena Planococcus con 8 artejos y mamelon apical.

Denticulo en ufia: Ausencia de denticulo en la garra (Figura 21)

Figura 21. Garra de Planococcus con ausencia de denticulo (izq.) y garra de Phenacoccus

con presencia de denticulo (dcha.).
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Poros multiloculares: Presencia de poros multiloculares junto a los segmentos
V, VI, VIl y VIII (Figura 22) y presencia de poros multiloculares en el lateral vientre
del abdomen (Al menos en segmentos VI, VII, VIII. Entre cerarios y final de las lineas

intersegmentales) (Figura 23).

Figura 23. Presencia de poros multiloculares ventrolaterales en los segmentos (VI, VII y
VID).
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Numero de cerarios: Los individuos pertenecientes al género Planococcus
presentan 18 pares de cerarios (Figura 24), mientras que otros géneros como

Pseudococcus, Dysmicoccus, Phenacoccus, etc. presentan menos de 18.

Figura 24. Numero de pares de cerarios de Planococcus.

Barra anal: Presencia de barra anal el los l6bulos anales junto a los cerarios

anales (Figura 25).

Figura 25. Barra anal junto al cerario anal.

53



4, RESULTADOS Y DISCUSION

Circulus: Planococcus presenta tan solo 1 circulus (Figura 26) normalmente
dividido por una linea intersegmental. El circulus que puede tener forma de reloj de

arena (se estrecha en el centro) u ovalada (Figura 27).

Figura 26. Numero de circulus de Planococcus.

Figura 27. Circulus con forma de reloj de arena (izq.) y con forma ovalada (dcha.).
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Espiraculos: Presencia de dos pares de espiraculos situados el primer par entre

el protorax y el mesotorax y el segundo entre el mesotorax y el metatorax (Figura 28).

Figura 28. Pares de espiraculos toracicos (izq.) y detalle de espiraculo (dcha.).

Ostiolos: Presencia de dos pares de ostiolos, un par situado sobre el segmento

abdominal VI y el otro par en la cabeza por encima del primer par de patas (Figura 29).

Figura 29. Pares de ostiolos de Planococcus.

Anillo anal: Presenta tres pares de setas y se encuentra rodeado por poros
(Figura 30).

Figura 30. Anillo anal con tres pares de setas.
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4.1.2. CARACTERES DIFERENCIADORES ENTRE P. CITRI'Y P. FICUS

Las diferencias morfologicas entre P. citri y P. ficus son muy escasas y
presentan una gran dificultad para su observacion, siendo necesario un minimo de 400
aumentos. A continuacion se comentan los caracteres diferenciadores entre ambas

especies extraidos de las mismas claves.

Sedas de los cerarios: Segin Cox (1989) y Danzig et al., (2010) P. citri presenta
todos los cerarios con setas conicas (Figura 31 izq.) mientras que P. ficus presentas
sedas mas delgadas y con el apice flagelado (Figura 31 dcha.). No se han encontrado
diferencias claras de este caracter entre P. ficus y P. citri debido a que la diferencia
entre ambos depende de coémo haya quedado la preparacidon que puede afectar a la forma
de las sedas y el criterio del taxonomo entre flagelada y cénica puede variar, pues es

dificil de delimitar.

Figura 31 Sedas conicas del cerario de P. citri (izq.) y seda delgada con el apice flagelado
de P. ficus (dcha.).

Poros discoidales: Segin Cox (1989) P. ficus no presenta poros discoidales
junto al ojo, mientras que P. citri puede presentarlos (Figura 32). No se pueden
diferenciar ambas especies mediante este caracter debido a que es muy complicado de
observar necesitando 1000 aumentos para poder observarlo y requiere que el vaciado

del insecto sea practicamente perfecto.
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Figura 32. Ojo de P. ficus sin poro discoidal (izq.) y poro discoidal junto a ojo de P. citri
(dcha.).

Conductos tubulares con anillo oral: Segin Miller et al., (2007) P. ficus no
posee conductos con anillo oral junto al cerario frontal, sin embargo P. citri lo puede
presentar en algunos individuos (Figura 33). No se ha podido encontrar una diferencia
clara respecto a este caracter pues tan solo se ha dado en una de las muestras realizadas.
Es necesario un minimo de 400 aumentos y usar contraste de fases para poder apreciar

dicha caracteristica.

Figura 33. Presencia de conducto tubular con anillo oral junto al cerario frontal de P.
citri.
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Conductos tubulares collar-oral: Se han encontrado diferencias claras entre
ambas especies en estos conductos en la cabeza en la zona comprendida entre la
insercion de las antenas, y en el torax en la zona comprendida entre las coxas frontales y
medias y el margen del cuerpo; que luego se han podido confirmar con las PCR
realizadas. Es necesario un minimo de 400 aumentos, usar contraste de fases y jugar con

el micrometro del microscopio ya que no se suelen ver todos a la vez.

Segiin Cox (1989) y Danzig et al., (2010) P. citri puede presentar entre las
antenas mas de 5 conductos collar-oral (hasta 35) (Figura 34) aunque en ocasiones el
nimero es menor, mientras que P. ficus no posee mas de 5 conductos. Normalmente
estos conductos se encuentran en grupos en la cabeza estando presentes la mayoria al
lado de los 2 pares de cerarios frontales, habiendo en P. citri una media de 2,4-2,9
conductos junto a cada cerario mientras que en P. ficus no hay (Tranfaglia et al., 1982).
Aunque es un caracter complicado de ver, posee la ventaja de encontrarse en grupos
numerosos junto a la base de cada antena, facilitando su localizacion. Este caracter
permite diferenciar ambas especies, segun se ha podido confirmar en las PCR

realizadas.

