BUSQUEDA DE PLANTAS HUESPED E INSECTOS VECTORES
ALTERNATIVOS PARA ‘CANDIDATUS LIBERIBACTER
AFRICANUS’ SENSU LATO EN CABO OCCIDENTAL,
SUDAFRICA
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El riesgo de propagacién de ‘Candidatus Liberibacter africanus’

Se sabe muy poco sobre las plantas huésped alternativas e insectos vectores del importante agente patégeno
‘Candidatus Liberibacter africanus’, asociado con la enfermedad del “huanglongbing” que afecta a los citricos.
Esta falta de conocimiento es muy grave, ya que la importacién de dichas plantas o una introduccién accidental
del insecto vector, podrian ser un medio de propagacién del patégeno en partes del mundo todavia no infectadas,
entre ellas Europa. Se han realizado estudios de muestras de potenciales plantas huésped alternativas, centrados
principalmente en especies que se encuentran en el oeste de Sudéfrica, en los que se ha mostrado que los especimenes
de drboles y arbustos de la familia Rutaceae, plantas autéctonas de Sudéfrica, estdn cominmente infectadas por
dichas bacterias, con una subespecie para cada género vegetal. Es importante verificar si existen plantas huésped
alternativas a los citricos en Suddfrica para este patégeno y para ello se ha utilizado la morfologia y la técnica
del cédigo de barras para confirmar su identidad. Se ha realizado el seguimiento de las especies de psilidos
observadas en dichas plantas. También se aplicaron métodos taxonémicos y moleculares para la identificacién de
los psilidos.

® Arriba: sintomas del “huanglongbing”. Abajo izquierda: el psilido Trioza erytreae, vector de
‘Candidatus Liberibacter africanus’. Abajo derecha: marcas de las ninfas de T. erytreae en hojas de
Vepris lanceolata.
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Plantas huésped alternativas de ‘Candidatus
Liberibacter africanus’ sensu lato en Suddfrica

Se estdn realizando estudios para determinar si las especies autéctonas de Rutaceae (Calodendrum capense,
Clausena anisata, Oricia spp., Teclea spp., Vepris spp. y Zanthoxylum spp.), sirven como reserva de patégenos
peligrosos, como es el caso de ‘Candidatus Liberibacter africanus’, asociado a la enfermedad del “huanglongbing”.
Se ha visto que cada género autéctono contenia una cepa Unica de ‘Ca. L. africanus’ (Roberts et al., 2015).
Ademads, en estos primeros andlisis se ha revelado que un porcentaje relativamente alto de las muestras recogidas
para cada tipo de planta contaba con el patégeno, lo cual indica una presencia frecuente y extendida de esta
bacteria en Suddfrica.

Estos estudios se han ampliado para incluir el grupo de los fynbos dentro de la familia de las Rurdceas propia de
Cabo Occidental, excluyendo los huéspedes de no rutéceas. Para este trabajo se utilizé el ensayo PCR de todo el
género 'Candidatus Liberibacter’ (Roberts et al., 2015). En cuanto a los insectos vectores, el psilido Trioza erytreae
es conocido como un vector de ‘Ca. L. africanus’, mientras que Diaphorina citri puede transmitir la bacteria
experimentalmente. Todavia se desconocen si hay mds insectos vectores de las diversas cepas ‘Ca. L. africanus’
detectadas.
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® Huéspedes de la familia de las rutéceas para ‘Candidatus Liberibacter africanus’ sensu lato
identificadas en Sudéfrica.
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Identificacién de plantas huésped alternativas para ‘Ca.
L. africanus’

Dentro del marco de TROPICSAFE se ha llevado a cabo un estudio y caracterizacién de los linajes de ‘Candidatus
Liberibacter’, junto con sus potenciales insectos vectores en plantas huesped alternativas a los citricos. Se han
recogido muestras de maleza y plantas autéctonas en diferentes localidades de Cabo Occidental, Sudéfrica,
durante varias estaciones en 2017 y 2018, principalmente en zonas préximas a huertos frutales y vifiedos.
El material foliar recogido ha sido almacenado a -80°C hasta poder realizar extracciones del ADN. Se han
efectuado pruebas PCR cuantitativas para la deteccién de ‘Candidatus Liberibacter’. También se han realizado
PCR convencionales para las muestras cPCR positivas. Los amplicones obtenidos fueron sometidos a secuenciacién.
Ademés, se han aplicado cédigos de barras para facilitar la identificacién taxonémica de las plantas huésped
alternativas.

Las mismas dreas han sido analizadas para determinar la presencia de potenciales insectos vectores (psilidos)
antes de crear muestras para la deteccién de las bacterias. Los insectos han sido recogidos por succién (dispositivo
DVAC) y almacenados en etanol absoluto para la posterior identificacién y el andlisis molecular. La identificacién
de insectos en bruto ha sido realizada mediante andlisis de los caracteres morfolégicos y los insectos més relevantes
han sido sometidos a la extraccién de ADN con el método TNES no destructivo aplicando tampén de extraccién,
lo que permite dejar los insectos intactos para su posterior identificacién y depésito de las muestras en museos.

* Dispositivo de aspiracién para retirar insectos de los fynbos en Sudéfrica.
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m DATOS CIENTIFICOS Y PRIMEROS RESULTADOS
Identificacién de plantas huésped alternativas para ‘Ca.
L. africanus’ y sus subespecies

Se han realizado tres estudios de campo en septiembre de 2017, enero y agosto de 2018. Los dos primeros
en las dreas Worcester/Robertson/Slanghoek del valle Breederiver (Cabo Occidental), el dltimo en Vredendal/
Lutzville, en la costa oeste del Cabo. Se emplearon doce dreas de recoleccién, de las cuales dos estaban situadas
en la cercania de huertos de citricos. Se recogieron insectos de 1.001 muestras de plantas usando un dispositivo
de aspiracién (DVAC). También se recolecté material de las hojas y ramas de las plantas. Se extrajo el ADN de
todas las muestras vegetales. Se recogieron entre 5y 100 especimenes de cada una de las 42 especies vegetales
(con un méximo de 20 especimenes de cada una por drea). Estas plantas fueron identificadas segin sus caracteres
morfolégicos y el gen rbcl de los especimenes representativos fue sometido a secuenciacién. Se analizaron todas
las muestras para la presencia de ‘Candidatus Liberibacter'mediante cPCR. Las muestras con valores Ct por debajo
de 30 (143) también fueron analizadas para la presencia de ‘Candidatus Liberibacter’ mediante PCR por los genes
rpl) y omp. Setenta y ocho de las muestras con valores Ct por debajo de 30 procedian de una de las tres especies
de Atriplex recogidas, catorce procedian de las especies de Lycium, quince de Rapistrum rugosum, mientras que el
menor nimero de muestras procedia de ofras especies. Ninguna de las muestras presentaba amplicones en PCR.
No se observaron psilidos entre el gran nimero de ofros insectos recogidos. Una de las muestras de Atriplex, cPCR
positiva, fue sometida a secuenciacién de préxima generacién (NGS) y los resultados estén siendo analizados.
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* Arboledas de Atriplex lindleyii, especie vegetal con un elevado nimero
de especimenes con bajos valores de Ct en ‘Candidatus Liberibacter’.
Deteccién por pruebas especificas cPCR.
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