El virus del rayado fino del maiz: estudios adicionales so-

bre la relacién del virus v su insecto vector™

RODOLFO PANIAGUA, RODRIGO GAMEZ®*

ABSTRACT

The leafbopper Dalbulus maidis war able 1o acquire maize jayada fine vivus
(MREV } after a 6 b feeding period on diseased plants, and transmit it to healthy planis
after inocnlation feedings of 8 b Slightly bigher proportions of virnliferons insects
were ebtained with prolonged acquisition or inocnlation feeding periods  Colonies of
23 lo G0 per cent hausmiters in the Iy generation wese developed thyongh controlfed
wmatings and selection of virnliferons progeny, while 17 1o 28 per cent vectors weic
obtained from now vivaliferons progeny. The move active colenies retuwrved to a level
of 11 to 28 per cemt vectors following a fewe generations of vandowm wmating. In the
maore dactive colony 75 per cent of the females weve vinliferons as compared to 43 per
cent of the maler. Punclusing the anterioy abdomen of nymphs immediately before or
dafter argaisition, increased slightly the ability of D maidis to tavsmiv MRFV. A
aumber of species of Graminae and Cyperaceae appeared ot susceptible 1o the vivas
and were poor bests for D maidis. MRFV war wot transwiited by the plantboppe;

Peregrinus maidis. — The authors.

Introduccidn

A transmision del virus del rayado fino del maiz
(VRIFM) por Dalbalus maidis Delong & Wol-
cott, se caracteriza por un periodo de incubacion

en el saltahojas, que oscila de 8 a 37 dias (7, 8, 9).
La transmision del virus es intermitente, y la infectivi.
dad de los insectos viruliferos deczece con el tiempo,
aunque el virus puede recuperarse de los insectos que
han perdido la capacidad de transmitirle (8) El pe-
riodo de incubacidn del VRIM en machos es menor
que en las hembras, pero los machos mueren primero
Por otra parte las hembras parecen ser vectores mis efi-
cientes que [os machos (8, 9)  No todos los insectos en
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una poblacién de [ maidis son transmisores del virus;
Unicimente un 11 a 28 por ciento aproximadamente
pueden adquiritlo y transmitirle (8, 9) Cuwndo In
adquisicion e incubacion del virus en el vector ecurren
& temperaturas de 20 a 25°C, un mayor nimero de in-
sectos es capaz de transmitie ¢l virus por periodos mis
prolongados que a 30°C  Por otra parte, no parece ocu-
rri transmision transovarial del VRIEM a la progenie de
hembras virudiferas (9). El modo en que D wiaidis
transmiite ¢l VREFM y particularmente el largo periodo
de incubacion del virus en el vector, son tipicos de virus
que se multiplican en el insecto transmisor (3, 4, 8)

En el presente trabajo se investigan algunos aspec
tos de fas relaciones virus-vector ne inclaidos en estudios
anteriores: perfodos de alimentacion requeridos para fa
adquisicion y transmisidn del virus; desarrollo de razas
del vector con mavor eficiencia de transmisidn; efecto
de punciones abdominales del vector en la adquisicidn,
y transmision del virus; prueba de algunas ¢species de
plantas silvestres como posibles hospedantes del virus y
del vector; y prueba de otra especie de homaptero como
transmiisor <del VRFM.
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Materiales y miétodes

Transmision del virns

La raza del virgs empleada en este trabajo fue la
misma utilizada en estudios antericres (7, 8, 9). Igual-
mente el desarrollo de las colonias del vector y las prue-
bas de transmision se realizaron en la forma previn-
mente descrita (7, §, 9).

Brevemente, los insectos no expuestos a plantas en-
fermas se denominaron “senos”, y los que se alimenta-
ron en plantas enfermas se denominaron “expuestos”.
Como no todos los insectos expuestos transmitieron el
virus, los que si lo hicieron se Hamaton “transmisores o
viraliferos”™. Las pruebas de transmisién se efectuaron
en una cimara de crecimiento, o una temperatura de
22,5::1°C, que es adecuada para [z adquisicidn y trans-
mision del virus (8, 9). El dia en que se inicio cada
experimento se denominé dia "17, dia 2", el siguiente,
y asi consecutivamente A menos que se indigue de otra
manera, para la adquisicion del virus los insectos sanos,
ninfas de 3° ¢ -I? instar, fueron expuestos a plantas en-
fermas por periodos de 5 dias, (periodo de adquisicion)
siendo luege transferides a plantas sanas, sobre las cua-
les permanecian hasta o dia 153 6 23 de iniciado el
experimento (9) (periodo de incabacion). Cumplido
¢l perioda de incubzcidn los insectos se probaron sobre
plantas sanas, individualmente o en grupos, por 1 6 2
periodos consecutivos de 7 dias de duracién para deter-
minar si eran o no transmisores (periodo de prueba).
Un grupa de insectos no expuestos, provenientes direc-
tamente de las colonias sanas, se probd regularmente
para determinar si dichas colonias se hailaban libres del
VREM, con resultados consistentemente negativos

