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Abstract

Leafhoppers (Cicadellidae) are vector insects that may transmit up to 40 different viruses belonging to the
Rhabdoviridae and Reoviridae families. The main vector of the potato purple top isthe leafhopper Macrosteles
fascifrons (Hemiptera: Cicadellidae) along with other |eafhoppers. In the important potato region of Coahuila-
Nuevo Leon, producers don’t even know that Cicadellidae species are present, and al so ignore some facts about
this presence like population fluctuation, and in what weed species can they be found. Taking all thisinto account
the objectives of this assay were expressed as: a) to detect species of Cicadellidae positive to phytoplasmas
associated to the potato purple top, in weeds bordering the commercial potato fields, b) to determine the popul a-
tion fluctuation of Cicadellidae positive to phytoplasmas associated to the potato purpletop and ¢) to determine
what weed species bordering the potato fields are positive to phytoplasmas. Samplings of |eaf hoppers and weeds
were performed every week from January to December 2004 in Huachichil, Arteaga, Coah., Mexico. In order to
detect phytoplasma, extractions of DNA of each one of the collected Cicadellidae species and weeds were made
and PCR tests were realized. Fifty three different Cicadellidae species were collected, and phytoplasma was
detected in Macrosteles fascifrons, Empoasca fabae, Oncometopia nigricans and one non identified species.
The highest populations of adults of Cicadellidae altogether, were observed from November to February. Solely
species of weeds: Flourensia cernua (Asteraceae), Parthenium incanum (Asteraceae), Prunus cercocarpifolia
(Rosaceae) and Reseda luteola (Resedaceae), from the total of the 22 where Cicadellidae adults were found,
were positive to phytoplasma.

Key words: Arvenses, Empoasca fabae, Macrosteles spp., Oncometopia nigricans.

Resumen

Las chicharritas (Cicadellidae) son insectos vectores que pueden transmitir hasta 40 virus distintos de las familias
Rhabdoviridae y Reoviridae. El principal vector de la punta morada de la papa es la chicharrita Macrosteles
fascifrons (Hemiptera: Cicadellidae) y otras chicharritas pequefias. En laimportante regi 6n papera de Coahuila-
Nuevo Lebn se desconoce que especies de cicadélidos estan presentes, cual es su fluctuacién poblacional y en
gué especi es de mal eza puedan encontrarse; por |o que los objetivos de este estudio fueron: a) Detectar especies
de cicadélidos positivos afitoplasma asociado ala puntamorada, en maleza al edafiaa cultivo comercial de papa,
b) Determinar lafluctuacién poblacional de cicadélidos positivos a fitoplasma asociados a la punta morada de
papay c) Determinar que especies de mal eza aledafiaal cultivo de papa son positivas afitoplasma. Serealizaron
muestreos de chicharritas y maleza cada ocho dias de enero a diciembre de 2004 en Huachichil, Arteaga, Coah.,
México. Para detectar fitoplasmas, se hicieron extracciones de ADN de cada una de |as especies de cicadélidos
y maleza colectadas y se realizaron pruebas de PCR. Se capturaron 53 especies diferentes de cicadélidos,
detectandose fitoplasma en Macrosteles fascifrons, Empoasca fabae, Oncometopia nigricans y una especie
no identificada. L as poblaciones més altas de | os adultos de cicadel lidae en conjunto, se observaron de noviembre
afebrero. Unicamente especies de mal eza: Flourensia cernua (Asteraceae), Partheniumincanum (Asteraceae),
Prunus cercocarpifolia (Rosaceae) y Reseda luteola (Resedaceae), del total de las 22 en donde se capturaron
adultos de cicadélidos resultaron positivas afitoplasma.