Figura 34. Conductos tubulares collar-oral entre las antenas de P. citri.
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Segun Cox (1989) P. citri puede presentar mas de 6 conductos collar-oral entre
la coxa media y el margen del cuerpo (sumando ambos lados) (Figura 35) mientras que
P. ficus o en ocasiones P. citri los conductos son escasos y no suelen poseer mas de 6.
Al encontrarse en una zona muy concreta su busqueda es mas facil. Ambas especies
pueden ser diferenciadas mediante este caracter, que ha podido ser confirmado gracias a

las PCR realizadas.

Figura 35. Conuctos tubularescoar-oral entre la coxa media y el margen del cuerpo de
P. citri.

Segiin Cox (1989) tanto P. citri como P. ficus presentan conductos collar-oral
entre la coxa del primer par de patas y el margen del cuerpo (Figura 36), pero tan solo
en P. ficus pueden estar ausentes estos conductos. No se han establecido diferencias
claras respecto a este caracter debido a que al tratarse de la ausencia de unas estructuras
muy pequeiias, siempre existe la posibilidad que se pueda pasar por alto algin conducto.

Ademas se necesita una preparacion muy limpia para verlo con claridad.

Figura 36. Grupo de conductos tubulares collar-oral entre la coxa frontal y el margen del
cuerpo.
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Poros translucidos: Ambas especies pueden presentar poros translucidos en
coxa y tibia, pero tan solo P. ficus puede mostrar poros translucidos también en el
fémur de las patas traseras (Figura 37). Este caracter permite diferenciar ambas
especies, segin se ha podido confirmar con las PCR realizadas. Es un caracter también
complicado de ver, se necesitan 400 aumentos, contraste de fases y jugar con el
micrometro del microscopio ya que en la mayoria de los casos no se pueden apreciar los
poros a la vez en coxa, fémur y tibia. Al encontrarse este caracter unicamente en los
fémures traseros facilita su busqueda. Sin embargo no es un caricter invariable, pues se
han realizado experimentos en los que P. ficus se criaba bajo diferentes temperaturas,
estando presentes en los fémures de los individuos criados con altas temperaturas y

ausentes en los de baja temperatura (Cox, 1988; en Run et al., 2008).

Figura 37. Presencia de poros translucidos en coxa, tibia y fémur trasera de P. ficus.
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Setas dorsomediales: Segun Cox (1989) la longitud de las setas dorsales
abdominales (entre los segmentos II-VII) en ambas especies son iguales o inferiores a
40pum pero en P. ficus se da el caso que algunas sean superiores a 40um. Para este
caracter se puede tomar como referencia la longitud de las sedas del cerario anal que

son inferiores a 40um (Figura 38). No es una diferencia muy fiable, pues se pueden

confundir facilmente estas sedas con otras que posee el insecto en el cuerpo.

Figura 38. Lobulo anal de P. ficus con algunas setas dorsomediales mayores de 40 pm y
otras inferiores a 40 pm. En la parte inferior de la foto se indica la seda del cerario anal
que puede servir de referencia para medir las sedas pues suele ser inferior a 40 pm

Poros multiloculares: Segiin Trafanglia et al., (1982) y Carnero (1986) P. citri
presenta una media de 0,6 poros en el protorax (Figura 40) mientras que P ficus
presenta 3,3 (a cada lado) (Figura 39). A pesar de que en las muestras observadas
parece cumplirse dicho caracter, no se puede establecer diferencias claras debido a que
siempre se puede dar el caso de que se pase por alto algin poro o por el criterio
empleado para decidir qué zona pertenece al mesotorax y cual al protérax debido a que
en las hembras adultas de pseudocdccidos no se diferencian con claridad las distintas

zonas del torax.
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Figura 39. Presencia de 3 poros multiloculares en uno de los lados del protérax de P.

ficus.

Figura 40. Ausencia de poros multiloculares en el protorax de P. citri.
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4.2. ESTUDIO MOLECULAR ENTRE PLANOCOCCUS CITRI'Y
P. FICUS

En las ultimas décadas la taxonomia molecular se ha mostrado como una
alternativa muy precisa a la taxonomia tradicional que en ciertas ocasiones es muy
complicado o imposible poder identificar ciertas especies. A continuacion se muestran
los resultados obtenidos con los marcadores utilizados para diferenciar P. citri de P.

ficus.

Se ha podido identificar ambas especies estudiadas, pero el tamafio de las bandas
obtenidas no coinciden con las definida por Saccaggi (2006), pues el marcador de P.
ficus, basado en la combinacion de los cebadores C1-J-2260 + TL2-N-3014 deberia
amplificar un fragmento de 754 pdb sin embargo se obtienen amplificaciones de algo
mas de 800 pdb (Figura 41) y el de P. citri basado en la combinacion de cebadores C1-J-
2427 + TL2-N-3014 que deberia amplificar un fragmento de de 587 pdb, y se obtiene una
amplificacion de casi 700 pdb (Figura 42).