Al igual que en estudios anteriores (7, 8, 9) una
linea homozigota de maiz (T-3) sirvié come planta de
prucba y fuente de infculo; las plantas se inocularon
cuando tenian 1-2 hojas, de 8§ a 10 dias después de la
siembra. Las. plantas inoculadas se mantuvieron en in-
vernaderos con temperaturas flactuantes de 22 -+ «°C

Desarrollo de razas aliamente transniisoras

Para el desarrollo de razas altamente transmisoras se
atilizé un grapo de ninfas expuestas que habian com-
pletado los periodos de - adquisicidn e incubacidn del
vitus, Durante el periodo de Incnbacién y conforme
las ninfas iban transformiandose en adultos, se separabin
en grapos diferentes de acuerdo al sexo, a fin de evitar
el apareamiento. A partir del dia 16 estos insectos se
probaban individualmente por 2 periodos consecutivos
de 7 dias de duracion, a fin de determinar si eran o no
viruliferas. Concluido el periodo de prueba se formaban
parejas que se mantenian separadamente en una planta
de maiz  Después de la copula y la oviposicidn, que
usualmente ocursia durante un lapso de 8-15 dias, los
insectos adultos se eliminaban A pastir de este mo-
mento y al acercarse la-época de eclosion de Jos huevos,
fas plantas se observaban frecuentemente, a fin de sepa-
1ar inmediatamente las ninfas (F;) que emergian, para
evitar su posible contaminacién con el virus, al alimen-

tarse dichas ninfas de la planta que podria haber sido
infectada por los insectos padres Las ninfas recién
emergidas se transfirieron a plantas sanas, sobre fas cua-
fes se mantuvieron hasta su utilizacién en pruebas indi-
viduales para determinar su capacidad de transmitir el
VREM en la forma antes descrita, e estos insectos se
seleccionaron parejas de transmisores y no transmisores
que se aparearon para fa obtencion de una nueva gene-
racion (F,), en Ia cual la capacidad de transmitir el
VREM fue igualmente determinada

Prucin abdominal de los sallahojas

Las punciones abdominales se hicieron en la forma
descrita por Sinha (16, 17} Las ninfas de 3° 6 4° ins-
tar del vector se anestesiaron exponiindolas a una co-
rriente de COQ, durante 30 segundos  Luego se utilizd
un alfiler entomoldgico, previamente desinfectado en
alcohof, para punzar la parte anterior del abdomen de
las ninfaes  Un primer grupo de ainfas recibié la pun-
cion y fue inmediatamente expuesto a plantas enfermas
por un dia; un segunde grupo sufrié la puncidn des-
pués de completado el periodo de adquisicion de un
dia. Un tercer grupo, que no recibié puncidn y tuvo un
periodo similar de adquisicidn, fue mantenido come tes-
tigo. Posteriormente los insectos se probaron indivi-
dualmente, a fin de determinar si eran o no viruliferos

Pracbas de plantas silvestres conio bospedantes del
VREM y s vecton

Se colectaron 8 especies de plantas gramineas y cipe-
riceas, que crecian como hierbas silvestres en los alre-
dedores de campos cultivados de mafz, en la Estacion
Experimental de la Universidad de Costa Rica, en Ala-
juela; seis de ellas eran gramineas: Setarin gewicalata
(Lam) Beaw; Paspalnn conjugatum Bergius; Digitaria
sanguinalis (1) Scop; Cenchirus sp. y Axenopins sco-
parias (Flagpe) Hitche Dos especies eran cipericeas:
Cyperns tenuifoling {Steud} Dandy, y Cyperns sp. En
las pruebas se utilizaron cuatro plantas de cada una de
[as especies. La cepa de cada planta colectada se dividid
¢n varias partes iguales, que fueron sembradas y mante-
nidas en invernadero bajo condiciones antes descritas.
Cuando las nuevas yemas axilares iniciaron su crecimien-
to, grupos de 5 saltahojas expuestos se confinaron sobre
las plantas, pos periodos de 24 a 36 horas de acuerdo
a téenicas antes sefaladas  Las plantas se mantuvieron
en invernadero, para observar la posible aparicidn de
sintomas del VRI'M. Un mes después de la inoculacion
se intentd recuperar el virus de Jas plantas probadas,
utilizando insectos sanos que se expusieron a estas plan-
tas por periodos-de 1 dia  Después de transcurrido un
lapso de tiempo equivalente al periodo de incubacion
promedio del VRFM en su vector, los insectos se pro-
baren en plantas sanas para determinar si hablan ad-
quirido el virus de las plantas silvestres

