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RESUMEN.

Delphacodes kuscheli'y Dalbulus maidis son dos especies de hemipteros auquenorrincos de importancia fitosanitaria que transmiten el “Mal de Rio
Cuarto virus” y el “Corn Stunt Spiroplasma” respectivamente, enfermedades que afectan al cultivo de maiz en Argentina. Entre los hemipteros es
conocida la presencia de endosimbiontes obligados (bacterias u hongos) que proveen de aminoacidos esenciales y vitaminas indispensables para
completar su ciclo vital. El objetivo de este trabajo es dar a conocer la localizacion y caracterizacion morfolégica de los endosimbiontes obligados
asociados a ambas especies. Los insectos provinieron de crias mantenidas en el Bioterio de la Divisién Entomologia, Facultad de Ciencias
Naturales y Museo de La Plata. Las observaciones se realizaron con microscopio 6ptico y electronico de transmision para lo cual hembras adultas
se procesaron seguin técnicas convencionales de fijacién, inclusién y coloracién. D. kuscheli aloja organismos eucariotas, yeast-like symbionts (YLS)
en el cuerpo graso abdominal y en el polo posterior de los ovocitos; a nivel ultraestructural se destaca el grosor de la pared celular. Los
endosimbiontes de D. maidis se alojan en 6rganos pares abdominales (bacteriomas) formados por células uninucleadas y una zona sincitial donde
selocalizan bacterias de forma irregular de gran tamafio (8-12 um de longitud).
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ABSTRACT.

Delphacodes kuscheli and Dalbulus maidis are two species of hemipterans auchenorrhynchans of phytosanitary importance that transmit the “Mal
de Rio Cuarto virus” and the “Corn Stunt Spiroplasma” respectively, diseases which affects maize crop in Argentina. Among hemipterans the
presence of obligate endosymbionts (bacterial and/ or fungal) that providing of essential amino acids and vitamins necessary for the life cycle of
the host is known. The aim of this work is to provide the localization and morphological characterization of the obligate endosymbionts related
with both species. The insects were reared in the Bioterio of the Division Entomologia, Facultad de Ciencias Naturales y Museo de La Plata. The
observations were made using light and transmission electron microscopy. Adult females were processed using conventional methods of
fixation, inclusion and coloration. D. kuscheli harbors eukaryotic organisms, yeast-like symbionts (YLS) in the abdominal fat body and in the
posterior pole of the oocytes; at ultrastructural level the main character is the thickness of the cell wall. Endosymbionts of D. maidis are harbored in
paired abdominal organs (bacteriomes) formed by uninucleate cells and a syncytial zone where irregular and big bacterium (8-12 pm long) are
localized.
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INTRODUCCION

Los hemipteros auquenorrincos son insectos que
poseen sus piezas bucales adaptadas para alimentarse
de los fluidos vegetales (savia del xilema o floema) de
sus plantas hospederas. Esta fuente de alimentacion
resulta nutricionalmente desbalanceada (1, 2) por lo
cual viven asociados con microorganismos (bacterias u
hongos) que complementan sus dietas proveyéndolos
de aminoacidos esenciales o vitaminas (3, 4). En general
estas asociaciones simbidticas son obligadas ya que
estos microorganismos son esenciales para completar el
ciclo vital del insecto y se transmiten verticalmente a
través del ovario a la descendencia (5, 6, 7, 8, 9, 10). En
Argentina, Delphacodes kuscheli Fennah (Familia
Delphacidae) y Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott)
(Familia Cicadellidae) son dos chicharritas que revisten
importancia fitosanitaria por vehiculizar patégenos al
cultivo de maiz al cual le provocan cuantiosas pérdidas
econémicas. D. kuscheli es una especie nativa con
capacidad vectora del virus causal del “Mal de Rio
Cuarto del maiz” (MRC) (11) y actualmente
considerada como la principal especie vectora natural
de ese patogeno (12,13, 14).