Figura 41. Reaccion PCR con el marcador de P.ficusen los carriles 1 al 4 (C1-J-2260 y TL2-N-
3014) y el de P. citri (C1-J-2427 y TL2-N-3014) en los carriles 6 al 9. El carril 5 corresponde al
marcador de tamafio molecular. Muestras Schefflera (MC17), Naranjo dulce (MC41) y Vid
(MC20). En los carriles 3 y 4 se observa una amplificacion de algo mas de 800 pdb en las
muestras tomadas sobre vid (MC20) y no se muestra ninguna amplificacion en los carriles 8 y 9
confirmando que la muestra es P. ficus. En el carril 6 se observa una tenue amplificacion de casi
700 pdb de la muestra tomada de Schefflera (MC17), no mostrdndose ninguna amplificacion en
el carril 1, confirmando que la muestra es P.citri. La muestra MC41 no muestra amplificacion.
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Figura 42. Reaccion PCR con el marcador de P.ficus (C1-J-2260 y TL2-N-3014) en los carriles
1 al 4 y el de P. citri (C1-J-2427 y TL2-N-3014) en los carriles 6 al 9. El carril 5 corresponde al
marcador de tamafio molecular. Muestras Schefflera (MC17), Vid (MC30), Jatrofa (MC41) y
Naranjo dulce (MC42). En los carriles 6 y 8 se observa una amplificacion en torno a 700 pdb de
las muestras tomadas sobre Schefflera (MC17) y Jatrofa (MC41), y en los carriles 1 y 3 no se
produce pudiendo confirmar que se trata de P.cCitri. Las muestras de vid y naranjo dulce no han
producido ninguna amplificacion.

Para intentar aclarar estas discrepancias en los tamafios de las bandas, se han
comparado las secuencias parciales del gen CO I del ADNmt CO I de P. citri (GenBank
Accesion DQ238221) y P. ficus (GenBank Accesion DQ238220), proporcionadas por
Saccaggi (2006) obtenidas con los cebadores universales C1-J-2183 (alias Jerry) y TL2-
N-3014 (alias Pat) (Simon et al. 1994) que le sirvieron de base para disefar los
cebadores (Anexo 2). El tamafio estimado, considerando que existen 5 bases menos
respecto a D. yakuba es de 3038-2231 - 5 = 802 pdb en P. ficusy 3038-2395- 5= 638
en P. citri, tamafos mas cercanos a los encontrados en las electroforesis. Los tamafios
esperados proporcionados por Saccaggi (2006) no son los correctos, pues en sus

calculos no ha tenido en cuenta la longitud de los cebadores.
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4.3. RESULTADOS POR ESPECIES CULTIVADAS

Los resultados obtenidos segun la especie vegetal de la que procedian las muestras

son los siguientes:
4.3.1. LIMONERO

De esta especie cultivada se han tomado 8 muestras, de las cuales se han
preparado 24 individuos y se han realizado 5 extracciones de ADN. En las
identificaciones han aparecido P. Citri y otras especies no pertenecientes al género

Planococcus que no han sido identificadas, por el momento.

La muestra procedente de Aguilas (MC14) se ha identificado microscopicamente
como P. citri observandose mas de 6 conductos tubulares collar-oral entre la coxa media
y el margen del cuerpo, como la casi ausencia de poros multiloculares en protérax y
mesotérax, este ultimo caracter es menos fiable en esta especie, pues siempre puede
darse el caso de pasar por alto alguno de estos, por la complejidad que supone su
identificacion. El resto de caracteres microscopicos de las preparaciones no se han
podido observar debido a la dificultad de su localizacion y el estado de la preparacion.

En la identificacion mediante PCR se han mostrado el marcador de P. citri.

Las muestras procedentes de la EPSO (MC24 y MC31) no han podido ser
identificadas como ninguna de las dos especies estudiadas en el presente trabajo. La
muestra MC24 no pertenece al género Planococcus pues presenta 17 cerarios, sin
embargo en la PCR aparece una banda de tamafio similar a la de P. ficus lo que plantea
dudas acerca de la selectividad de estos marcadores para P. ficus y P. citri, aunque hay
que tener en cuenta que estos marcadores han sido desarrollados para unas pocas
especies de pseudococcidos presentes en la vid en Sudafrica, y en su puesta a punto no
se ha testado con todas las especies de pseudocdccidos. La muestra MC31 se han
podido identificar como Planococcus y algin caracter de P. citri como la presencia de
mas de 6 conductos tubulares entre la coxa media y el margen del cuerpo, pero tampoco

se ha mostrado ninguno de los dos marcadores PCR.

La muestra procedente de Cartagena (MC40) se ha identificado
microscopicamente como P. citri observandose mas de 6 conductos tubulares collar-oral
entre la coxa media y el margen del cuerpo, ademdas de presentar mas de 5 conductos

tubulares collar-oral entre las antenas y la casi ausencia de poros multiloculares en
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protorax y mesotorax. También se han dado caracteres de P. Citri como la casi ausencia

de poros multiloculares en protoérax y mesotorax.

De las especies estudiadas tan solo se ha citado sobre limonero P. citri (USDA,
2014). Segin Garcia-Mari (2012) las especies de cochinillas presentes en los citricos
son, ademas de P. citri, Psedococcus longispinus Targioni-Tozzetti, Pseudococcus
calceolariae (Maskell) y Pseudococcus viburni (Signoret). Por este motivo tan solo se
han realizado extracciones de ADN de aquellas preparaciones de las que se disponian
preparaciones de hembras adultas con las que comparar los resultados de la PCR, ya que
con los marcadores disponibles han mostrado resultados confusos al utilizarlo con
pseudococcidos no pertenecientes al género Planococcus al mostrandose una banda de

tamafio similar a la del marcador de P. ficus.

