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RESUMEN

Los é&fidos son un grupo de agentes bioticos fuemgenasociados con enfermedades de plantas,
existiendo un importante nimero de especies enéeérg Cinara Curtis que viven sobre
coniferas.Cinara cupress ha sido reportada en Europa, América y Africa endo sobre
Juniperus, Cupressus, Thuja, Chamaecyparis, Widdringtonia y otras coniferas. Un complejo de
especies se propuso para los afidos usualmemttfickdos comdC. cupressi, el cual incluiria a

C. cupressi, Cinara tujafilina y una nueva especie denomina@aara (Cupressobium)
cupressivora (Watson y Voegtlin). Sin embargo, hasta el momefdodiscriminacién entre
C. cupress y C. cupressivora es controvertida, al igual que la participacionCdeujafilina en el
mencionado complejo. La diferenciacién tradiciogaireC. cupressi y C. tujafilina es, por otra
parte, dificil debido a que comparten muchos carast morfologicos y microscépicos. La
identificacion de especies patogénicas y no patogery el conocimiento de la dinamica de
poblacion de las diferentes especies, requierend@éatodo rapido y simple. En este trabajo se
reporta la primer deteccién molecular @ecupressi en bosques dA. chilensis en Argentina,
mediante la aplicacion de un método de RFLP-PCRfiddo para la identificacion de

C. cupressi y C. tujafilina.

INTRODUCCION

Muchas enfermedades de plantas son producidadigos,dos cuales pueden afectar al huésped
en forma directa o indirecta. La accion directawdede la remocion de savia o las lesiones que
producen, en tanto que la acciéon indirecta impkca actuacibn como vectores de otros
patdgenos. Delfino y Binazzi (2002) presentan umasion actual de las asociaciones entre



afidos y coniferas (nativas o exoéticas) en ArgentBinara (Cupressobium) cupressi (Buckton,
1881) ha sido reportada en Europa, América y AfcismnizandoJuniperus, Cupressus, Thuja,
Chamaecyparis, Widdringtonia y otras coniferas. La primer deteccion @Ge cupressi en
Argentina se produjo en el afio 2001 (Delfino y Bin&2005) y correspondié a la afeccion de
cipreses exoticos en la provincia de Cordoba. Eafiel2003 se detectd en la provincia de Santa
Cruz, nuevamente sobre cupresaceas exoticas, dandsuna amplia distribucion de la especie
en el pais.

En Argentina, los bosques de chilensis muestran un estado sanitario deficiente debida a |
presencia del disturbio denominado “mal del cipi@&irsavsky et al., 1975; Hranilovich, 1988,
Havrylenko et al., 1989). Por tanto, el ingrescedpecies agresivas @énara o su propagacion
descontrolada podrian producir un dafio considerabléos mismos. En Chil&. cupress ha
mostrado gran capacidad de dispersion, adaptathilddalimas y especies hospedantes. Fue
detectada sobre cipreses exaticos en el afio 2002 € al., 2005) y en el afio 2004 ya afectaba
muchas especies en los génebostrocedrus, Cupressus, Chamaecyparis, Juniperus y Thuja.
Aunque Watson et al. (1999) propusieron que laga@spC. cupressi, Cinara (Cupressobium)
tujafilina (del Guercio, 1909) y una nueva especie denomin@isara (Cupressobium)
cupressivora (Watson and Voegtlin) constituyen un complejo dpeeies, el mismo no ha sido
completamente aceptado. Remaudiere y Binazzi (2@@B)azan la creacion @& cupressivora
debido a que el 25% de los especimenes analizaalguieden ser identificados utilizando la
funcion de discriminacién propuesta por Watson ket (4999). Andlisis morfolégicos vy
microscopicos exhaustivos son requeridos para dmtificacion de especies por métodos
tradicionalesC. cupress y C. tujafilina comparten muchos caracteres y aunque la coloraeon
las patas ha sido propuesta como un caracternitd diferenciacion, es altamente variable y se
requiere la evaluacion simultdnea de marcadoreerseptarios (Remaudiére y Binazzi, 2003).
Hasta el momento, la separacion er@recupressi y C. cupressivora es controvertida, al igual
que la participacion deC. tujafilina en el complejo propuesto. La aplicacion de nuevas
metodologias, frecuentemente usadas en identificaniolecular, podria ayudar a resolver
algunos de estos interrogantes. Varios tipos deadares moleculares han sido desarrollados y
pueden ser facilmente empleados en entomologiad@lexy Lushai, 1998). Los genes
mitocondriales citocromo oxidasa | y Il (COl y CPIy los genes nucleares correspondientes al

