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Endosimbiontes obligados (yeast-like symbionts)
del vector Delphacodes kuscheli (Hemiptera: Delphacidae).
Cultivo e identificacion
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Financiamiento

“Estudios biolégicos y moleculares de los
endosimbiontes obligados asociados a hemipteros
delfacidos y cicadélidos de importancia fitosanitaria

para el agroecosistema maiz en Argentina”

1- Agencia de Promocion Cientifica y Tecnologica (PICT).
2- Universidad Nacional de La Plata (UNLP).

3- Comision Investigaciones Cientificas, Provincia de Buenos Aires (CICBA).
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Orden Hemiptera
Fulgoromorpha
Familia Delphacidae (planthoppers) “Chicharritas”
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Delphacodes
kuscheli

Insectos sucto-picadores
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Savia del floema
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Dietas deficientes

Relaciones mutualistas (hongos y bacterias)




Planthoppers — endosimbiontes obligados
Yeast-like symbionts (YLS)

Transmision
transovarial
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-Ascomycota
(Clase Pyrenomycetes)
Ejs: Candida sp; Pichia sp.

-Basidiomycota
Ej: Cryp-like symbionts

Aspecto levaduriforme
(10-12 um)

Cuerpo graso
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Michalik et al 2009

Funciones

-Proveen de aminoacidos esenciales
-Metabolismo del N y del esterol
-Desarrollo embrionario
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Consideracion en el manejo integrado de estas plagas!




Delphacodes kuscheli Fennah

Distribucion: Isla Juan Fernandez (Chile),

Centro y Norte de Argentina, Sur de Uruguay
(Remes Lenicov et al. 1985; Ornaghi et al. 1999).

Plantas huésped: gramineas cultivadas y
cebada, centeno, maiz, sorgo granifero, s
Cynodon sp., Bromus sp.

Patdgeno: Virus del Mal de Rio Cuarto de —
(Remes Lenicov et al. 1985) Fuente: Giménez Pecci et al. 2012
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Estudios previos
v" Alimentador del floema (Brentassi, 2004)

v’ Identificacidon de endosimbiontes levaduriformes
yeast- like symbionts (Brentassi et al. 2014)
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Cuerpo graso Polo posterior de ovocito primario

v’ Cuantificacion de YLS a lo largo del ciclo de vida (Liljestrém & Brentassi 2016)
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Objetivo

Aislar a los endosimbiontes (del tipo yeast-like) cultivables in vitro
e identificarlos en base a sus caracteristicas morfoldgicas y
a secuencias de su genoma.



Materiales y Métodos

i Huevos
Cria del vector en

laboratorio

Siembra en placas de Petri « Macerado «Esterilizacién (Alcohol 70°
| I e hipoclorito de sodio al 0.5 %)

Medios
de cultivo
utilizados

1- SDAY 1% (Sabouraud dextrosa agar -1% extracto de levaduras)

2- AEM 2% (Agar extracto de malta 2%)

3- AS amaranto 4% (Agar sacarosa - 4% de harina de amaranto)

(cloranfenicol

250 mg/l) 4- AS chia 4% (Agar sacarosa - 4% de harina de chia)




Desarrollo de colonias Incubacion: 4 dias - 25 °C
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> Caracterizacion molecular

1- Amplificaciéon de ISSR 2 - Amplificaciéon de ITS
(Inter Simple Sequence Repeat) » ITS5 (F) e ITS 4 (R) (White 1990)

100-1000

100-1000 C YLS1  YLS3  YLS6 YLS7

d A A

Primer (5" a 3") Temp. annealing ‘

AA5: GAG (AAG 48° C
( )s 3 - Secuenciacion (YL3 e YL6)

FAS: TAC (GA)s EE (560pb) Macrogen
LA5: CAG (AAC)s 53°C




Arbol filogenético-Maxima verosimilitud

a3

| ®

a5

73

72 | Naganishia albidosimilis JCM 8843 NR_077113.1
Naganishia liquefaciens CBS 968 NR_073220.1
Naganishia diffluens CBS 160 NR_111051.1

YLS3 *
73'[YLS6 *
Naganishia vishniacii CBS 7110 NR_111045.1

Naganishia uzbekistanensis CBS 8683 NR_073219.1

59 Naganishia adeliensis CBS 8351 NR_111050.1

79 Naganishia albida CBS 142 NR_111046.1
Naganishia antarctica CBS 7687 NR_111049.1

4?‘£ Naganishia bhutanensis ATCC 22461 NR_077082.1
_ Naganishia randhawae CBS 10160 NR_111118.1
Naganishia friedmannii CBS 7160 NR_111047.1

Filobasidium floriforme CBS 6241 NR_119429.1

0.02

Identidad: Naganishia sp (Cryptococcus)
(Basidiomycota: Tremellomycetes)



Conclusiones

-Se logro cultivar e identificar por primera vez a un endosimbionte
del tipo YLS aislado a partir de D. kuscheli.

- El género Cryptococcus fue mencionado en delfacidos plagas del
arroz (Dong et al. 2011) y en otros hemipteros Coccoidea con su
mencion en la participacion del metabolismo del acido urico (Ponce
de Ledn et al. 2016).

Cuestiones a elucidar y futuros pasos......
-Corroborar la presencia de YLS en adultos y ninfas.

- Probar otros medios y condiciones de cultivo a fin de lograr el aislamiento de
otras especies de YLS.

- Estudiar la diversidad de YLS mediante estudios metagendmicos.