Palabras clave: Arvenses, Empoasca fabae, Macrosteles spp., Oncometopia nigricans.
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Introduccién

El cultivo de papaesuno delos mésimportantes de la
Republica Mexicana 'y en los Ultimos afios, se ha visto
muy af ectado por las enfermedades conocidas como punta
morada y bola de hilo, las cuales son ocasionadas por
fitoplasmas (Martinez, 1999), parecidosalos clasificados
como 16Srl y 16Srll (Leeet al., 1998; Leyvay Martinez,
2001). La punta morada se ha constituido en el factor
limitante masimportante, tanto paralaproduccion de papa,
como de semilla (Cadena, 1987). Durante 2003 y 2004,
estaenfermedad afect6 al 100 % delas plantas cultivadas,
en algunas areas productoras de papa, como ocurrid en la
region Sur de Coahuila 'y Nuevo Leon, donde causd
pérdidas millonarias, ya que redujo el rendimiento hasta
en 90 % en algunos lotes, y cuando se logré obtener
cosechas razonables, la calidad de los tubérculos fue
afectada por un manchado interno, ocasionando que las
pérdidas fueran del 100 %. (Flores et al., 2004).

El cultivo de papa es susceptible améas de 300 plagasy
enfermedades; estas Ultimas se pueden propagar por
semilla, suelo, implementos de labranza, insectosy otros
medios (Horton, 1992). Los insectos conocidos como
chicharritas (Cicadellidae) son vectores importantes ya
gue pueden transmitir hasta40 virusdistintosdelasfamilias
Rhabdoviridae y Reoviridae, ademas de un grupo de
geminivirus (Triplehorny Jonson, 2005). Los cicadélidos
son el segundo grupo de insectos vectores de virus
fitopatogenos, después de Aleyrodidae (moscas blancas)
(Metcalf y Flint, 1984). L os géneros masimportantes son
Empoasca, Dalbulus y Dicrella.

El principal vector delapuntamoradaeslachicharrita
Macrosteles fascifrons (Hemiptera: Cicadellidae)
(Triplehorny Jonson, 2005) y otras chicharritas pequefias.
Son insectos saltadores muy comunes, que constituyen un
grupo muy grande de cerca de 2,500 especies
norteamericanas (Lorusy Margery, 1980; Arce, 1996). El
catédlogo cicadoidea de Metcalf enlista 4,378 especies
ubicadas en 591 génerosy 54 subgéneros (Del.ong, 1971).

Desde el punto de vista econémico, a una planta que
esinapropiada se le considera mal eza; ya sea porgue son
toxicas a los animales, desplazan a plantas més Utiles, o
por gue son huéspedes alternos de patdgenos de plantas o
de insectos vectores de enfermedades (Huffaker, 1987).

En la regién productora de papa de Coahuila-Nuevo
Ledn, unade lasmésimportantesen México, se desconoce
que especies de cicadélidos estan presentes, y por |o tanto
no se tiene informacidén acerca de su densidad y
movimiento poblacional, como tampoco de las especies
de mal eza frecuentadas por estos organismos, y especies
de maleza positivas a fitoplasma. Existe informacion de
especies de cicadélidos que han resultado positivas a

fitoplasmas asociados alapuntamorada, que es prudente
confirmar y ademas determinar si otras especies son
positivas a fitoplasma, por lo que los objetivos de este
estudio fueron: a) Detectar especies de cicadélidos
positivos a fitoplasma asociado a la punta morada, en
mal ezaa edafiaa cultivo comercial de papa, b) Determinar
la fluctuacion poblacional de cicadélidos positivos a
fitoplasma asociados a la punta morada de papa y ¢)
Determinar que especies de maleza aledafia al cultivo de
papa son positivas afitoplasma.

Materiales y Métodos

Se realizaron muestreos semanal es durante |os meses
de enero a diciembre de 2004 en maleza aledafia a un
cultivo comercial de papa, en el rancho e Poleo, localizado
en Huachichil, Arteaga, Coah., México. Laidentificacion
delosinsectosserealizd en @ Insectario del Departamento
de Parasitologia Agricola (DPA) de la Universidad
AuténomaAgrariaAntonio Narro (UAAAN).