4.3.2. NARANJO DULCE

De esta especie se han recolectado 2 muestras una de Santa Cruz (MC29) y otra
de Casas nuevas (MC42). Tan solo hay 6 individuos de MC42 preparados

microscOpicamente, y se ha realizado la PCR de 2 individuos de cada muestra.

Las muestras procedentes de Casas Nuevas (MC42) se han podido identificar
microscopicamente como P. Citri ya que posee mas de 5 conductos tubulares oral-collar
entre las antenas y mas de 6 entre las coxas medias y el margen del cuerpo, y en la PCR

se muestra también el marcador de P. citri.

Por el contrario en la muestra procedente de Santa Cruz (MC29) no se ha podido
determinar si es P. citri ya que tan solo se disponen de dos individuos y solo se ha
podido realizar una PCR en la que se amplifica el marcador de P. ficus, pudiendo
ocurrir el mismo caso anterior el de la muestra MC24 de limonero en el que el insecto

pertenecia a otro género y se mostraba el marcador de P. ficus.

De las especies estudiadas tan solo se ha citado sobre naranjo P. citri (Beltra y

Soto, 2010; Ben-Dov €t al., 2001; Lindinger, 1911).
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4.3.3. NARANJO AMARGO

De esta especie se han tomado 7 muestras de las cuales una es de Muchamiel
(Alicante) (MC12) y el resto son de la EPSO tomadas en distintas épocas. Se han

preparado 26 individuos y se ha realizado una extraccion de ADN.

No se ha podido identificar la especie de ninguna de las muestras, pues la PCR
muestra resultados confusos al mostrarse ambos marcadores ademas de observarse
caracteres microscopicos en la mayoria de los casos que pertenecen a otro género, ya
que poseen 17 cerarios y en pocas ocasiones presentan los caracteres de Planococcus y
tan solo muestran la presencia de las de 6 conducto collar-oral entre las coxas medias y
el margen del cuerpo. Siguiendo los caracteres que presenta en la clave del USDA
puede ser que pertenezca al género Dysmicoccus, pero no se puede asegurar por el
momento siendo necesaria una investigacion mas exhaustiva para poder identificar la

especie.

Al igual que el resto de citricos se cita el naranjo amargo como hospedante de P.

citri (Carnero 1986; Beltra y Soto, 2010; Ben-Dov et al., 2001)

4.3.4.VID

De esta especie se tienen 6 muestras procedentes de Alhama de Murcia (12007),
EPSO (12033 y MC34), Orihuela-Desamparados (MC15 y MC20) y Elche (13014). Se

han preparado 36 individuos y se han realizado la PCR con 4 individuos.

Las muestras procedentes de Orihuela-Desamparados (MC15 y MC20) se han
podido identificar la especie P. ficus al observarse caracteres como presencia de poros
translucidos en fémur, coxa y tibia del par de patas traseras y la presencia de 3-4 poros
multiloculares en el protérax. También presenta otros caracteres de P. ficus menos
fiables debido a que son caracteres que requieren una minuciosa inspeccion para
verificar que realmente estdn ausentes, como es el caso de la ausencia de conductos
collar-oral entre el primer par de patas y el margen del cuerpo, o la presencia de setas

dorsales mayores de 40pm. En la PCR se ha mostrado el marcador de P. ficus.

Las muestras procedentes de Alhama de Murcia (12007 y MC30), Elche (13014)
y en las de EPSO (12033) se han podido identificar como de la especie P. ficus ya que
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presenta todos los caracteres anteriormente comentados para MC15 y MC20. En la

identificacion mediante PCR las muestras de vid han mostrado el marcador de P. ficus.

Lindingek (1917), Carnero (1986), Cabaleiro (1997), Beltra y Soto (2012) Le
Vieux et al., (2013) han citado sobre vifia en Espafia tanto P. citri como P. ficus.
También se han citado en otros paises ambas especies sobre la vid aunque
predominando P. ficus (Danzig et al., 2010; Dalla Monta et al., 2001; Ben-Dov, 1994;
en Cavalieri 2008, Ben-Dov et al., 2001).

4.3.5. GRANADO

De esta especie se tienen 3 muestras procedentes de la EPSO (MC33 y MC39) y
de Elche (MC36). Se han preparado 17 individuos y se ha analizado un individuo
mediante PCR. Las muestras procedentes de Elche se han podido identificar como P.
Citri microscopicamente ya que poseen mas de 5 conductos tubulares oral-collar entre
las antenas y mas de 6 entre las coxas medias y el margen del cuerpo, coincidiendo con
la PCR que también muestra el marcador de P. citri. También se han dado caracteres de
P. citri como la casi ausencia de poros multiloculares en protérax y mesotorax, aunque
poco fiable pudiendo pasar por alto alguno de estos poros, debido a la complejidad que

conlleva su identificacion.

Las muestras procedentes de la EPSO no pertenecen al género Planococcus ya
que presentan denticulo en la garra, ademdas de presentar menos de 18 pares de cerarios
y no presentan barra anal. No se ha realizado ninguna PCR debido a que claramente no
se corresponden con ninguna de las especies que ocupa el presente trabajo. Se han
podido identificar como Pseudococcus viburni empleando la clave del USDA, especie
también citada en el granado (Ben-Dov et al., 2001).

