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RESUMEN

Entre las enfermedades que afectan al cultivo de maiz
(Zea mays) en Argentina, la producida por € virus del mal
de Rio Cuarto (MRCV) es la méas importante. EI MRCV
pertenece a la familia Reoviridae, género Fijivirus, y Su
propagacién en la naturaleza es redlizada por Delphacodes
kuscheli (Hemiptera:. Delphacidae). La modalidad de
transmision para los miembros de este género de virus es
persistente propagativa. Se establecio la necesidad de gjustar
un sistema de transmisién eficiente del virus para estudios de
caracterizacion, partiendo de poblacioneslibresdeviruscriadas
en laboratorio, paralo cua se ensayaron distintos periodos de
adquisicién, latencia e inoculacion, evaluandose ademés un
rango dehospedantesdiferenciales. Selograron obtener insectos
libres de virus en cantidad suficiente para llevar a cabo los
trabajos, mediante su cria en fitotrones y camaras aclimatadas.

La transmision experimental del MRCV se efectud
exitosamente, bajo idénticas condiciones, empleando periodos
de adquisicion, latencia e inoculacion de dos 10y uno dia
respectivamente para los cereales de grano fino y de dos, 10y
dos dias para e maiz. Seinfectaron de este modo las Siguientes
especies. maiz, cebada (Hordeum vulgare), avena (Avena sativa),
trigo (Triticum aestivum), centeno (Secale cereale), grama
rhodes (Chloris gayana) y dpiste (Phalaris canariensis).La
deteccién dd virusenlasplantasinocul adas se fectué mediante
pruebas serolégicas, andlisis de dsRNA en electroforesis en
gel de poliacrilamida (obteniéndose las 10 bandas tipicas de
los fijivirus) y microscopia electrénica, detectandose las
particulas isométricas de entre 60 y 70 nm de diametro.

Palabras clave: transmision por vectores, Delphacidae,
Fijivirus, ceredes.

ABSTRACT
Experimental transmission of Mal del Rio Cuarto virus by Delphacodes kuscheti

The disease caused by the “Ma de Rio Cuarto virus’
(MRCV) is one of the most important diseases among those
affecting maize (Zea mays) crops in Argentina. The MRCV
belongs to the Reoviridae family, within the Fijivirus genus. It
is spread in nature by Delphacodes kuscheli (Hemiptera:
Delphacidae). The manner of transmission of the members of
this virus genus is persistent propagative. An efficient virus
transmission systemwasarranged in order to perform the various
characterisation studies. These studies were carried out with
heslthy vector populations raised in the laboratory. Different
acquisition, latency and inoculation periods were tested and a
range of differential hosts was also evaluated, by breeding in
phytotrons and controlled atmosphere chambers. A sufficient

number of virus-free insects could thus be obtained to perform
work. Experimental transmission of MRCV was successfully
accomplished under identical conditionswithacquisition, latency
and inoculation periods of two, 10 and one days for fine grain
ceredsand two, 10 and two days for maize respectively. The
following specieswereinfected inthismanner: maize(Zeamays),
barley (Hordeum vulgare), oas (Avena sativa), wheet (Triticum
aestivum), rye (Secale cereale), gramarhodes (Chloris gayana)
and birdseed (Phalaris canariensis). Virusdetectionininocul ated
plants was performed by means of serological tests,
electrophoresis of the dsRNA in polyacrylamide gel (which
showed the 10 typical bands of the fijiviruses) and electron
micrascopy, which showed 60 — 70 nm isometric particles.

INTRODUCCION

El mal de Rio Cuarto eslaenfermedad masimportante
ddl cultivo de maiz (Zea mays L.) en Argentina (Lenardon et
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al., 1998; Rodriguez Pardina et al, 1998). El area endémica
delavirosis se encuentra en lazona préximaalalocalidad de
Rio Cuarto (Provincia de Cdérdoba, Argentina), donde fue
detectada por primeravez a fina deladécadadd 60 (Nome et
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al., 1981; Lenardon et al., 1999). Su distribucion se fue
ampliando progresivamente, alcanzando en la actualidad gran
parte del &rea maicera argentina (Laguna & Di Feo, 1997).
En € afio 1997 se registrd una severa epidemia que causod
pérdidas de alrededor de U$S 120.000.000 (Lenardon et al.,
1999).