Pruebas de transmisicn con Peregrinus maidis ( Asck)
Un saltzhojas ideatificado como P maidis se colectd

¢n plantas de maiz en la Estacion Experimental en Ala-
juela  Con esta especie se establecid una colonia en
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invernadero, y fue utilizado en pruebas de transmision
det VRFM, en forma similar a la descrita para D
maidis

Resnltados

Transmisidic del VRIFM despnés de periodos de adgui-
sicidin y prueba de diferente duacion

El efecto en la transmision del VREM de periodos
de adquisicidn de diferente duracidn fue determinado
con grupos de 20 a 28 insectos que tuvieron separada.
mente periodos de adquisicion de 6, 12, 24, 48 6 96 h
de duracion. Cumplido el periodo de incubacidn los
insectos de cada grupo se probaron individuaimente El
porcentaje de insectos transmisores correspondiente a
cada uno de los perfodos de adquisicién fue de 10,7,
12,4, 12,4, 10,0 y 16,0 respectivamente.

Para la determinacion del periodo minimo de ali-
mentacion o prueba, requerido para la transmision del
VREFM, un nimero de insectos expuestos que habia
cunplide ¢l periodo de incubacidn fue dividido en gru-
pos de 5 individuos Se utilizaron 7 grupos de insectos
para cada uno de los periodos de prueba, que fueron de
2, 4, 8y 12 h de duracidn respectivamente. Ninguno
de los grupos probados en periodos de transmision de
2y 4 h transmitié el virus, mientras que con periodos
de transmision de 8 y 12 h de duracidn, 2 de los 7
grupos en cade une de estos periodas transmitié el virus
El periodo minimo de transmision del VRFM por D.
aaidis Fue asi de 8 h de duracion,

Razas altamente lransimniserds

En un primer experimento, de un aumero de 15 ma-
ches y 15 hembras expuestas, Gnicamente 2 hembras
resultaron transmisoras. Una de estas hembras fue apa-
reada con un macho no transmisor, denomindndose éste
¢f "Crace A-17. Otra hembra no transmisora del mismo
grupo fue apareada con un macho no transmisor en el
“Cruce B-1" Grupos de ninfas provenientes de cada
uno de los 2 craces () tuvieron separadamente, perio-
dos de adquisicién del virus de 5 dias de duracidn y se
mantuvieron en incubacion hasta el dia 15 De esta
manera, 15 hembras y 15 machos fueron probados indi-
vidualmente. Los resultados obtenidos aparecen en ¢l
Cuadro t Del nimero total de insectos probados en
cada cruce, el 23 por cento transmitié el virus en el
cruce A-1, y 17 por ciente en el cruce B-1. Un €40 por
ciento de las hembras del cruce A-1 transmiti el virus,
mientras que sofamente 7 por ciento de los machos lo
hicieren. En el cruce B-1, 13 por ciento de las hembras
y 20 por ciento de los machos resultaron transmisores.

En un segundo experimento, se seleccionaron de [a
I, del cruce A-1, una hembsa y un macho transmisores,
que se aparearon. Lste segundo cruce se denomind
“Cruce A-2" Dela F, del eruce B-1 se selecciond y apa-
red una hembra y un mache no transmisores, denomi-
nindose este cruce como “Cruce B-2" La progenie de
estos dos cruces (I,) se probd en la forma descrita para
la F,. Los resultados obtenidos aparecen en el Cuadro
2 El 46 por ciento de los insectos del cruce A-2 trans-

Cuadro tL.—Transmision del virus del rayado fino dei
maiz por Ia progenie (F,) de insectos trans-
misores y no transmisores del vector Dalbu-
lus maidis,

i lr:::[;ﬁ:::‘r“ Porcentaje de Porcentaje de
Cruge® Sexo®® nsectos. lransmisores | transmisorcs
pir:gi:j::s por SLX0 par cruce
6
2 e i
i3
Al 23
1
8 e 7
15
2
¢ 13
15
B.1 §7
3
& e 20
15