Dalbulus maidis, especie endémica de regiones
tropicales registrada por primera vez en Argentina en
1990 (15), es la especie vectora mas importante del
Spiroplasma kunkelii, causal del “Achaparramiento del
maiz” o “Corn Stunt Spiroplasma” (CSS) (16), que afecta
al maiz en las regiones tropicales y subtropicales de
América y que se ha ido expandiendo en Argentina
desdeelano1997(17,18,19).

Debido a la importancia de los microorganismos
simbiontes en el ciclo vital de los insectos vectores y a la
ausencia de estudios referidos a los endosimbiontes

obligados de los auquenorrincos plagas presentes en la

zona maicera de nuestro pais se propuso dar a conocer
la localizacién y caracterizaciéon morfolégica de los
endosimbiontes obligados predominantes asociados a

D. kuscheliy D. maidis.

MATERIALES Y METODOS

Cria de insectos

Los insectos provinieron de crias llevadas a cabo bajo
condiciones controladas de luz, temperatura y
humedad (L: 16, D: 8); 24 °C * 2; HR: 55-65 %) en el
Bioterio de la Division de Entomologia de la Facultad de
Ciencias Naturales y Museo de La Plata. Los insectos
fueron criados sobre sus hospedantes preferenciales:
plantas de Avena sativa L. para D. kuscheli y plantas de
Zea mays L. para D. maidis; las plantas fueron obtenidas
desde la siembra de semillas en tierra fértil. Los
ejemplares de D. kuscheli utilizados para fundar la
colonia provinieron de muestreos realizados en Rio
Cuarto, provincia de Coérdoba, zona endémica del
MRCV mientras que los de D. maidis provinieron de
muestreos llevados a cabo en El Manantial, localidad de
la provincia de Tucuman, zona agroecolégica del Chaco

Subhtimedo durante las campafias 2009-2010.

Localizacion y caracterizaciéon morfologica de endo-
simbiontes

Para la obtencién de cortes histolégicos se utilizaron
hembras adultas de ambas especies obtenidas de la cria
experimental. Los ejemplares, luego de ser anestesiados
con éter etilico, fueron desprovistos desusalas y patas
con ayuda de pinzas de punta fina; posteriormente se
llevé cabo la fijacién de los mismos en glutaraldehido
(2%), post-fijacion en tetréxido de osmio (1%),
deshidratacién en una serie creciente de etanol (50-

100%) e inclusién en resina Epoxi por 36 hs a 35°, 50° y
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60°C. De este material se realizaron tanto cortes
semifinos (2-3 pm) como secciones ultrafinas (60 nm)
utilizando un ultramicrétomo Ultracut Reichert ]J-
Supernova provisto de una cuchilla de diamante. Los
cortes semifinos se colorearon con 0,05% de azul de
toluidina O y se examinaron con un microscopio de luz
Nikon YS2-H equipado con una cdmara digital Nikon
D40. Las secciones ultrafinas (60 nm) se montaron en
grillas de cobre y se contrastaron con acetato de uranilo
y citrato de plomo para su observacion con un
microscopio electrénico de transmision Jeol JEM 1200
EXII. Las microfotografias se tomaron con una camara
digital Erlangshen ES 1000W. Para la descripcion de los
bacteriomas de D. maidis ademéas se llevé a cabo la
diseccion de hembras adultas con agujas entomolégicas

bajo un microscopio estereoscopico.

RESULTADOS

Localizacion de endosimbiontes en ambas especies.

Delphacodes kuscheli presenta endosimbiontes de tipo
levaduriforme, de 10 a 12 pm de longitud que se
reproducen por brotacion. Estos se distribuyen en el
tejido graso abdominal y en el polo posterior de los
ovocitos primarios. Estudios de la ultraestructura
evidenciaron que presentan una pared celular gruesa
conformada por dos capas, una externa electrodensa de
aproximadamente 30 nm de espesor y una capa interna
menos electrodensa y de mayor espesor, aproxima-
damente 100 nm (Fig. 1).