El virus del mal de Rio Cuarto (MRCV) pertenece la
familia Reoviridae, género Fijivirus, sus particulas son de
forma icosaédrica, de aproximadamente 70 nm de diametro
y contienen 10 segmentos de doble cadena de RNA. Se
transmite en la naturaleza por Delphacodes kuscheli Fennah
(Hemiptera: Delphacidae) (Remes Lenicov et al., 1985). La
modalidad de transmisién de los fijivirus, como € Maize
rough dwarf virus (MRDV) y demas miembrosdel género, es
persistente propagativa (el virus se multiplica dentro del
cuerpo del vector, e cua permanece infectivo durante toda
su vida) (Milne & Lovisolo, 1977). El MRCV infecta
numerosas especies de la familia Poaceae. Entre éllas se
encuentran varios cultivos de importancia ademas del maiz,
tales como trigo (Triticum aestivum L.), avena(Avena sativa
L.), cebada (Hordeum vulgare L.), sorgo (Sorghum halepense
L.), centeno (Secale cerealeL.), y triticale (Triticum X Secale)
(Marindli et al., 1988; Conci et al., 1992; Laguna & Di Feo,
1997; Rodriguez Pardina et al, 1998).

Hasta el momento, los estudios de transmision
realizados fueron efectuados con insectos infectados prove-
nientes de campo (Ornaghi et al., 1993), por lo que se planted
como objetivo del presentetrabgjo € gjuste de latransmision
experimental del virus, utilizando poblaciones de insectos
sanos criados en laboratorio, a fin de establecer los periodos
de adquisicidn, latenciaeinocul acion necesarios paraasegurar
una transmision eficiente y determinar el posible rango de
hospedantes de MRCV.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y mantenimiento de poblaciones sanas del
insecto vector

Se realizaron redadas de recoleccion del vector D.
kuscheli en pasturas durante e mes de noviembre, momento
de mayor nivel poblaciona del insecto en la zona endémica
(March et al., 1993). Estos fueron alojados en macetas con
tubos plasticos provistos de aperturas de aireacion cubiertas
por tejido del tipo ‘voile', conteniendo plantas jovenes de
cebaday trigo, especies por las que D. kuscheli muestra una
marcada preferencia. Las poblaciones asi acondicionadas
se mantuvieron en salas de cria y en fitotrones, a una
temperatura constante de 24° C, fotoperiodo de 12 h de luz
y 50% de humedad. Se permiti6é a los insectos adultos,
subdivididos en lotes, oviponer por un lapso de 2 dias,
luego de los cuales fueron transferidos a nuevas plantas.
Cada uno de estos | otes fue ademas sometido a experimentos
de transmision en trigo y/o avena, descartandose
posteriormente las generaciones de insectos provenientes de
lotes infectados, a fin de lograr poblaciones libres de virus,
antelaeventua existencia de transmision transovérica, hecho
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gue esta siendo estudiado. Se midi6 € periodo de tiempo
necesario para la emergencia de las ninfas, asi como la dura-
cion de cada uno de los cinco estadios ninfales bajo las
condiciones anteriormente descriptas.

Inéculo inicial

El virus fue aidado de plantas de avena provenientes
de la zona endémica de la enfermedad, con severos sintomas
de enaciones, hojas con borde cortado, ‘tirabuzén’ y enanismo.
La presencia del MRCV en las plantas fue confirmada
mediante pruebas seroldgicas (DAS — ELISA), empleando €
antisuero correspondiente (Giménez Pecci et al., 1986;
Rodriguez Pardina et al., 1998). Se seleccionaron para los
ensayos de transmision aguellas plantas que registraron
mayores lecturas de absorbencia.

