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RESUMEN GENERAL

Caracterizacion molecular, biologiay habitos de ninfas de Ocoaxo assimilis
(Walker) (Hemiptera: Cercopidae)!

En 2008, en Nicolas Bravo, Puebla se reportdé un amarillamiento en los pinos,
dicho fendmeno fue denominado como “declinacién de los pinos” y se asocio a
la presencia de adultos de Ocoaxo assimilis. Al ser una “nueva plaga” se
desconocian aspectos importantes de su biologia; la morfologia de sus etapas
juveniles, los habitos que estas presentan, su voltinismo, entre otras. El objetivo
de la presente investigacion fue caracterizar molecularmente las ninfas
encontradas para asociarlas a adultos de O. assimilis y mediante muestreos y
recolectas de especimenes vegetales y de ninfas brindar conocimientos sobre su
biologia y habitos. La toma de datos se realizd sobreponiendo una capa con
cuadrantes de 500 m? sobre el mapa de la zona de estudio y seleccionando
aleatoriamente el lugar de colecta, se muestrearon un total de treinta y cuatro
cuadrantes a lo largo de un afio, donde se recolectaron plantas asociadas a
masas de saliva de ninfas y las ninfas encontradas dentro de las salivas. Con
ayuda del gen que codifica para la Citrocromo Oxidasa | (COI) se verifico que las
ninfas recolectadas pertenecen a O. assimilis, y mediante el analisis de 19
caracteres (15 continuos y 4 discretos) se determin6 que O. assimilis presenta 5
instares ninfales. Mediante Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) se verificd
la modificacion de algunas estructuras con respecto a la edad. También se
comprob6 que la presencia de ninfas esta intimamente relacionada con el inicio
de la temporada de lluvias y que la especie es univoltina. Se confirma que las
ninfas tienen el mismo hospedante que el adulto y que las plantas pertenecientes
a familias diferentes a la Pinaceae, solo pueden considerarse como plantas
alimenticias debido a que en ellas las ninfas no completan su metamorfosis en
este caso Pinus pseudostrobus var. apulcensis.

Palabras clave: Ocoaxo assimilis, estadios ninfales, Citrocromo Oxidasa | (COl),
Microscopia Electronica de Barrido (MEB), plantas hospedantes.

! Tesis de Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales. Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Cid Mufioz Raquel.
Director: Dr. David Cibrian Tovar.



ABSTRACT

Molecular characterization, biology and habits of nymphs of Ocoaxo
assimilis (Walker) (Hemiptera: Cercopidae) ?

In 2008, in Nicolas Bravo, Puebla state, Mexico, a yellowish was reported in the
pines, this phenomenon was denominated as "pine decline” and was associated
with the presence of adults of Ocoaxo assimilis. Considered as a "new plague”,
important aspects of its biology are unknown; the morphology of its youthful
stages, the habits they present, their voltism among others. The objective of the
present investigation was to molecularly characterize the nymphs found to
associate them with adults of O. assimilis and through samplings and collections
of plant and nymph specimens to provide knowledge about their biology and
habits. The data collection was done by superposing a layer with quadrants of
500 m on the map of the study area and randomly selecting the collection site, a
total of thirty-four quadrants were sampled over a year, were collected plants
associated to saliva masses of nymphs and nymphs found inside the saliva With
the help of a gene that codes for Citrochrome Oxidase | (COI) it was verified that
the nymphs collected belong to O. assimilis, and through of the analysis of 19
characters (15 continuous and 4 discrete) it was determined that O. assimilis
presents five nymph instars. Through scanning electron microscopy (SEM) the
modification of some structures with respect to age was verified. It was also found
that the presence of nymphs is intimately related to the beginning of the rainy
season and that the species is univoltine. It is corroborated that the plants
belonging to families other than the Pinaceae, can only be considered as food
plants because in them the nymphs do not complete their metamorphosis, and it
is confirmed that the nymphs have the same host as the adult, Pinus
pseudostrobus var. apulcensis.

Key words: Ocoaxo assimilis, nymphal stages, Citrochrome Oxidase | (COl),
Scanning Electron Microscopy (SEM) and host plant.