factor de elongaciéndlo al tRNA del amino&cido Leucina, han sido empdsadn estudios



taxonomicos Yy filogenéticos (Loxdale y Lusahi, 198®rmark, 2000). El mtDNA posee una
tasa de mutacion mayor que el DNA nuclear, porue gqumerosos marcadores mitocondriales
son usados para diferenciar razas o biotipos. Laoula de mtDNA presenta regiones altamente
conservadas sobre las cuales se han desarrolladeergr universales que permiten la
amplificacién de regiones Utiles para estudiosu#irals y filogenéticos.

La identificacion molecular d€. cupress y C. tujafilina permitiria avanzar en el andlisis de la
dinamica natural de ambas especies, acelerandetdacibn y la evaluacion del impacto de los
métodos de control biolégico que estan siendo esdpkepara su manej8ilva et al., 2005).

En este trabajo aplicamos y evaluamos un métod®Fd€>-PCR disefiado para la identificacion
de C. cupress y C. tujafilina. Muestras de éafidos obtenidas en bosque®.dehilensis en

Argentina fueron utilizadas con tal fin.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo. Las muestras empleadas corresponden a colonladassecolectadas destleuja
sp., Cupressus sp. y A. chilensis, en la localidad de EIl Bols@mnovincia de Rio Negro en
Octubre del 2006 y Abril del 2007. Muestras rectaldas desdA. chilensis en San Ramén (area
de estepa, provincia de Rio Negro), durante el deeOctubre del 2006, fueron también
empleadas. Los afidos utilizados en estudios nuomsos fueron conservados en etanol 65%,
preparados de acuerdo con el método propuesto ponaliere (1992) e identificados
morfolégicamente siguiendo los criterios propuegios Watson et al. (1999), Remaudiére y
Binazzi (2003) y Delfino y Binazzi (2005).

RFLP-PCR. La extraccion de DNA (Hammond et al., 1996) séizéaobre afidos provenientes
de colonias deC. cupressi o C. tujafilina morfolégicamente identificadas; y desde afidos, no
identificados, provenientes de colonias aisladasleetadas desdA. chilensis. Los primers
universales COIS,5 -GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC-3" (C1-J-1718 Simon et al. 1994) y
COIA, 5-GCTAATCATCTAAAAATTTTAATTCCTGTTGG-3" (C1-J-2441, modificado desde Simon et
al. 1994) se utilizaron para amplificar un fragneede COI de aproximadamente 700 pares de

bases (excluyendo la secuencia de los primers).reéasiones fueron hechas en|2%n 1X
buffer con 20QuM dNTPs, 0.5uM primers directo y reverso, 2 mM Mgy 0.02 Uful de Taq

DNA polymerase (Invitrogen Life Technologies, USAe utilizd un termociclador GeneAmp



PCR System 9700 (Applied Biosystems), con los sigeis parametros de ciclado:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 6 min, seguida 35 ciclos que consisten de
desnaturalizacion a 94°C por 1 min, annealing tegys a 50°C por 90 sec, y amplificacion a
72°C por 90 sec, con un paso de extension fin&°& por 5 min. Las amplificaciones fueron
digeridas con la enzima de restriccion Hae |l § pwoductos de digestion separados mediante

electroforesis en gel de agarosa (2%) en TAE 1X.

RESULTADOS

El desarrollo de un método de identificacion molacprecisa de especimenes individuales de
cada especie en estudio. La identificacion tradediopor su parte, requiere preparaciones
especiales de especimenes adultos que no puedkregerempleados en el analisis molecular.
Dos hospedantes alternativos fueron utilizadosretrabajo previo para generar las secuencias
nucleotidicas correspondientes a COIl de cada es{debiA extraido desde afidos provenientes
de colonias morfolégicamente identificadas colemsadesdeCupressus sp. fueron empleadas
paraC. cupressi; en tanto que par&. tujafilina se recolectaron desdéuja sp. Sobre la base de
estas secuencias se selecciono la enzima de cestridae Ill para la identificacion de ambas
especies mediante RFLP-PCR.