Ensayos de transmision

En todos los casos se utilizaron insectos sanos
provenientes de la cria en laboratorio. Se trabaj6 con ninfas
detercer y cuarto estadio, y con adultosjévenes. Estosfueron
colocados, aproximadamente en niimero de 100, sobre las
plantas fuente de inéculo (trigo y avena), para €l periodo de
adquisicién. El periodo de latenciatranscurri6 sobre plantas
de trigo sanas, y para €l periodo de acceso a inoculacion se
utilizaron lotes de aproximadamente 15 individuosen grupos
de 4 — 5 plantas de avena, trigo, cebada o maiz al estado de
coleoptile o primera hoja. Para el confinamiento de los
insectos se recurrié a los tubos plésticos descriptos
anteriormente. Se intenté la transmisién con los tiempos de
adquisicion, latencia e inoculacion indicados en la Tabla 1,
usados para otras virosis de modalidad persistente (Milne &
Lovisolo, 1977), empleando en cada ensayo 50 plantas por
especie vegeta probada.

Los ensayos se llevaron a cabo dentro de fitotrones,
bajo las condiciones antes mencionadas para la cria.

Las plantas inoculadas se conservaron en invernadero
hasta la aparicion de sintomas, determinandose asi la
susceptibilidad delaespecie vegeta y € tiempo deincubacion
del virus en lamisma

Rango de hospedantes

Se probaron las siguientes especies y cultivares. Z.
mays cvs. Laser y Pioneer 3467, H. vulgare cvs. Baroy,
Ranquelina, Quilmes Ayelén y Quilmes Alfa, A4. sativa cv.

TABLA 1 - Tiempos de adquisicion, latencia e inoculacion
utilizados en los ensayos de transmision
experimental del MRCYV por Delphacodes
kuscheli

Tiempo de periodo Periodo de Periodo de
Ensayo de adquisicion latencia inoculacion
(dias) (dias) (dias)
A 1 2 1
B 1 10 1
Cc 2 10 1
D 2 10 2
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Tucang, T. aestivum cv. ProINTA Federd, S. cereale, Chloris
gayana Kunth. y Phalaris canariensis L. EStas especies ya
fueron utilizadas como indicadoras por otros autores en la
caracterizacion de miembros del género Fijivirus, talescomo
el Maize rough dwarfvirus MRDV), Oat sterile dwarfvirus
(OSDV) Yy Rice black streaked dwarf virus (RBSDV) (Milne
& Lovisolo, 1977; Brunt et al., 1996).

Deteccion del virus en las plantas inoculadas
L as plantas sintométicas fueron sometidas adiversas
pruebas para confirmar la presencia del virus.

Pruebas serologicas (DAS — ELISA): se redlizaron a partir
de muestras de hojay raiz, maceradas en solucion tampén de
extraccion (PBS + 0,05% Tween 20 + 2% polyvinyl
pyrrolidone) en relacion 1/5 (P/V). La gamaglobulina
especifica para MRCV y € conjugado fueron empleados en
relacion 1:1000 (Giménez Pecci et al., 1986). Se utilizaron
placas Nunc Immunoplate MaxiSorp de 96 pocillos, y €l
método general seguido fue € de Clark & Adams (1977).

Doble cadena de RNA: se aplico electroforesis (PAGE) en
andlisis deraicesy hojas, para deteccion de dsRNA en gel de
poliacrilamida 10% y tincion con plata, de acuerdo al
protocolo de Giordanoet al. (1991), modificado por Giménez
Pecci et al. (1991).