2 Thesis of Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales. Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Raquel Cid Mufioz.
Advisor: Dr. David Cibrian Tovar
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

La familia Cercopidae esta conformada por 62 géneros distribuidos en la regién
neotropical (Carvalho & Webb, 2005; Castro-Valderrama, Carvalho, Peck,
Valdez-Carrasco, & Romero Napoles, 2019; Paladini, Takiya, Cavichioli, &
Carvalho, 2015).Los cercopidos son polifagos que se alimentan en general de
monocotileddneas, herbaceas, arboles y arbustos. Su importancia radica en que
tanto las ninfas como los adultos extraen agua y nutrientes de la planta, lo que
activa mecanismos de respuesta como el oxidativo (Especies reactivas de
Oxigeno ERO o ROS por sus siglas en inglés) (Pacheco Coeto, Cardenas Torres,
Hernandez Rosas, Hidalgo Contreras, & Aquino Perez, 2019), asi como también
son vectores de patdogenos como Xylella fastidiosa, entre otros. Esto provoca
importantes pérdidas econdmicas en cultivos de cafia y pasturas principalmente
(Bolwell, 1999; Carvalho & Webb, 2005; Lapointe, 1993; Orozco Restrepo et al.,
2017; Overall & Rebek, 2017; Pires, Suijii, Fontes, Tauber, & Tauber, 2000; Rivera
Cabrera, Buentello Volante, Diaz de Leon Sanchez, & Pérez Flores, 2008).

Uno de los principales factores que influye notablemente en la duracion del
periodo de incubacién es la humedad relativa; se conoce que en condiciones de
humedad del 80 0 90% los huevos incuban en un periodo de 15 dias, con un
rango de 12 a 18 dias; y en condiciones de baja humedad relativa el periodo de
incubacion puede prolongarse de 20 o 30 dias. En ocasiones esta incubacion se
inhibe y los huevos entran en diapausa, esta puede durar varios meses, hasta
que las condiciones sean favorables. La mayoria de los huevos ovipositados al
final del periodo de lluvias permanecen en el suelo en estado de diapausa hasta
el inicio del siguiente periodo lluvioso, razén por la cual la primera generacion de
salivazo generalmente coincide con el inicio del periodo de lluvia ( CIAT, 1982;
Biedermann, 1998; Carvalho & Webb, 2005).

Las ninfas recién eclosionadas estan desprovistas de zonas quitinizadas, son

sumamente activas e inmediatamente buscan refugio en las partes sombreadas,
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hamedas, cubiertas con hojarasca o en grietas, de 3-10 cm de profundidad e
inician su alimentacion, situandose generalmente en las raices secundarias,
terciarias o tallos de la planta hospedera (CIAT, 1982; Ulises Castro Valderrama,
2017). Durante el desarrollo de las ninfas se pueden identificar cinco instares o
estadios (CIAT, 1982; Fagan & Kuitert, 1969; Peck, 1998, 2003; Peck, Perez, &
Medina, 2002; Rodriguez, Ch., Castro, V., Morales, R., & Peck, 2003). Al final de
cada instar la ninfa sufre una muda y aumento de tamafo, desarrollando
progresivamente las estructuras alares y reproductivas, con excepciéon del quinto
instar, que se divide en Vay Vb, y no existe una muda entre ellas, pero se pueden
distinguir entre ellas por caracteristicas morfolégicas relacionadas con las alas y
las espinas de la corona distal (Fagan & Kuitert, 1969; Peck, 1998, 2003).La
longitud del adulto varia entre 4 mm hasta 17 mm dependiendo el género y la

especie.

Los individuos pertenecientes a esta familia son cominmente conocidos como
salivazos debido a que en etapas juveniles se cubren de un exudado espumoso
formado por derivados de acidos grasos, alcoholes, ¥-lactonas y un solo 1-
monoacilglicerol, asi como el poliol pinitol, el polihidroxialcanoato y el poli-3-
hidroxibutirato. Dicho exudado no es irritante pero si le ayuda a repeler
depredadores como las hormigas, a evitar parasitismo, crear un microclimay la
protege de condiciones climéaticas adversas (Carvalho & Webb, 2005; Del
Campo, King, & Gronquist, 2011; Hamilton Andrew, 1982; Tonelli et al., 2018).