= La progenic probada fue el producte de los cruces: A-l hcr:nbr:i
transmisora por macho so transmisor: Bel liembea no transmisecy
por macho nn transmisor

»
©

Durante ¢ periado de incubacion y conforme los insectos se
transformaban en adultos cran scparados par sexos v probadus
individualmente :

mitié el virus  De acuerdo al sexo el porcentaje de
transmisores fue de 75 por ciento para las hembras y 4
pot ciento para los machos En el cruce B-2 el 28 por
ciento de los insectos resultaron virulifesos y el porcen
taje de transmisores de acuerdo al sexo fue de 43 por
ciento y 13 por clento para hembras y machos, respecti-
vamente, Pudo observarse asi una tendencia similar,
tanto en la F, como en la F,, a obtener un mayor ng-
mero de insectos transmisores de padees transmisores
que de los no transmisores. Por otea parte, pudo notarse
que el porcentaje de transmisores en ef cruce B-2 fue
muy simikar al del cruce A-1, a pesac de que los prime-
1os se originaron de progenitores no transmisores y los
segundos de progenitores transmisores

Observaciones posteriores mostraron que la raza alta-
mente transmisora perdia graduaimente dicha capacidad,
después de pocas generaciones de cruces libres, volvien-
do al nivel de transmision usual en las poblaciones del
vector, y que oscilan entre F1 y 28 por ciento aproxima-
damente

Efecto de pancignes abdowinales en la capacidad de
D, maidis de transinitiv el VREM

El efecto de las punciones abdominales ¢n la capaci-
dad del vector de transmitiz el virus se determind, efec-
tuando las punciones en fa manera anteriormente des-
crita, en ninfas de 3° y 4° instar, antes y después de
Ia adquisicién del virus Del grupo de ninfas que recibio
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Cuadro 2 —Transmisidn del virus del rayado fino del
maiz por la progenie (F.) de insectos trans-
misores y no transmisores del vector Dafbn-
lus maidis

t -fn::f;:";,_.s Porcentaje de | Porcentaje de
Cruce® Sexa®® ng?{‘ sl e | e
prt;l,;qd{;; por sexo por cruce
18
¢ 75
240
A2 40
1
g A
24
g
¢ 13
24
-2 -
3
8 15
23

Lz orowenie probada fue el prodecte de ios cruces: A2 hembra
transmisora par macho trensmssar ambos originados del cruce At
anterine, ¥ B2 hemhbra no transmisora por fmacho po transmisor
origingdos def cruge Boi anterior,

Durante ¢l periode de iacobacidn v conforme fos insectos se
transformaban ¢ adultos cran sepasados por sexos v probados
individualmente.

I puncién antes de la adquisicion, 6 pinfas de 38 trans-
mitieron el virus (16¢2); 5 de 27 (195;) amado la
puncidn fue después de la adquisicion, y 3 de 25
(126 ) caando no recibicron puncidn,

Plantas sifveshies comao bospedantes del VREM
D maidis

Ninguna de las 8 especies silvestres probadas mostrd
sintomas del VRFM y el virus no se recuperd tampoco
de ningunz de eflas  Tue evidente el hecho de que las
especies probadas no constituian hospedantes naturales
de D. maidis, ya que estes dificilmente se alintentaban
de ellas, permaneciendo la mayor parte del tiempo po-
sados sobre los costados de Ias jaulas Los iasectos mo-
rian si se mantenian sobre estas plantas por periodos
mayores de 36 h

Incapacidad de Peregrinus maidis de fansmiitis el VREM

Las pruebas de transmision del VREM con P. maidis
se realizaron de una manera similar a la descrita para
D maidis. De 12 grupos de 5 insectos expuestos ¥ pro-
bados, ainguno transmitid el VRFM. Tue posible ob-
servar un decrecimiento ripido de la poblacién de los
insectos en prueba, ya que de los 60 con que se inicia-
ron las pruebas dnicamente 7 vivian al terminar el ex.
perimento