Muestreo de Cicadélidos

Para muestrear en maleza se utilizé una red
entomol 6gica de golpeo de 30 cm de diametro; en cada
muestreo se consideraron cinco puntos al azar, en un area
de aproximadamente 2 ha, adjunta a un terreno
programado para sembrar papa, dando 20 gol pes en cada
punto, para tener asi un total de 100 golpes cada ocho
dias.

Los insectos colectados, se guardaron en frascos de
plastico de 50 ml, con alcohol etilico a 70 % para su
preservacion; los frascos se etiquetaron y se trasladaron
el mismo diaal insectario del DPA delaUAAAN, parasu
posterior identificacion y para realizar las pruebas de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
correspondientes.

Los insectos colectados en maleza aledafia, primero
fueron separados del total deinsectos capturados en cada
muestreo, posteriormente se identificaron a nivel de
especie, utilizando las claves de Lehr (1988) y Dietrich
(1999).

Muestreo en Maleza

Se colectaron durante todo el afio de muestreo
diferentes especies de maleza aledana al lote de papa,
cada ocho dias se tomaron cinco especies de maleza
diferentesen cinco puntosal azar (donde se muestred para
capturar adultos de cicadélidos), teniendo como criterio
obtener la mayor diversidad posible de maleza. Los
especimenes de maleza colectados, se colocaron en
prensas de madera, para su traslado y secado al
Departamento de Boténica (DB) de la UAAAN. Los
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especimenes de mal eza colectados fueron identificados a
nivel deespecie, por & Dr. José Angel Villarreal Quintanilla,
especialista en taxonomia vegetal y floristica, de la
UAAAN en Sdltillo, Coah., México.

Muestreo para Deteccidon de Fitoplasma

Paraladeteccion de fitoplasmaen mal eza, setomaron
muestrasderaiz, tallo, hojasy floresdelas cinco malezas
muestreadas cada ocho dias. Las muestras se guardaron
en bolsas de plastico transparente de 1 kg de capacidad,
debidamente etiquetadas; posteriormente se colocaron en
unahielera, parasu traslado el mismo diade muestreo, a
laboratorio de Parasitologia Molecular del DPA de la
UAAAN, donde se mantuvieron a-70 °C.

Deteccion de Fitoplasma

Se realizaron pruebas con la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para determinar la
presencia de fitoplasma en adultos de cicadélidos y en
especies de maleza aledafia al cultivo de papa,
respectivamente, paralo cual, primero se llevaron acabo
extracciones de ADN de todas las muestras obtenidas en
campo. Posteriormente se efectud la primera PCR
utilizando las secuencias (5-3") delos oligonucledtidos:
P1 TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC; TINT
AAGAGTTTGSTCCTGGCTCAGGATT. Después se
hizo la segunda reaccién en cadena de la polimerasa,
utilizando las secuencias (5-3") delos oligonucledtidos:
R16mR2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG;
R16mF2 ACGACTGCTGCTAAGACTGG. Para la
amplificacion se utilizd el siguiente programa en el
termociclador: 94 °C durante2min, 94°Cy 55°C por 45s
(35ciclos), 72°C por 2miny 72 °C durante 5 min.

Todos los pasos previamente descritos se realizaron
utilizando el protocolo establecido parala deteccion de
fitoplasmas de Martinez (2000).

Analisis Estadistico

Con € fin de determinar s los factores ambientales,
temperatura maxima, temperatura minima, temperatura
ambientey precipitacion pluvial, tuvieron algin efecto sobre
las poblaciones de cicadélidos, se realizaron andlisis de
regresiones y correlaciones multiples. Por tal efecto, el
promedio de adultos capturados cada ocho dias se
consider6 como la variable dependiente y los cuatro
factores abioticos mencionados como variables
independientes. Se utilizo el paquete estadistico Statistica
de StatSoft para Windows.