Segiin Mani et al., (2011), Danzig et al., (2007) P. ficus esta presente en
granado. Seglin Ben-Dov et al., (2001) sobre granado se han citado 23 especies distintas
de pseudocodccidos entre las que destacan, ademas de P. citri y P. ficus; Pseudococcus
viburni, Pseudococcus longispinus, Pseudococcus meridionalis, Pseudococcus

comstocki, Planococcus lilacinus y Dysmicoccus grasii.
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4.3.6. HIGUERA

De este esta especie se tiene 4 muestras procedentes de la EPSO (MC03, MCO06
y MC22) y de San Juan de Alicante (MC11). Se han preparado 21 individuos y se han
realizado 2 PCR.

Las muestras procedentes de la EPSO se han podido identificar como P. ficus
observandose caracteres microscopicos como poros translucidos en fémur, coxa y tibia,
presentan 3-4 poros multiloculares en el protorax (a cada lado) y la presencia de setas

dorsales mayores de 40um. En la PCR se ha mostrado el marcador de P. ficus.

La muestra procedente de San Juan de Alicante pertenece al género

Phenacoccus ya que presenta 9 artejos, denticulo en la garra y menos de 18 cerarios.

Segtn Lindinger (1917), Carnero (1986), Danzig et al., (2007), Cavalieri et al.,

(2008), Beltra y Soto (2012), tanto P. citri como P. ficus se encuentran sobre higuera.

4.3.7. SCHEFFLERA

De esta especie de ornamental se tienen 3 muestras procedentes de San Vicente
del Raspeig (MCO07 y MC23) y Villajoyosa (MC17). Se han preparado 9 individuos y se
han realizado 3 PCR.

Las muestras procedentes de ambos lugares se han podido identificar como P.
citri. Al microscopio presentan caracteres de P. Citri como la presencia de mas de 6
conductos tubulares collar-oral entre las coxas medias y el margen del cuerpo, ademas
de la casi inexistencia de poros multiloculares en toérax y protérax. Los resultados de la
PCR no son claros del todo, pues aunque aparece una banda intensa correspondiente a
P. citri, sin embargo, aparece también una banda aunque tenue, coincidiendo con el

tamanio de P. ficus.

De las especies estudiadas tan solo se ha citado sobre schefflera P. citri (Ben-

Dov et al., 2001).
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4.3.8. JATROFA

De esta especie, se tiene una muestra procedente de Santomera de los
invernaderos del CEBAS (13051) en la que se investiga como cultivo energético. Se

han preparado 9 individuos y se ha realizado 1 PCR

La muestra se ha podido identificar al microscopio como P. Citri ya que poseen
mas de 5 conductos tubulares oral-collar entre las antenas y mas de 6 entre las coxas
medias y el margen del cuerpo, mientras que en la electroforesis se muestra el marcador

de P. citri.

Segtin Lenira et al., (2010), Ben-Dov et al., (2001) la jatrofa es hospedante de P.

citri pero no de P. ficus.

4.3.9. TOMATE

De esta especie se tiene una muestra procedente de Molina del Segura (13015)
que se ha mantenido en cria en una jaula en el laboratorio. Se han preparado 22

individuos y se han realizado 10 PCR durante la fase de puesta a punto de la PCR.

Los individuos preparados muestran caracteres distintos a los del género
Planococcus mostrando denticulo en la garra, menos de 18 pares de cerarios y poros
translucidos Unicamente en la tibia entre otros caracteres. Las PCR realizadas han
mostrado datos confusos, mostrandose en un principio el marcador de P. citri y
posteriormente el de P. ficus. Esto puede ser debido a que al haber estado en el
laboratorio junto a tres jaulas mas, se haya producido una contaminacion de la muestra.

Los resultados del tomate no son por tanto nada fiables

Segun Ben-Dov et al., (2001) el tomate es hospedante de 16 especies de pseudococcidos
entre las que no se encuentra P. ficus pero si P. citri: Aparte de P. citri destacan
Planococcus minor, Phenacoccus maderiensis, Phenacoccus solani y Pseudococcus

viburni.
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4.3.10. OTROS CULTIVOS

El resto de especies muestreadas carecen de importancia en el presente estudio,
pues debido a la morfologia macroscdpica que presentan y los hospederos sobre los que
se han encontrado no pertenecen a P. ficus y P. citri. Por este motivo no se han
realizado PCR de dichas muestras, pero si se han realizado preparaciones que muestran
claramente algunos caracteres que son mas complicados de observar en P. ficus y P.

citri, facilitando el trabajo de reconocimiento de ciertas estructuras microscopicas.

La muestra recogida sobre pimiento (12009) se ha podido identificar como
Phenacoccus solani al no mostrar ovisaco (es vivipara) y ser uno de los principales

pseudococcidos sobre pimiento.

Las muestras sobre ciprés (12016 y MC16) se han podido identificar como

Planococcus vovae ya que presentan un caracteristico color lila.

La muestra de cactus (MCO05) no se ha identificado pues presentaba un color

rojizo, con pocas secreciones céreas, impropias de Planococcus.

La muestra sobre phittosporum se ha podido identificar como Pseudococcus
longispinus al mostrar 17 cerarios, de los cuales las setas anales son mas largas que el
resto de sedas del cuerpo siendo de igual o mayor tamafio del resto del cuerpo del

insecto.