Dentro de la familia Cercopidae se encuentran los Ocoaxos, conocidos como
“salivazos de los pinos” u “Ocoaxos de los pinos” (Castro Valderrama, 2017) sus
principales caracteristicas morfolégicas son: la cabeza es mas estrecha que el
ancho del pronoto, el margen anterior del pronoto es recto, los 0jos son
globulares, el postclipeo esta muy desarrollado, tibias posteriores tienen dos
espinas laterales y las patas traseras son fuertes para dar grandes saltos
(Burrows & Picker, 2010; Castro Valderrama, 2017). La longitud de las especies
de Ocoaxo spp. se encuentra entre 10-12 mm (Castro Valderrama, 2017), sus
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dafos consisten en anillos de coloracién amarillenta o parduzca en aciculas que

pueden derivar en muerte de las aciculas y defoliacion del arbol .

Se tienen reportes en Europa de la existencia de Haematoloma dorsarum en
(Espafia y paises bajos) atacando Pinus ponderosa, P. jeffreyi, P. brutia, P.
sylvestris, P. nigra, P. pinaster y Pinus sp. (Cobos, 1995; Hernandez Alonso,
Martin Bernal, & Pérez Fortea, 1992; Moraal, 1996; Notario, Catresana, &
Baragafio, 1981), en Norte America se reporta a Aphrophora saratogensis (Fitch)
afectando al Pino Rojo (Pinus resinosa Aiton) y al Pino Jack (Pinus banksiana
Lamb) en Estados Unidos y Canada (Ewan, 1961).

En México se reportaron dafios por Ocoaxo cardonai (Castro-Valderrama et al.,
2019), Ocoaxo assimilis (Walker) y Ocoaxo varians (Stal) en P. pseudostrobus
Lindl, P. patula Schiede Ex Schltdl & Cham, Pinus sp., P. pseudostrobus var.
apulcensis (Lindley) Shaw, P. chiapensis (Castro-Valderrama et al.,, 2017;
Pichardo Segura, Pérez Miranda, Ramirez Huerta, Arriola Padilla, & Ramirez
Garcia, 2017).

La clasificaciéon de individuos pertenecientes a la familia Cercopidae sigue siendo
problematica, el esquema de clasificacion mas aceptado es el de Fennah (1968)
gue divide a los cercopidos en dos subfamilias: Cercopinae del Viejo Mundo e
Ischnorhininae del Nuevo Mundo (anteriormente conocida como Tomaspidinae)
(Carvalho & Webb, 2005). Debido a esta problemética los genes mitocondriales
son tipicamente conocidos por tener una alta velocidad comparativa de
substituciéon de nucleétidos y son comunmente utilizados como fuentes de
informacion filogenética para divergencias mas recientes. Gracias a los analisis
filogenéticos basados en secuencias de nucleotidos de ADN, entre ellos dos
fragmentos no continuos del gen Citocromo Oxidasa | (COI) de aproximadamente
970 pb, (Cryan & Svenson, 2010), se concluyé que Cercopinae representa un

conjunto parafilético de linajes, mientras que Ischnorhininae es monofilética.

Mas alla de la clasificacion morfolégica del adulto de O. assimilis se desconocen
aspectos basicos de su biologia como la morfologia de las ninfas, los habitos

alimenticios de estas, si es una especie uni o multivoltina, las condiciones en las
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gue se rompe la diapausa, entre muchos otros importantes para su entendimiento

y control.

Objetivo general

e Asociar los adultos de Ocoaxo assimilis con las ninfas encontradas en Nicolas
Bravo, Puebla e identificar las ninfas morfolégicamente, describir su biologia

y habitos.