Resultados y Discusion
Cicadélidos en Maleza

Se colectaron un total de 1,658 adultos de chicharritas
en maleza aledana a cultivo de papa, de este material
biol 6gico, por comparaciones morfol 6gicas se separaron
53 especies, delas cualesalgunas seidentificaron conlas
claves taxondmicas ya referidas. El Cuadro 1 resume €l
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Figura 1. Fluctuacién poblacional mensual de adultosde
cicadélidos en maleza aledafia al cultivo de papa en
Huachichil, Arteaga, Coah., México durante 2004.

Cuadro 1. Superfamilias, géneros, especies y nimero de adultos de cicadélidos colectados en maleza aledafia a
cultivo de papa de enero adiciembre de 2004 en Huachichil, Arteaga, Coahuila.

Situacion Subfamilia Géneros Especies NUmero de adultos capturados
Maleza Typhlocybinae  Empoasca fabae 66
Deltocephalinae Macrosteles fascifrons 73
Oncometopia  nigricans 54
Sp. 48 13
49 especies 1452
Totdl: 1658
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numero de adultos col ectados en mal ezad edafiaal cultivo
de papa, por génerosy especies.

Las especies positivas a fitoplasma en conjunto
representaron el 12.4 % del total de adultos capturados.
La Figura 1 muestra la fluctuacion poblacional que se
reflejaal considerar el nimero total de capturasde adultos
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Figura?2. Fluctuaci on poblacional de adultosde cicaddlidos
positivosafitoplasmacol ectados en maleza aledafiaapapa
comercia de enero a diciembre de 2004 en Huachichil,
Coah., México.

de las 53 especies atrapadas; se puede apreciar que estos
insectos estuvieron presentes durante todo el afio,
presentédndose picos altos de captura en los meses de
febreroy julio, asi mismo, apartir de octubre hubo también
un crecimiento paulatino, que culminé con e maximo
crecimiento poblacional del afio en el mesdediciembre.

LaFigura 2 muestrala fluctuacion poblacional delas
especies de cicadélidos que resultaron positivas a
fitoplasma. M. fascifrons se detecté en ocho meses (de
febrero a mayo, en agosto y de octubre a diciembre),
aunque en bajos nimeros, siendo en febrero cuando se
capturd el mayor nimero de adultos (27). E. fabae se
registré en la mayoria de los meses (de febrero ajulio y
de septiembre a diciembre) en muy bajas densidades, en
febrero se colect6 el maximo de adultos (14), ademas se
capturaron 12 adultosen losmesesde abril y julio. Polgar
et al. (2002), reportan en Hungriala presencia de adultos
de varias especies de Empoasca sobre papa, a partir de
mayo, alcanzando el méximo poblacional enjulioy agosto.
Emmen et al. (2004), comentan que en Pennsylvania
(USA) e comportamiento de E. fabaeessimilar en alfalfa,
donde las mas altas poblaciones se presentan en julio,
seguidas de pequefias expl osiones pobl acional es durante
agosto.

Cuadro 2. Especies de maleza en las que se capturaron adultos de cicadélidos positivos a fitoplasmay nimero de

individuos en Huachichil, Arteaga, Coah., México.