Dalbulus maidis presenta O6rganos pares (bacte-
riomas) alojados en la cara lateral interna de los
primeros segmentos abdominales. Estos o¢rganos
poseen un aspecto arrifonado, miden aproxima-

damente 0,06 mm de largo, su color es blancuzco y

presentan una zona amarillenta. Los estudios
microscopicos mostraron que los bacteriomas estan
formados por células uninucleadas y presentan una
zona sincitial que contiene a bacterias de forma irregular
y de gran tamafio (3- 4 pm de ancho y 8-12 pm de largo).
Las mismas presentan cuerpos densos en su citoplasma

y se encuentranrodeados de membranas (Fig. 2).

DISCUSION

La morfologia y la localizacién de los endosim-
biontes presentes en D. kuscheli (Familia Delphacidae)
indican que los mismos corresponderian a los
endosimbiontes obligados del tipo levaduriforme
conocidos como “yeast- like symbionts” que han sido
descriptos en otras especies de auquenorrincos
particularmente de la familia Delphacidae (20, 21, 22,
23). Si bien este tipo de simbiontes son los
predominantes en las especies de esta familia, también
han sido registrados en especies pertenecientes a la
familia Cicadellidae (10). En D. maidis (Familia
Cicadellidae) los endosimbiontes obligados se
encuentran en bacteriomas, cuya morfologia y
ubicaciéon en el huésped permiten relacionar a estos
organos con los hallados en otras especies de la familia
(24, 25). Asimismo la morfologia de los microor-
ganismos alojados en la zona sincitial del bacterioma se
asemeja a la descripta para organismos endosimbiontes
observados en otras especies de Cicadellidae (25, 26).

El ciclo vital de las chicharritas no puede comple-
tarse sin la intervenciéon de los endosimbiontes
obligados los cuales complementan sus dietas
proveyéndolos de aminodcidos esenciales y vitaminas.
En este marco, estudios recientes realizados sobre
especies de delfacidos consideradas plagas del arroz en

Asia discuten la factibilidad de la utilizacién de estos
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Figura 1. A: Ejemplar hembra de Delphacodes kuscheli. Escala: 0,1 mm. B-D Cortes histol6gicos observados con microscopia optica. Escala: 10 pm.
B: Las flechas indican los “yeast- like symbionts” (YLS) formando agregados en el cuerpo graso abdominal. C: Detalle de los endosimbiontes
mostrando el aspecto baciliforme y la reproduccion por brotacién (flecha). D: YLS alojados en el polo posterior del ovocito. E-F Microfotografias
observadas con microscopio electrénico de transmision. E: endosimbiontes unicelulares alojados en el tejido graso abdominal y reproduccién
por brotacioén (flecha). Escala: 1 pm. F: Detalle de la pared celular del endosimbionte mostrando la diferente densidad dela capa externa (flecha)

einterna (A). N =ntcleo. Escala: 0,2 pm.
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Figura 2. A: Ejemplar hembra de Dalbulus maidis. Detalle de los bacteriomas extraidos bajo microscopio estereoscopico desde la parte
lateral interna de los primeros segmentos abdominales. Escala: 0,1 mm. B: Corte longitudinal del abdomen mostrando la ubicacién del
bacterioma (delimitado con linea curva roja) en proximidad con los ovocitos (Ov). Escala: 50 pm. C: Detalle del bacterioma mostrando las
células uninucleadas (Cu) y el sincitio (Sin) que aloja bacterias simbiontes. Escala: 25 pm. D: Microfotografia tomada a partir de la
observacion con microscopio electrénico de transmision. Detalle de la zona sincitial con bacterias simbiontes (S) de forma irregular y gran
tamano. N = ntcleo. Escala: 2 um.
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simbiontes en el manejo integrado de estas plagas (27,
28). Los resultados del presente trabajo aportan
informacion basica para futuros estudios que prevén la
disminucién experimental de estos endosimbiontes a fin
de conocer su efecto en la dindmica poblacional de las
especies de chicharritas vectoras. El estudio de los
endosimbiontes obligados que viven asociados con los
auquenorrincos vectores de enfermedades al cultivo de
maiz en la Argentina forma parte de una nueva linea de
investigacion que tiene como objetivo conocer, a través
de estudios moleculares, la identidad taxondmica de

estos microorganismos y su rol en el ciclo vital de los
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