Objetivos especificos

¢ Reconocer morfolégicamente a los adultos y asociar a las ninfas con el adulto
mediante el uso de un fragmento del gen COI (Barcode).

e Describir el nUmero de instares ninfales mediante caracterizacion morfoldgica.

e Definir los periodos de ocurrencia de los estadios y asociarlos con cambios
ambientales, a partir de muestreos continuos.

e Conocer el voltinismo de la especie de interés.

e Determinar el espectro tréfico de huéspedes que presentan las ninfas.

¢ |dentificar la preferencia de las ninfas a los diferentes tipos de huéspedes.

e Precisar cual es el hospedante en el que las ninfas completan su

metamorfosis.
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CAPITULO 2
MARCO CONCEPTUAL

2.1 Antecedentes

Los Bosques de Puebla en especial los bosques de pino se ven amenazados por
gran variedad de factores bi6ticos, abiéticos y antrépicos (Ruiz et al., 1998, FAO
2007, CONABIO 2011, Pichardo et al. 2017).

Pichardo et al. (2017) detectaron defoliaciones en diferentes especies de Pino en
la Sierra Norte de Puebla. Segun el mismo estudio para 2015 la afectacion
alcanzaba 3000, observando la presencia de micromicetos del género
Lophodermium sp. (Rhytismataceae), Pestalotiopsis spp. (Melaconiales:
Melaconiaceae), y Coleosporium sp. (Uredinales: Coleosporiaceae) e insectos

del género Ocoaxo sp.

Castro et al. (2017) reportaron que desde 2008 se observé dafio causado por
adultos de salivazos en los Bosques de Puebla y Oaxaca, las especies en las
gue se observo la afectacion fueron: P. oaxacana Mirov cerca de Nicolas Bravo,
Puebla y de P. chiapensis (Martinez) Andresen en Santa Ana Cuauhtémoc

(regidn perteneciente a la Cafiada, estado de Oaxaca, México).

De acuerdo al Plan de Contingencia Fitosanitaria en varios municipios del estado
de Puebla de 2016, en el Municipio de Nicoléds Bravo el area afectada por Ocoaxo
assimilis en ese afio ascendié a mas de 431.03 ha (Union Agroforestal de Puebla
A.C., 2016), motivo por el cual se declar6 una Contingencia Sanitaria para este
agente causal el mismo afio. Dentro de las acciones realizadas en este proyecto
destacan la formacion de brigadas fitosanitarias las cuales tuvieron como objetivo
el monitoreo y saneamiento de las areas afectadas. Se realiz6 la aplicacién de
tratamientos quimicos con: acefato, bifentrina y bifentrina + imidacloprid,
biolégicos con: Metarhizium anisopliae solo 0 en combinacion con Beauveria
bassiana y Paecilomyces fumosoroseus ademas también se realiz6 una

combinacion del producto quimico con los biolégicos-y se realiz6 el barrido y
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guema de la materia organica para ayudar en la penetracion de los productos
quimicos y biolégicos (Cibrian Tovar et al., 2016). Derivado de esto se concluyé
que el acefato fue la manera mas rapida de controlar la poblacién de ninfas de
Ocoaxo y que se debe crear un producto biolégico efectivo para el combate de
esta plaga y que el barrido de la materia organica trae mas problemas ecoldgicos

gue beneficios por tal motivo se debe evitar.

Otra parte importante que se realizdé fue el monitoreo de O. cardonai en los
municipios de zona norte lo que dio pauta también para conocer un poco de la
biologia de las ninfas de esta especie, disefiando tipos de muestreo y probando
la eficiencia de trampas de luz, resultado de esto se desprende que el monitoreo
disefiado requiri6 muchas horas hombre de esfuerzo por el tamafio de la
superficie (400 m?) y que las trampas de luz no funcionan para colectar adultos
de O. cardonai. In vitro se probaron los tratamientos mencionados y se pusieron
a copular adultos de O. cardonai, los resultados In vitro, determinaron que la
forma de los huevos es elipsoidal, mas anchos al centro y ahusados hacia los
extremos, con las puntas redondeadas. Al principio, cuando tienen poco tiempo
de ovipositados, son de color blanquecino y posteriormente se tornan color

amarillo cremoso y que los huevos entran en hibernacion varios dias después de
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ovipositados requiriendo permanecer en un ambiente himedo para sobrevivir
(Cibrian Tovar et al., 2016).