Las muestras sobre buganvilla (MC26) y hiedra (MC27) al igual que las
anteriores no se han identificado, pues presentabas caracteres impropios de Planococcus
como es el caso del ovisaco en forma de tinel recubriendo casi todo el cuerpo mientras

que P. ficusy P. citri presentan el ovisaco bajo el abdomen.
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S. CONCLUSIONES

En las identificaciéon de cochinillas algodonosas se han de utilizar diminutos
caracteres cuticulares (poros, conductos tubulares, forma de las sedas,...) en la que
se ha de constatar su presencia o incluso su cantidad, de modo que para una
identificacion precisa es necesario ser un experimentado taxonomo en esta familia
de insectos, y habilidoso para realizar preparaciones microscopicas de estos
diminutos insectos con la suficiente calidad para que se puedan observar un minimo
de 400 aumentos, y a veces a 1000, siendo importante disponer de un microscopio

de calidad con iluminacidén mediante contraste de fases.

Se han encontrado caracteres morfoldgicos diferenciadores de las hembras adultas

para Planococcus citri que son:
- Presencia de mas de 6 conductos tubulares oral collar entre las antenas.

- Presencia de mas de 6 conductos tubulares oral collar entre la coxa media y

el margen del cuerpo, sumando ambos lados.

- Se han encontrado el caracter de presencia de poros translucidos en coxa fémur y

tibia como caracter diferenciador de hembras adultas de Planococcus ficus.

Los métodos moleculares son una valiosa herramienta permitiendo la identificacion
de distintas especies ampliando una banda de casi 700 db en P. citri y algo mas de

800 pdb en P. ficus.

P. citri se ha encontrado en los cultivos de Naranjo dulce (Casas Nuevas, Alhama de
Murcia.), limonero (Aguilas), granado (Elche), jatrofa (Santomera) y schefflera (San

Vicente y Villajoyosa).

P. ficus se ha encontrado en los cultivo de vid (EPSO y Alhama de Murcia) ¢
higuera (EPSO).

Ademas de estas especies se ha encontrado Phenacoccus solani sobre pimiento,
Planococcus vovae sobre ciprés (EPSO y Orihuela) y Pseudococcus longispinus
sobre pittosporum (Orihuela). No se ha podido identificar por el momento las
muestras sobre hiedra, buganvilla (La Alberca, Murcia), naranjo amargo (EPSO),
granado (EPSO), limonero (EPSO y Orihuela), tomate (Molina del Segura) e

higuera (San Juan de Alicante).
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ANEJO 1

ANEJO 1: ESPECIES DE PSEUDOCOCCIDOS CITADAS EN
ESPANA PENINSULAR.

Basado en Ben-Dov (2001) y Beltra et al. (2012)

Especie Hospedantes Citas
Amonostherium rorismarinis | Lamiaceae 23,174, 8
Antonina crawi Poaceae, Rubiaceae (1 sp) 5,4,2
Antonina graminis Cyperaceae, Poaceae 22
Antonina purpurea Poaceae 8,2,14,17,19,4,, 20
Chaetococcus phragmitis Poaceae 19,4,2,3, 8
Cucullococcus arrabidensis Ericaceae 16,4, 8
Delottococcus aberiae 27 fam. Botanicas 21
Dysmicoccus boninsis 11 fam. Botanicas 6
Dysmicoccus grassii 24 fam. botanicas --
Dysmicoccus walkeri Crassulaceae, Cyperaceae, Ericaceae y Poaceae | 16,4
Ferrisia malvastra 30 fam. Botanicas 6
Fonscolombia tomlinii 6 fam. Botanicas 4
Horicoccus hispanicus Poaceae (1 sp) 15,8
Heliococcus bohemicus 17 fam. Botanicas 13, 8
Heliococeus minutus Brassicaceae, Ericaceae y Fabaceae y 12,54,8,22

Lamiaceae
Hypogeococcus pungens 6 fam. Botanicas 6
| ber ococcus andal usicus Plumbaginaceae (4 spp) 12,18, 19,4, 8
Mirococcopsis subterranea 5 fam. Botanicas 13,4, 8
Nipaecoccus delassusi Ericaceae (2 spp) 5,134, 8
Nipaecoccus nipae 50 fam. Botanicas 13,4, 8
Peliococcus cycliger Oleaceae y Poaceae (2 spp) 23,4,22
Phenacoccus gossypii 12 fam. Botanicas 23,4
Phenacoccus hystrix Hippocastanaceae y Pinaceae (2 spp) 4
Phenacoccus madeirensis 49 fam. Botanicas 6
Phenacoccus meridionalis Chenopodiaceae y Salsolaceae (2 spp) 8,24,184, 8
Phenacoccus parietariae Tamaricaceae y Urticaceae (4 spp) 4
Phenacoccus peruvianus 9 fam. Botanicas 7
Phenacoccus solani 32 fam. Boténicas 6
Phenacoccus yerushalmi Pinaceae (3spp ) 9
Planococcus citri 257 hospedantes de 87 familias botanicas 4
Planococcus ficus 24 fam. Botanicas 13,14, 8
Planococcus vovae Araceae, Cupressaceae, Lauraceae y Taxacaea | 10, 8, 22
Pseudococcus calceolariae 49 fam. Botanicas 5,8,4
Pseudococcus cryptus 43 fam. Botanicas 22
Pseudococcus longispinus 85 fam. Botanicas 5,23.4,8
Pseudococcus viburni 98 fam. Botanicas 13,4,8, 11
Seabrina cistorum Cistaceae (3 spp) 4
Trabutina andreui Chenopodiaceae (1 sp ) 24,4, 8
Trabutina elastica Tamaricaceae (5spp.) 24,4, 8
Trabutina mannipara Tamaricaceae Nuevo