Microscopia electrénica: pegquefias porciones de hoja con
sintomas de borde cortado, color verde oscuro y enaciones
(en el caso del maiz) fueron incluidas en resina Spurr parasu
corte en ultramicrétomo (RMC MT6000-XL) y observacion
a microscopio electrénico de transmision (JEOL JEM 1200
EX I1) en magnificaciones de 8000 a 10000 x. L as secciones
ultrafinas, de 100 nm de espesor, fueron contrastadas en
acetato de uranilo 2% vy citrato de plomo. Se registro la
presencia ddl virusy posibles alteraciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion y mantenimiento de poblaciones sanas del
insecto vector

Se obtuvo un excelente rendimiento de la cria,
determinandose que € tiempo promedio para € desarrollo
de una generacion abarca aproximadamente 30 dias bgjo las
condiciones estudiadas. Partiendo de grupos de 10 hembras
y 7 machos que permanecieron durante 2 dias en las jaulas
de oviposicion, se lograron alrededor de 200 ninfas/jaula. El
periodo de desarrollo de los huevos y la duracién de los
estadios ninfales se resumen en la Tabla 2.

Ensayos de transmision

Se logrd latransmision del MRCV en condiciones de
laboratorio, empleando periodos de adquisicion, latencia e
inoculacion de 2, 10 y 1 dia, respectivamente, en € caso de
loscerealesdegranofinoy de 2, 10y 2 dias cuando setrabajo
con maiz, ya que en éste Ultimo se observé que € insecto no
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TABLA 2 - Periodo medio de desarrollo de huevos y estadios
ninfales de Delphacodes kuschelibajo condiciones
controladas de temperatura (24° C), humedad
relativa (50%) y fotoperiodo (12 h de luz)*

Duracion promedio

Estadio (en dias) **
Huevo 8,5
Primer estadio 40
Segundo estadio 25
Tercer estadio 3,0
Cuarto estadio 4,0
Quinto estadio 55
Periodo de preoviposicién 4,0

* En fitotrén marca Conviron, modelo EF7.
** | aduracion promedio se calcul 6 en base a250 individuos por estadio.

se alimenta inmediatamente de la planta debido a su no
preferencia por esta especie (ensayos Cy D delaTablal). En
€l pais, estudios de transmision del MRCV realizados con
insectos de laespecie D. kuscheli infectados naturalmente en
el campo, demuestran que es suficiente un periodo de
inoculacion de 1 hora, aunque s esta etapa se extiende, la
eficiencia se incrementa (Ornaghi et al., 1993).

Latransmisién fue posible tanto con ninfas como con
adultos, pero se comprobd la ventaja de la adquisicién del
virus por parte de las primeras debido a que los adultos
deterioran las plantas fuente de inéculo, y porque el
prolongado periodo delatenciadel virusen el cuerpo del vector
hace que su vida Gtil como transmisor del MRCV sea menor.
A los efectos de multiplicar el inéculo, se evidencio la
necesidad de utilizar cereales de invierno (trigo, avenay
cebada), ya que en éstos la transmision es més eficiente que
en maiz (Tabla 3) y es menor el tiempo de aparicion de
sintomas. Se observé una gran mortandad de insectos durante
el periodo de latencia (aproximadamente un 50%), por lo
gue se debio partir de una cantidad elevada de individuos
para lograr un buen nimero de ejemplares infectivos,
finalizados los periodos de acceso aadquisicion y de latencia.
Comenzando €l periodo de acceso a adquisicién con 100
ninfas, se contd con insectos suficientes para infectar unas
15 — 20 plantas por dia durante a menos una semana, en €
caso de los ceredles de invierno.

TABLA 3 - Tasa de transmision del virus del mal de Rio
Cuarto en diferentes especies de gramineas

N° de plantas
inoculadas/

Periodos de adquisicion,

Especie hospedante latencia e inoculacion

empleados (dias) probadas
Zea mays cv. Laser 2-10-2 7/50
Hordeum vulgare cv. Baroy 2-10-1 23/50
Avena sativa cv. Tucana 2-10-1 24/50
Triticum aestivum cv. ProINTA Federal 2-10-1 26/50
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Rango de hospedantes

