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RESUMEN: El salivazo genera pérdidas econémicas importantes sobre el cultivo de cafia en Tuxtepec, Oaxaca.
Para el control biolégico es necesario identificar la especie que afecta al cultivo. Por lo tanto, en el presente trabajo
se realizo la caracterizacion morfologica y molecular de esta plaga. La identificacion morfoldgica se realizé con
claves de la familia Cercopidae, ademas se realizé la amplificacion del gen Citocromo | de la mitocondria de
insectos colectados en la regién. La morfologia de estos los ubica en el género Prosapia. Los resultados del
analisis molecular sefialan que no hay polimorfismo entre los individuos analizados. El analisis comparativo en la
bases de datos de NCBI, sefiala que la muestra esta relacionada con Prosapia bicincta, Sin embargo, la
composicién de nucleétidos que comparten es de 94%; finalmente se realiz6 la comparacion con otras secuencias
de salivazo de México y Colombia generadas en el Colegio de Postgraduados, en este caso las muestra se ubican
como un haplotipo de la especie Prosapia simulans.
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Morphological and molecular characterization of spittlebug that affects sugarcane
cultivation in the Papaloapan region, in Tuxtepec, Oaxaca, Mexico

ABSTRACT: Grass pittlebugs generate significant economic losses on the sugarcane cultivation in Tuxtepec. For
biological control of this pest, it is necessary to identify the species that affect the crop. Therefore, in this study the
morphological and molecular characterization of grass spittlebug pest that attacks sugar cane cultivation in the
Papaloapan area was performed. Morphological identification was performed using Cercopidae family keys,
besides amplification Cytochrome | mitochondrial gene from three insects collected in the area was performed.
The morphology of Prosapia genus matches with the samples. The results of molecular analyzes indicate that no
polymorphism among the samples. Then comparative analysis in the NCBI database show that the samples are
close related with Prosapia bicincta. However, the nucleotide composition between sequences is 94 %; finally the
sequence comparison with other Mexican and Colombian grass spittlebugs generated in the Colegio de
Postgraduados, in this case the samples are placed as a haplotype Prosapia simulans species.

Key words: Edeagus, Cytochrome I, haplotype, Prosapia simulans.

Introduccion

En la region del Papaloapan el cultivo de cafia es una de las principales actividades
agricolas. El Ingenio Adolfo Lopez Mateos, S.A. de C.V., es la principal empresa de
transformacion de la cafa en Tuxtepec, Oaxaca. Este Ingenio se abastece de mas de 23,000
hectareas de sembradios, cultivado por mas de 2,900 productores cafieros con una produccion
promedio de 74.428 ton/ha en 2013 (SIAP, 2013) la cual se ve afectada por la presencia de
plagas siendo el salivazo el de mayor importancia y otros factores. Esta plaga se presenta
principalmente en los meses de lluvia, el dafio de la plaga se genera cuando los adultos al
alimentarse secretan una toxina que causa la muerte del tejido de las hojas provocando
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pérdidas econdmicas a los productores. En México se han reportado dos generos de la familia
de Cercopidae, Prosapia y Aeneolamia como plagas de la cafia de azucar y se les llama
salivazos 0 mosca pinta (Bautista, 2006). No se tiene una clara diferenciacion de las especies
de estos géneros, por lo que cominmente esta confusion provoca deficiencia en su manejo.
Por ejemplo, algunos individuos de Prosapia simulans tienen bandas notables mientras otros
son oscuros o sin bandas lo que puede confundirse con algunas especies del género
Aeneolamia.

La taxonomia tradicional junto con el analisis molecular de la region del citocromo | o
codigo de barras para la identificacion de especies (Hebert et al., 2003), son herramientas que
se utilizan particularmente en insectos (Miller, 2007); la combinacién de estas muestran una
alta capacidad en la separacion de especies permitiendo una eficiente identificacion del
insecto.

El control biologico del salivazo se ha realizado exitosamente con Metarhizium
anisopliae; sin embargo se ha sefialado que diferentes especies de salivazos son atacadas por
diferentes cepas (Tincilley et al., 2003; Toriello et al., 2005; Castro et al., 2007 y Montesinos
et al., 2011). Para un correcto control de la plaga en la zona de produccién de cafia en
Tuxtepec por medio de hongos entomopatogenos se requiere conocer la especie de salivazo.
Por lo que en el presente trabajo se utilizd claves taxonémicas y herramientas moleculares
para la identificacion de la especie de salivazo en Tuxtepec.

Materiales y Método

La identificacion morfoldgica y molecular del salivazo se realizé con adultos los
cuales se colectaron en el cultivo de cafia del productor Eduardo Martinez Cruz en San José
Chiltepec, Tuxtepec, Oaxaca. Posteriormente se llevaron al laboratorio de la Universidad del
Papaloapan campus Tuxtepec donde se depositaron en jaulas desinfectadas de 90x90x90 cm
cubiertas con malla mosquitera. Como fuente de alimento se sembraron hijuelos de cafia
dentro de cada jaula, siguiendo la metodologia propuesta por De La Cruz et al., (2005).

La determinacién morfoldgica de cinco ejemplares de salivazo machos se realiz6 con
el apoyo de las claves taxondmicas de Thompson y Ledn (2005) y la de Castro et al., (2007)
en la cual se utilizan las caracteristicas de las genitalias de machos; asi mismo se corrobor6
con el autor.