1 EzzatMc1956, 2 HendriKo1999, 3 KosztaKo1988F, 4 Martin1985, 5 Balach1935b, 6
BeltraSo2011, 7 BeltraSoGe2010, 8 BenDov1994, 9 BenDovMa2001D, 10 Danzig1986, 11
GimpelMil1996, 12 GomezM1928, 13 GomezM1937, 14 GomezM1954, 15 GomezM1956a,

16 GomezM1957, 17 GomezM19600, 18 GomezM1965, 19 GomezM1968, 20 Marott1992a,
21 MillerGi2011, 22. SancheBe2010, 23 GomezM1946, 24 GomezM1948.
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ANEJO 2: COMPARACION DE SECUENCIAS AMPLIFICADAS
CON LOS CEBADORES JERRY Y PAT

Comparacién de las secuencias parciales del gen CO I del ADNmt CO I de P.
citri (GenBank Accesion DQ238221) y P. ficus (GenBank Accesion DQ238220),
obtenidas con los cebadores universales C1-J-2183 (alias Jerry) y TL2-N-3014 (alias
Pat) (Simon et al. 1994). Para establecer la posicion de las bases, se ha seguido la
convencion de Simon et al. (1994), que toma como referencia la secuencia completa del
ADNm de Drosophila yakuba Burla (Diptera: Drosophilidae) (Clary and Wolstenholme
1985; GenBank Accesion: X03240)

La alineacion de las secuencias se ha realizado con CLUSTAL W (1.82) con la
apliacion web “CLUSTAL/Jalview A multiple sequence alignment tool with a Java

viewer” en http://www.hongvyu.org/software/clustal.html

En verde: entre las bases 2161 y 2183, secuencia de C1-J-2183 (alias Jerry) que
anilla en una zona intermedia de la secuencia del gen COI, el cual estd comprendido

entre las bases 1470y 3009.

En verde, entre las bases 3014 y 3038, secuencia del reverso complementario de
TL2-N-3014 (alias Pat), salvo la base 3034 que en el complementario reverso de Pat es
T. Este cebador anilla en la zona que corresponde al gen contiguo correspondiente al

ARNt-Leu, el cual esta comprendido entre las bases 3012 y 3077.

En azul, entre 2232 y 2260, secuencia del cebador C1-J-2260 especifico de P.
ficus. Y en rojo, entre 2396 y 2427, secuencia del cebador C1-J-2427 especifico de P.