Discusidn

EP efecto de fa duracion del periodo de adquisicion
en ef grado de transmision del VREM, medido en base
al nimero total de insectos transmisores, fue aparente-
mente el de un ligero incremento en el nimero de
insectos transnmiisores cuando el tiempo de exposicion
de los insectos a plantas enfermas aumentd de 6 2 96 h
Efectos simifares han sido observades con otros virus
propagativos en su vector (3, 6, 10, 19) Los resulta-
dos obtenidos sugicren asi que en periodos de adquisi-
cién de 6 h o mis, los insectos potencialmente transmi-
sores de una colonia de D maidis tienen aparentemente
las mismas probabilidades de alcanzar el floema de las
hojas y adquiric el virus resultando asi eventualmente
infectados. El periodo minime de adquisicion no se
determind en este estudio ya que en el periodo de me-
nor duracidn probado (6 h), algunos insectos adqui-
rieron ef virus. Consecuentemente su determinacitn re-
queriria de pruebas de menor duracidn a las aqui pro-
badas Otros autores, en trabajos con otros virus propa-
gativos, han hallado este perfodo en prucbas de duea-
¢ién semejante o menor a las empleadas en este estudio
(5, 6,10, 12, 19)

El perfodo minimo de transmisién del VREM por
D. maidis fue de 8 h y es mayor que el observado para
otros virus y micoplasmas de gramineas (5, 6, 12, 19).
Los resultados de este estudio muestran también que el
nttmero de colonias transmisoras fue similar en perfodos
de transmision de 8 a 12 h de duracién. Es posible que
un incremento en namero de insectos transmisores pu-
diera haber sido detectado si los insectos hubieran sido
probados individualmente y no en grupo como fue
hecho.

Nuestros estudios sobse Ia herencia de Ja capacidad
de transmision del VRIM, mostraron que un nimero
considerablemente mayor de insectos viruliferos se obtu-
vo de progenitores viruliferos que de no viruliferos;
en la T, de insectos transmisores se registrd un <0 por
ciento de insectos viruliferos en comparacion con un 28
por diento mostzado per la progenie de padres no trans-
misores Resultados similares se han obtenido con otros
virus propagativos en saftahojas (2, 6, 11, 13, 18, 23)
El alto porcentaje de insectos viruliferos en la progenie
de insectos transmisores se debié 2 que en Ia T, un 75
gor ctento de [as hembras eran transmisotas. Estos resul-
tados confirman observaciones anteriores de una mayor
cficiencia de las hembras de D maidis como vectores del
VREM (8, 9) El tipo de herencia de la capacidad de
D maidis de transmitic del VRFM es muy similar al
observado por otros autores (2, 6, 11, 13, L8, 20, 21),
para otros virus

La presencia de una barrera fisica que impide el
paso del virus del tracto digestivo del insecto a [z he-
molinfa ne parece ser la razon que explique fa existencia
de razas del insecto con grados diferentes de capacidad
de transmitir el virus (2, 3, 16, 17, 23)  Nuestros re-
sultados muestran apenas un ligero incremento, en el
nttmero de insectos viruliferos, cuando fas ninfas de
D. maidis sufrieron puncién abdominal inmediatamente
antes o después de adquirir el virus. Resultados simi-
lares fueron obtenidos por Sinha (17) con el virus del
tumor de heridas transmitido en forma propagativa por
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Agallia constricta Utilizando punciones abdominales
con la especie Ciraduling mbila, y el virus del estriado
del maiz, Storey {22) loged convertir razas no transmi-
soras en transmisoras. A diferencia de nuestro case,
este virus ne €5 propagative en su vector

Las plantas probadas en nuestro trabajo como posi-
bies hospedantes del virus y su vector, fueron seleccio-
nadas con base en su abundancin en las cercanias de plan-
taciones de mafz, y no por que existiera alguna relacion
taxonOmica cercana al mafz  Ninguna de ellas se com-
portd como hospedante del VRIM o de D maidis
Otros autores han hallade en México y los Estados
Unidos tnicamente dos especies, ademds del mafz, en
las que D maidiy puede alimentarse, Ewchlagua niexi-
cang Schrad (teosintle), y Twipsacnm dactyloides (1)
L (1, 14, 15). La relacion bioldgica entre ¢l VREM,
su insecto vector y la planta hospedante parece ser su-
mamente especifica y estrecha ya que hasta el presente
las Gnicas plantas conocidas en que virus y vector pue-
den multiplicarse son maifz y teosintle (8). No se ha
determinado si T dactyloides, es susceptible al VRIM
Tampoco ha side posible encontrar otro vector del virus;
naestros estudios demuestean que P. maidis no transmite
¢l VRFM, no habiendo sido posible hasta el presente
en nuestros estudios colectar otro saltahojas que se ali-
mente en maiz y pueda constituir un vector potencial
del virus
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