La caracterizacion molecular se realizé en el laboratorio de biologia molecular del
Colegio de Postgraduados Campus Montecillo mediante la amplificacién del gen Citocromo |
de la mitocondria, con el procedimiento propuesto por Hebert et al. (2002).

Para la extraccion de DNA se utilizd el Kit Phire Animal Tissue Direct PCR de Thermo
Scientific® y se emplearon los tarsos del metatdrax. Para la amplificacion se utilizaron los
primers LCO1490 (5"GGTCAACAAATCATAAAG ATATTGG 37) y HCO02198 (5
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAZ") que amplifican un fragmento de 658 pb del
gen COI (Hebert el al., 2003). Las condiciones de corrida de PCR se realizO en un
termociclador Biometra T personal® con la siguiente secuencia: 98 °C por 5 minutos, 98 °C
por 5 segundos, 50.9 °C por 50 segundos, 72 °C por 20 segundos, 72 °C por un minuto y
finalmente a 4 °C, en un Seguido de esto se realizo la electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
de 5ul de producto de PCR de cada amplificacion tefiida con red gel al 0.0001%, con buffer
TBE 1% por 15 min a 76 Volts. El gel se visualiz6 en un fotodocumentador BioRad®.
Finalmente, los productos de PCR obtenidos se mandaron a secuenciar a MACROGEN en
Korea en ambos sentidos con los primers que se utilizaron para la amplificacion. Las
secuencias resultantes se analizaron con el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013). Ademas
de compararse con las secuencias de nucle6tidos disponibles en GenBank.

Resultados y Discusion
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Caracterizacion morfologica. Las genitalias del macho del género Prosapia descritas por
Castro et al., (2007) y las caracteristicas morfologicas externas de Prosapia simulans
descritas por Thomson y Ledn (2005) corresponden a las que presentan los ejemplares de
Tuxtepec. Los ejemplares presentan dos estructuras largas correspondientes al escudo genital,
gue terminan en la parte distal con una punta esclerosada; en la vista lateral se observa los
parameros apoyados sobre el escudo genital. Los parameros son los tipicos del género
Prosapia que terminan con una especie de gancho pero no tan agudo como en el género
Aeneolamia; el edeago tiene dos tipicos dientes del género Prosapia, pequefios y cortos,
incrustados en la parte apical del edeago (Fig. 1 B). El promedio del tamafio de 10 machos fue
entre 7 y 8 mm con una desviacion estandar de 0.04 y el de 10 hembras fue de 10 a 12 mm
con una desviacion estandar de 0.0822 y son de color café mas oscuro que los machos, ambos
tienen 6 puntos de color café claro en la parte antero-posterior dorsal (Fig. 1 Ay C).

A) B) C)

Paramero

5 mm

Figura 1. Especimenes del salivazo que atacan el cultivo de cafia de azlcar en Tuxtepec. A) Vista dorsal
del macho B) Vista lateral del macho C) Vista dorsal de la hembra.

PCR-Amplificacion Citocromo Oxidasa. De la extraccion de DNA de cinco
ejemplares de salivazo, tres (OAX2, OAX3, y OAX4) presentaron mayor producto de PCR
(Fig. 2), por lo tanto estas muestras fueron las que se secuenciaron en ambos sentidos. A las
secuencias obtenidas se le eliminaron los nucledtidos no definidos para su correcta
comparacion en el alineamiento. Posteriormente se realiz6 el alineamiento de las secuencias
con el Software MEGA 6 (Tamura et al., 2013). Los resultados del alineamiento de las
secuencias sefialan que no existe variacion entre estas. Por lo tanto, los tres individuos
corresponden a misma especie. Con una de las secuencias se realizo la busqueda en la
bases de datos del NCBI GenBank y la de BOLD. Sin embargo, no se encontrd registro
de la secuencia de esta especie. Las secuencias mas relacionadas de las muestras se encontrd
en el NCBI GenBank y correspondieron a un 94 % con Prosapia bicincta; estas también se
compararon con las no publicadas de Cercopidos de México y Colombia que se estan
trabajando en el Colegio de Postgraduados (Segura-Ledn y Castro-Valderrama 2014). El
resultado de esta comparacion ubica las secuencias obtenidas dentro de la especie de Prosapia
simulans, que por el momento se puede considerar como un haplotipo de la especie presente
en Tuxtepec, Oaxaca. Finalmente las secuencias generadas en esta investigacion, se subiran a
la base de datos de NCBI.
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Figura 2. Gel de agarosa de la amplificacién de las muestras OAX 2, OAX3 y OAX4.

Conclusiones

Las caracteristicas morfoldgicas de los ejemplares de salivazo OAX2, OAX3 y OAX4
son similares y en cuanto a la secuencia de nucledtidos no hay diferencia por lo tanto se
determina que se trata de la mima especie.

De acuerdo a la base de datos del NCBI GenBank los individuos OAX2, OAX3 y
OAX4 presentan el 94% de similitud con la especie de Prosapia bicincta y en esta base no
existe ninguna otra relacion con otra especie del Género Prosapia; sin embargo en
comparacion con la base de secuencias del Colegio de Postgraduados (Segura-Leon y Castro-
Valderrama 2014), los individuos corresponden a Prosapia simulans. Las muestras OAX2,
OAX3 y OAX4 presente en Tuxtepec, Oaxaca es un haplotipo de la especie Prosapia
simulans.
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