Fue posible transmitir la virosis a todas las especies
de gramineas probadas (Tabla 4). Este rango de hospedantes
difierelevemente del deotrosvirusdel géneroFijivirus (Milne
& Lovisolo, 1977). Los sintomas méas importantes en todas
las especies fueron: hojas con borde recortado o en tirabuzén,
con color verde més oscuro (esto Ultimo en cereales de grano
fino), enaciones, nervaduras hinchadas, enanismo y
achaparramiento (Tabla4). En cerealesdeinvierno se observo,
por primera vez, que la enfermedad se puede sistematizar en
un macollo, permaneciendo los otros normales, y que €l virus
no es detectado serol gicamente en estos Ultimos (Figura 1).
El tiempo transcurrido entre lainoculacion y la aparicion de
sintomasvario entre 2 y 8 semanas en los cerealesdeinvierno
y entre 8 y 12 semanas para € maiz (Tabla 4). Se destaca la
rapidez con que se manifiesta la presencia ddl virus en trigo
cv. ProINTA Federal, ademés de su ata susceptibilidad, por
lo que se propone su uso como indicador. También se sugiere
el empleo del maiz Pioneer 3467 para estas pruebas, ya que
es susceptible y produce enaciones muy evidentes, sintoma
inequivoco de infeccion por MRCV (Lenardon et al., 1999).

TABLA 4 - Rango de hospedantes, tiempo de incubacion
y sintomas inducidos por el virus del mal de

Rio Cuarto
Tiempo de
Especie hospedante incubaciéon Sintomas*
(semanas)
Zea mays cvs. Laser, Pioneer 8-12 bhc, enc, nh, enm, ach
3467
Hordeum vulgare cvs. Baroy, 3-5 enm, cvo, bhc, ht
Ranquelina, Quilmes Ayelén,
Quilmes Alfa
Avena sativa cv. Tucana 3-5 enm, cvo, bhe, ht
Triticum aestivum cv. ProINTA 2-5 bhc, ht, cvo, enm
Federal
Secale cereale 6-8 bhc, enm
Chloris gayana 5-8 bhc
Phalaris canariensis 3-5 enc, cvo

*bhc: borde de hoja cortado, enc: enaciones, nh: nervaduras hinchadas,
enm: enanismo, ach: achaparramiento, cvo: color verde més oscuro en
hojas, ht: hojas en tirabuzén

Deteccion del virus en las plantas inoculadas

Pruebas serolégicas (DAS — ELISA): Las plantas con la
sintomatol ogiadescriptaregistraron resultados positivos, tanto
en hoja como en raiz, detectandose valores de absorbencia
leve a moderadamente mas altos en ésta Ultima, como ya fue
reportado por Giménez Pecci et al. (1997), entre otros autores,
en ceredesinfectadosnaturdmenteen e campo. Detodosmodos,
enlosceredesdegrano fino losvaoresde concentracion relativa
de virus en hoja fueron dtos, especialmente en trigo, dato que
resulta de interés debido a que la adquisicion ddl patégeno se
efectlia desde este érgano vegetal.

Doble cadena de RNA: Este andlisis revel0 la presencia de

los 10 segmentos de cadena doble de RNA, coincidentes con
el perfil electroforético esperado (Figura 2).
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Microscopia electronica: En todos |0s casos se encontraron
viroplasmas, con particulascompletaseincompletasy viriones
aidlados (Figura 3), en las células del floemay acompariantes,
similares a las descriptas para e MRCV por Nome et al.
(1981) en material infectado naturalmente en e campo.

FIG. 1 - Planta de cebada infectada experimentalmente
con el virus del mal de Rio Cuarto mostrando

macollo sano (A) y enfermo (B).

'l

FIG. 2 - Electroforesis en gel de poliacrilamida, con las 10
bandas de dsRNA caracteristicas de los fijivirus,

en tres muestras de trigo provenientes de plantas

infectadas experimentalmente con el virus del mal
de Rio Cuarto.
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Rio Cuarto (flechas)
cercanas a mitocondrias (M) en citoplasma de
célula acompaiiante del floema, en planta de
cebada infectada experimentalmente
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