Figura 1 Huevos de O. cardonai. Fuente Cibrian Tovar et al.,(2016).

2.2 Zona de Estudio

El municipio de Nicolas Bravo se localiza en la parte sureste del estado de
Puebla. Sus coordenadas geograficas son los paralelos 18° 32" 12"y 18° 40" 24"
de latitud norte y los meridianos 97° 18" 06" y 97° 24" 54" de longitud occidental.
Colinda al norte con el Estado de Veracruz, al sur con Tehuacan, al este con
Vicente Guerrero y al oeste con Chapulco. Tiene una superficie de 108.92
kilometros cuadrados que lo ubica en el lugar 47 con respecto a los demas
municipios y se ubica dentro de la region morfologica de la sierra de Zongolica,
que es considerada dentro de las subregiones de prioridad critica segun la
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Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO,
2011).

Localizacion del area de estudio

Simbologia

Area atectada

Figura 2 Mapa de localizacion.

Pertenece a la subprovincia de las Sierras Orientales que se encuentra dentro de
la provincia Sierra Madre del Sur, esta subprovincia desciende desde la region
de Orizaba, Veracruz, hasta Salina Cruz, Oaxaca. Se extiende al noreste de la
cuenca de Tehuacan y se conforma por un sistema de topoformas de sierras
bajas, sierras altas y valles (CONABIO, 2011).

De acuerdo a datos proporcionados por el INAFED (2017), el municipio tiene una
superficie de 108.92 kilbmetros cuadrados, se ubica dentro de la regién
morfologica de la sierra de Zongolica, estribacion de la Sierra Madre Oriental que
se caracteriza por su rapido descenso hacia la planicie Costera del Golfo. Su
territorio es atravesado de norte a sur por el parteaguas que marca el declive de
la sierra hacia la planicie costera al oriente y hacia el valle de Tehuacan al

poniente. Su mayor altura es de 2,800 metros sobre el nivel del mar.

Pertenece, en su mayor parte, a la cuenca del Rio Blanco.
Es recorrido por varios arroyos de norte a sur, provenientes de las cumbres de

Acultzingo, destacando el rio Huertilla, formador del Tehuacan, el cual recorre el
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Valle del mismo nombre y es uno de los principales formadores del Papaloapan.
El municipio es también recorrido al noroeste por arroyos que desembocan en el
Xoxocotla, afluente del Rio Blanco, el cual desemboca en la Laguna de Alvarado,

al igual que el Papaloapan (INAFED, 2017).

En este municipio se marca la transicion entre los climas secos de la vertiente
occidental de la Sierra de Zongolica, a los climas templados de las partes altas
de la Sierra mencionada, asi presenta un clima seco y tres templados que,
conforme se avanza de poniente a oriente, marca descenso de temperatura y
aumento de humedad. Clima semiseco templado con lluvias en verano y escasas
alo largo del afio, es el clima que se presenta al poniente, en el declive occidental
de la Sierra de Zongolica. Clima templado subhtimedo con lluvias en verano, se
presenta en una ancha franja al centro del municipio y en la parte alta de la Sierra.
Clima templado hamedo con abundantes lluvias en verano, se presenta en el

extremo oriental.

El municipio presenta la transicion vegetativa de las zonas de riego en el Valle
de Tehuacan, a las areas boscosas de la Sierra de la zona montafiosa. Al centro
del municipio, en las zonas francamente planas, se localizan areas dedicadas a
la Agricultura. En la zona montafiosa del poniente y en la ladera occidental de la
Sierra de Zongolica, se encuentra matorral desértico rosetofilo asociado a un
matorral subinerme; también aparecen chaparrales con vegetacion secundaria
arbustiva. Por ultimo, al extremo noreste, donde el relieve alcanza mayores

alturas, se presenta una gran area de bosques de pinos.

