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RESUMEN. Los insectos exdticos constituyen una gran amenaza para las plantaciones forestales y su impacto es
variable de acuerdo a la especie y &rea invadida. La palomilla resinera (Synanthedon novaroensis) se considera una
plaga cuarentenaria, y se ha detectado en arboles de navidad procedentes de Estados Unidos de América. Las
determinaciones taxondmicas de este insecto enfrentan una serie de obstaculos, debido a que se detecta en etapa
larval y la separacion a nivel de especie se dificulta mediante el uso de técnicas tradicionales, debido a que presentan
caracteristicas similares, por lo que el objetivo de esta investigacion fue caracterizar molecularmente a estados
larvales de la palomilla resinera. Se realizo la extraccion del ADN genémico de cabeza y segmentos abdominales
con el método AP. La PCR se llevd a cabo con los primers LCO1490 y HCO2198. Los productos amplificados
fueron secuenciados. Las secuencias fueron alineadas y la homologia se determind en el servidor del National Center
for Biological Information (NCBI, 2017). La amplificacion de los fragmentos de PCR fueron de aproximadamente
740 Pb. Las muestras secuenciadas presentaron una homologia de 98% y 99% de identidad con secuencias de
Synanthedon novaroensis del banco de genes Genbank, lo que confirmo su identidad.
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Molecular determination of pitch moth larvae (Synanthedon novaroensisHy. Edwards,
1881) (Lepidoptera: Sessidae)

ABSTRACT. The exotic insects constitute a great threat for the forest plantations and their impact is variable
according to the species and invaded area. The resinous pitch moth (Synanthedon novaroensis) it is considered a
quarantine pest, since it has been detected in christmas trees from the United States of America. The taxonomic
determination of this insect faces a series of obstacles, due to the fact that it is detected in the larval stage and the
separation at species level is hindered by the use of traditional techniques, due to the fact that they present similar
characteristics, so the objective of this the research was to molecularly characterize the larval stages of the pich
moth. Genomic DNA was extracted from the head and abdominal segments with the AP method. The PCR was
carried out with the primers LCO1490 and HC02198. The amplified products were sequenced. The sequences were
aligned and the homology was determined on the server of the National Center for Biological Information (NCBI,
2017). The amplification of the PCR fragments was approximately 740 Pb. The sequenced samples showed a 98%
homology and 99% identity with Synanthedon novaroensis sequences from the Genbank gene bank, confirming their
identity.

Keywords: Pitch moth, Christmas trees, PCR

INTRODUCCION

Las plagas constituyen una gran amenaza para las plantaciones forestales alrededor del mundo
(Hurley et al., 2012). Los insectos exdticos son especies que no son nativas de una regién en
particular, el impacto de estas es variable de acuerdo a la especie y area invadida (UCDAVIS,
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2015). En Meéxico, existen Normas Oficiales Mexicanas (NOM’s) mediante las cuales, se regula
la calidad fitosanitaria de diferentes productos y subproductos forestales de importacion, estas
son: NOM-144-SEMARNAT-2012, para embalaje de madera (SEMARNAT, 2012); NOM-013-
SEMARNAT-2010, para arboles de navidad (SEMARNAT, 2010); NOM-029-SEMARNAT-
2003, para productos utilizados en cesteria y esparteria (SEMARNAT, 2003) y NOM-016-
SEMARNAT-2013, para madera aserrada (SEMARNAT, 2013), en estas, se mencionan listados
de especies de insectos exoticos de importancia forestal que se encuentran regulados y vigilados
para evitar su ingreso a través de los productos mencionados, dentro de estas se encuentran
géneros y especies de mucha relevancia como son, Hylastes ater e Hylurgus ligniperda (Col:
Curculionidae: Scolytinae), Sirex noctilio (Hymenoptera: Siricidae), Coptotermes sp. (Isoptera:
Rhinotermitidae), Anoplophora sp. (Coleoptera: Cerambycidae), Lymantria dispar (Lepidoptera:
Lymantriidae) y Agrilus planipennis (Coleoptera: Buprestidae), entre otras.

En 2015, Mexico importo cerca de un millon de arboles de navidad naturales que abastecen
mas de 54.7% del mercado nacional. Los importadores deben cumplir con la Norma Oficial
Mexicana NOM-013-SEMARNAT-2010, que regula sanitariamente la importacion de Pinus,
Abies y Pseudotsuga menziesii, con el objetivo de reducir el riesgo de introduccion de plagas
cuarentenarias al pais (PROFEPA, 2016; COFEMER, 2018). En 2014, personal de inspeccion de
la PROFEPA en la aduana y punto de ingreso de Nogales, Sonora, detectaron por primera vez
larvas vivas de “palomilla resinera” del género Synanthedon sp. dafiando el fuste de un arbol de
navidad de la especie Pseudotsuga menziesii proveniente de Estados Unidos de Ameérica
(PROFEPA, 2014). No obstante que el mencionado insecto no se encuentra listado en la NOM-
013-SEMARNAT-2010, basado en la definicion de plaga de cuarentena o plaga cuarentenaria de
mencionada Norma, “Plaga de importancia econdmica potencial para el area en peligro, aun
cuando la plaga no existe o, si existe, no esta extendida y se encuentra bajo control oficial.”, el
insecto fue considerado plaga de importancia cuarentenaria, por lo que el cargamento fue
retornado. En términos generales, es complicada la determinacion taxondmica de insectos en
estados inmaduros o larvarios debido principalmente a que no existen claves taxondémicas a
género o especie, por tal razon el objetivo de esta investigacion fue contar con un método basado
en técnicas moleculares para la determinacion de especie a partir del estado larval.