En el presente trabajo, DNAs extraidos desde afidmgenientes de colonias aisladas colectadas
desdeA. chilensis fueron amplificados por PCR, digeridos con Haeylbeparados en gel de
agarosa (2%) en TAE 1X. La Figura 1, muestra Idsopas de restriccion obtenidos para 3
muestras provenientes de chilensis de la zona de El Bolson (calles 9, 11 y 13) y kstna
proveniente dé\. chilensis de la zona de San Ramoén (calle 2). DNAs extrad@ssle colonias de
afidos colectados desdehuja sp. y Cupressus sp. (previamente identificados por métodos
tradicionales) fueron amplificados, digeridos y aepdos en el mismo gel utilizandose como
marcadores internos de referencia. Los patronggsdgccion obtenidos para estos marcadores
coinciden con lo esperado (analisissilico): dos bandas de 530 y 220 pares de bases para
C. cupressi (calle 6) y dos bandas de 640 y 110 pares de lpasa€. tujafilina (calle 4). Las
muestras provenientes de chilensis presentan el patron de digestion de la espécaipressi
(calles 2, 9 y 11) o el patron de digestion dedpeeieC. tujafilina (calle 13).C. cupress se
detectd en las dos areas geograficas analizatlBe|€6n (zona mésica) y San Ramén (zona de

estepa).



Estos resultados constituyen la primer detecciolecntar de la especi€. cupressi en bosques
de A. chilensis en Argentina y confirman la utilidad del método RELP-PCR en la rapida
deteccion deC. cupressi y C. tujafilina en muestras provenientes @epressus sp., Thuja sp. 0

A. chilensis.

Figura 1: Amplicones obtenidos por PCR (calle 1, 3, 5,B8y1l2) y correspondientes patrones
de restriccion (calles 2, 4, 6, 9, 11, 13) sepasgubr electroforesis en gel de agarosa (2%) en
TAE 1X. Calles 8 a 13, muestras provenientes\.dghilensis (El Bolsén). Calles 8 y 9: muestra
A18A-2B. Calles 10 y 11: muestra A40A-1. Calles Y1 43: muestra A-6S-2B. Calles 1 y 2:
muestra proveniente dA. chilensis (San Ramoén): muestra A-SR. Marcadores internos de
referencia: calles 3 y 4 .Qujafilina recolectada desd€&huja sp; calles 5 y 6C. cupress
recolectada desd@upressus sp. Marcador de peso molecular (calle 7): pcDNAgjeddo con
Ddel/Xhol (1140, 758, 540, 409 y 166 pb). Bandgseemdas par&. cupress se indican con

asteriscos negros, bandas esperadaspangafilina se indican con asteriscos blancos.

DISCUSION

El ingreso deC. cupressi, ha sido reportado recientemente en Brazil, Child&rgentina,
evidenciando su gran capacidad de dispersion, aoiigad a climas y a especies hospedantes
diversas(Sousa-Silva and llharco, 2000; Silva et al., 20D6lfino and Binazzi, 2005; Ortego,
2006) Varias estrategias de manejo estan siendo implaai@s en ChileSjlva et al., 2005)
tomando como base los métodos aplicaglvdfrica (Ciesla, 1991)8in embargo, la evaluacion

del impacto del control biolégico y de los cambaisservados en la dinAmica de poblacion de



C. cupressi (y especies relacionadas) se ve retrasada poffitalthd de la identificacion
morfologica tradicional. El estudio de la distribirc de C. cupressi en areas extendidas u
hospedantes alternativos y los cambios en la docgmatural d€. tujafilina como consecuencia
del ingreso deC. cupressi, se vuelven impracticos y poco factibles a tradésempleo de la
identificacion microscopica. Por otra parte, lossdpges deA. chilensis en Argentina son
afectados por “mal del ciprégEl Mujtar and Andenmatten, 2007a, b) y es esperabke la
deficiencia de su estado sanitario se intensifigole el ingreso deC. cupressi. Este contexto
planted la necesidad de un método de identifica@pito y simple.

En este trabajo reportamos la primer deteccion cutde de C. cupress en bosques de
A. chilensis en Argentina, a través del empleo de un método FlePRPCR. ElI método fue Util
para identificar la especie y se presenta comohameamienta valiosa para el analisis de la
variacion estacional, la distribucion en hospedawnteegiones par@. cupress y C. tujafilina.
Secuencias nucledétidicas correspondientes a la aniegion del gen COIl han sido generadas
para otras especies @eara que colonizan coniferas presentes en la zondpppre el método

podria ser extendido para discriminar un mayor marde especies en el género.

CONCLUSIONES
La aplicacion de un método molecular (RFLP-PCRini&d la rapida deteccion de. cupress y

C. tujafilina en muestras provenientesAlechilensis, Cupressus sp. oThuja sp.
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