El suelo predominante es Andosol, que cubre todo el centro del municipio, al
oriente presenta suelo luvisol con fase citica profunda y al sur y poniente litosol;
al extremo poniente en la zona baja, cuenta con una pequefia area de suelo

feozem.
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2.3 Cercopidos

El salivazo es un insecto chupador que se alimenta exclusivamente de la savia
que extraen del xilema de las plantas. las ninfas se alimentan de las raices
superficiales y de los tallos, en la base de la planta, por lo que cuando se
presentan infestaciones altas causan estrés hidrico, retrasando el crecimiento de
la planta y, por lo tanto, la produccién de biomasa (Rodriguez, 1979, esta cita ya
no tiene que ver con Ocoaxos). No mezclar informaciéon de Ocoaxos con otros

salivazos, mejor separar ambos temas.

Las ninfas exudan una masa blanca que parece “saliva espumosa” de ahi su
nombre (salivazo) conocida también como; salivita, cigarrilla, candelilla, salivazo,
mosca pinta, chinche salivosa (Jaramillo 2014, Castro., 2017). La cual actta
como defensa de enemigos naturales, y proteccion a adversidades climaticas
(Rodriguez, Castro, Morales & Peck, 2003).

Generalmente los salivazos presentan diferentes etapas de desarrollo, pasando
por fases de huevo, ninfa y adultos (Peck, 2002). En las distintas etapas por las
que pasa el salivazo se debe de alimentar de su hospedante, los insectos
hibernan en forma de huevo, al eclosionar producen ninfas que se alimentan de

la savia de tallos y hojas (Jaramillo, 2014).

Los adultos al igual que las ninfas se alimentan a través del tejido del tallo, pero
regularmente optan partes aéreas de la planta (hojas), que tienen tejidos poco
profundos (Peck, 2003). Aunque diferentes especies de salivazos actian como
herbivoros generalistas de algunas gramineas, ciertas especies del género
Clastoptera, soOlo se registran en plantas ornamentales, como Juniperus
chinensis L., y Juniperus virginiana L., en Estados Unidos y México (Martinez,
Lara, Gaona, & Sanchez, 2012) y en Casuarina equisetifolia (L.) Fort et Forst., en
Costa Rica (Martinez et al., 2012).

Las especies de salivazo se han propagado en las Ultimas décadas mas de lo
habitual, aumentando con ello sus hospederos, en mayo y junio del 2010 se
tuvieron por primera vez 2 registros de una especie de Clastoptera asociada a
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Harpalyce arborescens A. Gray (Fabaceae), en el bosque tropical deciduo de la
sierra de Tamaulipas, donde esta comunidad presentd su distribucion mas

septentrional (Martinez Avalos et al., 2012).

La presencia de los salivazos y su comportamiento, tiene una relacién muy alta
con la precipitacion y temperatura, debido a que es un factor detonante para la
aparicion de los primeros adultos de Aeneolamia spp. es la presencia de lluvia
(De Yta, Cabrera & Villanueva Jiménez, 2002). En estudios sobre otros
cercopidos se ha encontrado que las lluvias influyen en la abundancia y
sincronizacion de las poblaciones del salivazo, aun sin conocer la correlacion
directa (Peck et al., 2002b).

La fluctuacion del insecto puede estar o no relacionada con la abundancia de la
poblacién, sin embargo se puede esperar que el habitat (suelos, drenaje,
composicion botanica) influyan en estos factores asi como la fenologia del
salivazo (Peck et al., 2002Db).

La determinacion precisa de los estados de vida, variacion en tamafio y duracion
del ciclo de vida es relevante en la determinacion del impacto y manejo del
insecto. Estos factores son importantes para el nivel de dafio al hospedero y el
periodo del insecto en el campo. Aumenta la resolucion en la interpretacién de
muestreos y estudios sobre dinamica poblacional tanto como la aplicacién y

efectividad de las tacticas de manejo (Rodriguez et al., 2002).

2.3.1 Ocoaxos

Los Ocoaxos pertenecen a la Familia Cercopidae presentan una longitud entre
10-12 mm de longitud, su