MATERIALES Y METODO

Material bioldgico. Los insectos fueron proporcionados por el Laboratorio de Andlisis y
Referencia de Sanidad Forestal (LARSF) de la Direccion General de Gestion Forestal y de Suelos
de la (Secretaria de Media Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT).

Extraccion de ADN método AP. Los ejemplares conservados en alcohol al 70%, fueron
lavados tres veces con agua destilada estéril. La cabeza y los tres Gltimos segmentos abdominales
se utilizaron para la extraccion del ADN. Las muestras fueron colocadas en tubos eppendorf y
tratadas con nitrogeno liquido para ser maceradas, se adiciond buffer de lisis y se dejo a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalizado en periodo de incubacion, se centrifugo
Imin a 12,000 rpm, se recuper6 el sobrenadante y se le adicionaron 500puL de fenol:cloroformo,
se coloco en el vortex durante un minuto y se centrifugd a 12,000 rpm durante 3 min. Se
transfirio el sobrenadante a otro tubo y se agregaron 500uL mas de fenol:cloroformo. El
sobrenadante se traslad6 a un tubo y se adicionaron 500uL isopropanol y 50uL de acetato de
amonio, se mezclaron ligeramente y se centrifugo durante 5min a 12 000 rpm, se decantd el
sobrenadante. La pastilla resultante se lavo con 50ul de etanol al 70%. El precipitado se seco a
temperatura ambiente y se suspendié en 50uL de agua libre de nucleasas. El producto se
conservo a una temperatura de + 4°C para ser utilizado para la amplificacion de ADN ribosomal.
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La calidad del ADN se verificd mediante la electroforesis en gel de agarosa al 1% (Sambrok,

2001).
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se utilizé el par de primers LCO1490 (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") y HCO02198

(5TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3") (Folmer et al., 1994) para la amplificacion de
regiones del ADN ribosomal, los cuales reconocen al gen Citocromo Oxidasa, subunidad | (COl).
Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador T100 marca Biorad, usando el
siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, seguidos de 4 ciclos de 94°C por
30 seg, 45°C por 1 min, 72°C 40 seg, posteriormente 34 ciclos de 94°C 1 min, 50°C 1 min 30 seg,
72°C por 1 min y una extension final de 72°C por 1 min (Lopes et al., 2015 modificado). El
producto de PCR se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los productos de
PCR se visualizaron en un fotodocumentador marca Biorad®.

Purificacion de producto de PCR. Se utilizé el kit WIZARD® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega Corporation, 1999) para purificar las bandas de interés y los productos de PCR
purificados fueron enviados a Macrogen Inc. en Seoul Korea para su secuenciacion.

Edicion. Las secuencias se editaron con el programa BioEdit Sequence Alignment Editor
version 7.2.5. Las secuencias consenso se sometieron a un analisis de similitud con la
herramienta bioinforméatica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en GenBank del
National Center of Biotechnology Information (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se
compararon con las disponibles en la base de datos de nucle6tidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los estudios moleculares del estado larval de Synanthedon novaroensis, indicaron que la
banda del producto de PCR fue de un peso aproximado de 740 pb del gen mitocondrial citocromo
C oxidasa subunidad I (Figura 1).

740 Pb

Figura 1. PCR de Synanthedon novaroensis. M: Marcador molecular 1kb; carril 1 y 2 cabeza; carril 3 y 4 segmentos
abdominales, carril 5 control negativo).
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Lopes et al. (2015) y Folmer et al. (1994) reportd una banda de amplificacion de
aproximadamente 700 a 710 pb para crisomélidos y artrépodos respectivamente. Gijon et al.
(2016), reportaron para D. valens e I. cribricollis un peso aproximado de 750 Pb.

Las muestras secuenciadas presentaron una homologia de 98% de identidad con secuencias de
Synanthedon novaroensis del banco de genes Genbank, lo que confirmo su identidad.

En este caso, los estudios basados en caracteres moleculares han sido de utilidad como apoyo
en la determinacion de especie y en particular en especimenes en estado larval, frecuentemente
encontradas en arboles de navidad, pero mas dificiles de identificar taxondmicamente, a una
determinada especie. El género Synanthedon tiene varias especies y estos resultados son
importantes, ya que se puede prevenir la introduccién de especies cuarentenarias a México y por
ende evitar su distribucion a las zonas forestales.

Por otra parte, esta metodologia tiene la ventaja que el ejemplar no se destruye en su totalidad,
la cabeza o partes del abdomen funcionan perfectamente bien para realizar los estudios, lo cual es
muy importante, ya que cuando se tratan de insectos exdticos en muchas ocasiones solo se cuenta
con un ejemplar y en otras ocasiones no vienen completos.

CONCLUSION

Con la utilizacion de este método, se pretende contar con una herramienta rapida y efectiva
para la determinacién taxondmica de especies de insectos exdéticos forestales de importancia
cuarentenaria en estados inmaduros o larvarios como la “palomilla resinera”, que sea
complementaria con las técnicas convencionales utilizadas y asi apoyar de mejor manera a
prevenir la introduccién de esta y otras plagas a nuestro pais.
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