Familia Maleza M. fascifrons E. fabae O. Nigricans Especie 48
Resedaceae Reseda luteola 6 12 7 0
Poaceae Aristida curvifolia 8 1 0 1
Brassicaceae  Brassica kaber 1 2 0 0
Poaceae Sipa eminens 16 0 0 0
Poaceae Triticum eastivum 28 12 0 0
Asteraceae Brickellia veronicaefolia 1 2 0 0
Brassicaceae  Eruca sativa 5 3 5 0
Liliaceae Asphodelus fistulusus 1 1 2 1
Poaceae Avena sativa 1 2 0 0
Asteraceae Flourencia cernua 0 6 0 0
Asteraceae Gymnosperma glutinosum 0 9 1 0
Asteraceae Hymenoxys odorata 0 5 0 0
Asteraceae Helianthus laciniatus 1 3 2 2
Mentzelia multiflora 0 3 0 0
Rosaceae Pronus cercocorpitelia 0 4 3 0
Asteraceae Viguiera dentata 1 3 22 8
Asteraceae Conyza bonoriensis 0 0 1 0
Lamiaceae Marrubium vulgare 1 0 1 0
Lamiaceae Salvia tiliaefora 0 1 1 0
Lamiaceae Salvia lanceolata 2 0 2 0
Asteraceae Parthenium incanum 0 0 1 0
Asteraceae \erbena ciliata 0 0 1 0
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Se capturaron muy pocos adultos de Oncometopia
nigricans, siendo los meses de agosto y septiembre
cuando se obtuvo el méximo nimero de adultos capturados
(15) y la especie 48 fue en la que el menor nimero de
adultos fueron capturados, con tan solo 8 adultos en €
mes de agosto, y muy pocas capturas en el resto de los
meses.

Figura 3. Especies de cicadélidos positivos afitoplasma
col ectados en mal ezaal edafia acultivo comercial de papa
en Huachichil, Arteaga, Coah. México: M. fascifrons (A);
E. fabae (B) O. nigricans, (C); Especie 48 (D).

Las regresiones y correlaciones multiples realizadas,
indican que paraM. fascifrons no hubo significacion para
los factores abi6ticos considerados, y correlaciones
negativas muy bajas entre dichos factores. Para E. fabae,
seobtuvo unaregresion atamente significativa, de0.005020
con la variable de temperatura ambiente y de 0.007453,
con la variable temperatura minima, sin embargo
presentaron correl aciones negativas muy bajas, debido a
que se presentaron temperaturas muy bajas (abajo de cero),
en el area de trabajo de noviembre hasta abril. Para O.
nigricans no hubo significacion para los factores
considerados, ya que se obtuvieron correlaciones muy
bajas. La especie 48, no identificada hasta el momento,
presentd regresiones no significativas, asi como
correlaciones muy bajas entre dichos factores.

M aleza

Se colectaron 22 especies de maleza en donde se
capturaron adultos de cicadéidos, que resultaron positivos
afitoplasma, siendo Triticum eastivum (Poaceae), donde
se capturd el mayor nimero de adultos con untotal de 40,
deloscuales 28 fueron M. fascifrons. En Viguiera dentata
(Asteraceae) se capturaron 34 adultos, de los cuales 22
pertenecen a O. nigricans.

Hutchison (2002), mencionaque en Minnesota (USA)
anual mente se presentan poblaciones de M quadrilineatus
[= Macrosteles fascifrons (Stal)] que hibernan como
huevecillos en diversas especies de pastosy trigo, 1o cual
concuerda con |o obtenido al respecto en este trabajo.

L os adultos de cicadellidae restantes se capturaron en
las 20 mal ezas, que se mencionan en el Cuadro 2.

Gonzéles (1995) mencionaquel os principalesinsectos
vectores de enfermedades que atacan a cultivo de papa
en Coahuilay Nuevo Leon, son las chicharritasy reporta
como hospederas principales a la gobernadora (Larrea
tridentata), el afilerillo (Erodium cicutarium), el falso
diente de Ledn (Sonchus oleraceus) y el polocotillo
(Helianthus laciniatus); este dltimo se encuentra en el
area de estudio.

Arispe (1995) describe para el Canon de Emiliano
Zapata, Coah., México, 16 especies de mal eza asociados
al cultivo de papa, de las cuales tres estan presentes en
Huachichil, siendo las més abundantes, el polocotillo
(Helianthus laciniatus), la alfombrilla (\erbena ciliata)
y la hierba amargosa (Parthenium hysterophorus).