citri.)
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CAACATTTAT

TTTGATTTTT

TGGTCACCCT

GAAGTTTATA

TTTTAATTTT

2161

ACCGGGATTT

* *

2171

GGAGCTATAT
GGTGCTATAT
GGAATAATTT

* * **x %

2181

CTCAAATTAT
CTCAAATTAT
CTCATATTAT

*kk*k*x *kkk*kx

2191

AAATCARGAA
AAATCAAGAA
TAGACAAGAA

* **x **k*%

2201

AGAGGAAAAA
AGGGGAAAAC
TCTGGTAAAA

**x **k*%

2211

TARAAATTTT
TAGAAATTTT
AGGAAACTTT

*kk *k*k

2221

TAGTAAAATT
TAGAAAAATT
CGGTTCTTTA

* *

2231

AATATAATTT
AACATAATTT
GGAATAATCT

*kkk*k *

2241

TTGCTATAAT
TTGCCATAAT
ATGCTATACT

k% *k*k *

2251

TTCAATTGGA
TTCAATTGGT
TGCTATTGGA

* * *kkkk*k

2261

ATTTTAGGTT
ATTTTAGGTT
TTATTAGGAT

* *kkkk %

2271

TTATTGTTTG
TTATTGTTTG
TTATTGTTTG

*kkkkkkkkkx

2281

AGCTCACCAT
AGCTCATCAT
AGCTCATCAT

*kkkkk* k%%

2291

ATATTTACTA
ATATTTACTA
ATATTTACAG

*kkkkkkk*k

2301

TCGGATTAGA
TTGGTTTAGA
TTGGAATAGA

* k% * k%%

2311

TATYGATACA
TATTGACACA
CGTTGATACA

* k% k%%

2321

CAATTATATT
CAATTATATT
CGAGCTTATT

* % *k k%

2331

TTATATCAGC
TTATATCAGC
TTACTTCTGC

* k% **x k%

2341

TACAATAATT
TACAATAATT
TACTATAATT

*k*k *kkkk*x

2351

ATTGCTATTC
ATTGCAATCC
ATTGCGGTTC

*kkk*k * *

2361

CTACAAGAAT
CTACTAGAAT
CTACAGGAAT

* k%% * k%%

2371

TAAAATCTTT
TAAAATTTTT
TAAAATTTTT

*kkkkk* *k*%x

2381

AGATGAATAA
AGTTGAATAA
AGATGATTAG

**k **k* **%

2391

TAACTTTAAA
TAACTTTAAA
CTACTTTACA

*kkkkkk *

2401

TGGAAAAAAA
TGGTAAAAAA
TGGAACTCAA

k% * * *

2411

ATTCTTAATT
ATTTTAAATT
CTTTCTTATT

* * * k%

2421

CATCTATTAA
CATCTATTAA
CTCCAGCTAT

* * * *

2431

CTTTTGATCA
TTTTTGATCA
TTTATGAGCT

**k k*k*k *

2441

ATTGGATTTA
ATTGGATTCA
TTAGGATTTG

* k*kkk*k

2451

TTATTATATT
TTATTATATT
TTTTTTTATT

**x k% *kk*%

2461

YACATTAGGA
TACTTTAGGA
CACAGTAGGA

* * *kkk*k

2471

GGATTRACTG
GGTTTAACTG
GGATTAACAG

**x ** ** *x

2481

GAATTATTTT
GTATTATTTT
GAGTTGTATT

* **x * %%

2491

ATCAAATTCT
ATCAAATTCT
AGCTAATTCA

* * *kkkk*k

2501

ATTATTGATA
ATTATTGATA
TCAGTTGATA

*kkkk*

2511

TTAATTTACA
TTAATTTACA
TTATTTTACA

*kk*k *hkkkk*k

2521

TGACACATAT
TGATACATAC
TGATACTTAT

k% k% k%

2531

TTCGTTGTAG
TTTGTTGTAG
TATGTAGTAG

* **k kkk*k

2541

CTCATTTTCA
CTCACTTTCA
CTCATTTCCA

*kkkk **k %%

2551

TTATGTATTA
CTATGTATTA
CTACGTTTTA

**k k% k%%

2561

2571

2581

2591

2601

85



ANEJO 2

o

o

o

o

o

o

o

o

o

citri
ficus

. yakuba

citri
ficus

.yakuba

citri
ficus

. yakuba

citri
ficus

.yakuba

citri
ficus

. yakuba

citri
ficus

.yakuba

citri
ficus

. yakuba

citri
ficus

.yakuba

citri
ficus

.yakuba

TCTATAGGAG
TCAATAGGAG
TCAATAGGAG

*k kkkkkk*k

TAATTTTTTC
TAATTTTTTC
CTGTATTTGC

* **k*x *x

AATTTTTTCA
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k% * * *

AGATTTATTT
AGTTTTATTT
GGTTTTATTC

* *kkkkk

TTTGATCACC
TTTGATCTCC
ACTGATACCC

* k%% * %

2611

ATTACTATTT
ATTATTATTT
ATTATTTACT

*kk*k*x % *

2621

AATGTTTCTT
AATATTTCTT
GGATTGACAT

* * *

2631

TAAATAATAA
TAAATAATAA
TAAATAATAA

*kkkkkkkkkx

2641

TTGATTAAAA
TTGATTAAAA
ATGGTTAAAA

*k *kkkk*k

2651

ATTAATTTTT
ATTAATTTTT
AGTCAATTTA

* * * **k*%

2661

TTAATCTATT
TCAACCTTTT
TTATTATGTT

* * * k%

2671

TTTATCTATY
TTTATCTATT
TATTGGAGTA

* * *

2681

AATTTAACCT
AATTTAACTT
AATTTAACAT

*kkkkkkkk *

2691

TTTTTCCTCA
TTTTTCCTCA
TTTTCCCCCA

*kkk **k k%

2701

ACATTTTTTA
ACATTTTTTA
ACATTTTTTA

*kkkkkkkkk*x

2711

GGAATAAATG
GGTATAAATG
GGATTAGCAG

* * * * *

2721

GAATACCTCG
GAATACCCCG
GAATACCTCG

*kkkkkkk **%x

2731

TCGTTATATT
TCGTTATATT
ACGTTATTCA

*kkkk*

2741

ATATATTCTG
ATATATTCTG
GATTACCCTG

* * * k%

2751

ATTATTTTAT
ATTATTTTAT
ATGCTTACAC

* * * * *

2761

TTTATGAAAT
TTTATGAAAT
TACATGAAAT

* *kkkkkk

2771

AATATTTCAT
AATATTTCAT
GTTGTGTCTA

* * k%

2781

CAGTTGGTTC
CAATTGGATC
CTATTGGGTC

* *k*k*k k%

2791

ATCTATAACA
TTCGATAACA
AACTATTTCA

L * %

2801

ATTATTTTTA
ATTATTTTTA
TTATTAGGAA

* * *

2811

CTYTAATTTT
CTTTAATTTT
TTTTATTTTT

* **x *k*k*%

2821

TATTTACATT
TATTTATATT
TTTCTATATT

* * k% k%%

2831

ATTATTGAAT
ATTATTGAGT
ATTTGAGAAA

* k% * *

2841

CATTTATATG
CTTTAATATG
GTTTAGTGTC

* * * %

2851

TAAACGTTTA
TAAACGTTTA
TCAACGACAA

* *kk*% *

2861

ATTATATTTA
ATTATATTTA
GTAATTTATC

* *% * *

2871

AAATAAAATT
AAATAAAATT
CAATTCAATT

* k% *k k%

2881

---TTTTAAT
---TTTTAAT
AAATTCATCT

* * *

2891

ATTGAATGAT
ATTGAATGAT
ATTGAATGAT

*kkkkkkkkkk

2901

--TAAATAAT
--TAAATAAT
ATCAAAATAC

* k% *

2911

TCACCTAATT
TCTCCTAATT
ACCCCCAGCT

* *x%x * %

2921

TAAATCATAC
TAAATCATAC
GAACATAGAT

* * * *

2931

ATTCTGAATT

2941

ACCACTTTTA

2951

ACAAATTAAT

2961

TTCTAATATG

2971

GCAGATTAGT

2981

GCAATGGA

3011

3021

3031

2991

3001
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