Deteccion de Fitoplasmas

Con latécnicade reaccién en cadenade la polimerasa
(PCR), se detect6 la presencia de fitoplasmas en adultos
de M. fascifrons, E. fabae, O. nigricansy la especie 48
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(Figura3), utilizando losiniciadores P1/Tint en el primer
ciclodeamplificaciony losiniciadores R16mR2/R16mF2
durante la segundareaccion (Figura4). Lee et al. (2003),
identificaron a insectos vectores de fitoplasma en
zanahoria, siendo M. fascifrons uno de los més
importantes vectores en Texas (USA).

Beanland et al. (1999) reportaron aM. fascifrons como
vector defitoplasmas en lechuga, siendo las hembrasméas
eficientes en latransmision quelos machos.

Se han mencionado algunas especies del género
Macrosteles como vectoras de fitoplasmas como es el
caso de M. quadripunctulatus que ocasiona el
amarillamiento en el crisantemo (Marzachi y Bosco, 2005),
gue también es reportada como vectora de fitoplasmas en
localidadesvifierasde Italia(Mazzoni et al ., 2001).

Almeydaet al. (2004), reportaron a género Empoasca,
asociado a la punta morada de la papa en los estados de
Coahuila, Guangjuato, Edo. de México, Nuevo Leon. y
Tlaxcala.

Este trabajo reporta por primera vez a O. nigricans
como vector de fitoplasmaasociado ala puntamorada; €l
género Oncometopia sblo se habiareportado como vector
de la bacteria causal de la clorosis colorida en citricos,
enfermedad reportada en Brasil (Milanez et al., 2003).

Se determind la presencia de fitoplasmas en cuatro
especies de maleza donde se capturaron adultos de
cicadélidos, siendo estas Fluorensia cernua, Parthenium
incanum, Prunus cercocarpifolia y Reseda luteola
(Figura 5). Aunque se capturaron muy pocos adultos de
chicharritas en estas especies de maleza, éstas tienen el
potencial paratransmitir la enfermedad amuchas plantas
de papa.

Lee et al. (2001) mencionan que la maleza Brassica
oleraceaeresulté positivaal fitoplasmadel amarillamiento

123456789M

Figura4. Amplificacion de secuenciasdeADN especificas
afitoplasmade puntamoradadelapapa. Carriles: 1 Testigo
negativo (Aguadesionizadaestéril); 2 Especiedecicaddido
No. 48 (Positivo); 3-4 cicadélidos negativos; 5
Oncometopia nigricans (Positivo); 6 Empoasca fabae
(Positivo); 7 cicadélido negativo; 8 Macrostel esfascifrons
(Positivo); 9 Testigo positivo (B. cockerelli) y M marcador
de peso molecular 1kb.
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Figura 5. Amplificacién de secuencias de ADN
especificas a fitoplasma de punta morada de la papa.
Carriles: 1 Testigo negativo (Agua desionizada estéril); 2
Viguiera dentata (Negativa); 3 Prunus cercocarpifolia
(Positiva); 4 Flourensia cernua (Positiva); 5 Parthenium
incanum (Positiva); 6 Reseda luteola (Positiva); 7 Testigo
positivo (B. cockerelli) y M marcador de peso molecular
1kb.

del aster en el sureste de Texas, y Almeydaet al. (2004),
reportan a Helianthus annum, como posible hospedero
aternante del agente causal delapuntamoradade lapapa.

Conclusiones

Se detectaron cuatro especies de cicadélidos positivos
a fitoplasma asociado a la punta morada de la papa: M.
fascifrons, E. fabae, O. nigricans y la especie 48. E.
fabae y M. fascifrons se encontraron en la mayoria de
los meses, presenténdose en febrero el maximo nimero
de adultos para estas dos especies. O. nigricans se
encontro en siete meses, delos cualesagosto y septiembre
fueron los meses de méximas capturasy laespecie 48 fue
capturada en bajos nimeros, siendo el mes de septiembre,
cuando se presento la poblacion més alta. De las 22
especies de maleza donde se colectaron adultos de
cicadélidos positivos, Flourensia cernua, Parthenium
incanum, Prunus cercocarpifolia y Reseda luteola
resultaron positivas afitoplasma.
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