Caracterizacion del MStV Asociado a
una Enfermedad de Maiz en Costa Rica’

ABSTRACT

Maize stripe virus (MStV) wasidentified asa causal agent
of a corn disease in Costa Rica. Cytoplasmic inclusion bodies
in needle, ring and ecight-shapes were observed by light
microscopy in infected leaf tissue. Different sizes of lineal and
circular structures of helicoidal configuration were observed
by cleciron microescopy of purified nucleoprotein, Antibodies
to the MStV nucleoprotein were bound to these struclures.
By immunc double difusion test, a crude extract of infected
plants reacted with MStV.anti-nucleoprotein antiserum.
Using immunotransfer of proteins, two protein bands of
approximately 34000 and 19000 PM, corresponding to
nucleoprotein and non-capside protein respectively were
revealed. Four species of dsRNA were detected by
polyacrylamid gel electrophoresis. All these characteristics
are similar to those reported by other authors for MStV,

INTRODUCCION

¥ 1virus del listado del maiz o "maize stripe virus"
1 (M5tV) es un miembro del grupo de los
Atenuivirus de plantas (7). Su rango de
hospederas estd limitado a monocotileddneas, y su prin-
cipal vector es Peregrinus maidis (4, 6, 14, 22). Este
virus infecta naturalmente al maiz (Zeamays L.}y ala
maleza conecida popularmente en Costa Rica como
caminadora (Rottboellia exaltata 1..Y (7). Los
tenuivirus son generalmente inestables, pleomdérficos,
y no se conoce la estructura de la particula viral
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COMPENDIO

El virus del listado del maiz (MStV) se identificd como el
agente viral asociade a una enfermedad de mafz en Costa
Rica. En telido foliar infectado se observaron, por
microscopia de luz, inclusiones citoplasmiticas en formas de
agujas, anillos y ochos. Estructuras nucleoproteicas de
configuracion helicoidal, lineales y circulares de diferentes
tamafios se estudiaron por medio del microscopio electronico
en preparaciones de nucleoproteina purificada. Estasestruc-
turas se marcaron especificamente con MStV
antinucleoprotefna. Mediante inmunodifusion se revelaron
bandas de precipitacién especifica, inicamente cuando los
extractos crudos de plantas infectadas se trataron en presen-
cia del MStV aptinucleoproteina. Dos bandas de peso
molecular aproximado de 34 000 y 19 000, nucleoproteina y
proteina de no cipside de MStV respectivamente, se
revelaron por inmunotransferencia de proteinas. Cuatro
especies de ARN dable banda sedetectaron por electroforesis
en geles de poliaerilamida, Estas caracteristicns son similares
2 las reportadas en la literatura para MStV.

completa. En la mayoria de los tenuivirus, inclusive
MSLV, la nuclcoproteina viral presenta una
configuracidn helicoidal en formas lincales y circulares
de diferentes tamafios (6, 7, 12, 19, 20). El genoma
viral de MStV estd constituido por cinco diferentes
ARN simple banda de peso molecular de 3.01, 1.18,
0.81,0.78 y 0.52 x 106, vy para cada ARN se presentan
moléculas de polaridad opuesta y complementaria
(3, 5).

Se aislaron diferentes moléculas de ARN doble
banda (ARN db), tanto de nucleoproteina purificada
como de tejido infectado con MStV (3). Los ARN se
encapsidan separadamente en nucleocapsides (5), com-
puestas de una proteina de aproximadamente 32 000
(32 K), conocida como proteina de nucleocdpside (IN)
(2,4, 6). Estudios previos demostraron que en plantas
de maiz infectadas con MStV se deiccta una proteina
de peso molecular de 19 815, conocida como proteina
de no-cdpside (NCP), que no se asocia con las
particulas nucleoproteicas (11). Esta proteina puede
formar grandes cuerpos de inclusidn filamentosos
electrodensos (1).

En gsic trabajo se describe la caraclerizacion parcial
morfoldgica, serolégica y molecular de un aisiamicnto
de MStV, asaciado a una enfermedad de maiz en Costa
Rica.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Plantas de maiz que presentaban reduccion del
tamafio y hojas con bandas amarillas cloréticas de
ancho variable (Fig. 1) fueron recolectadas en tres
regiones de Costa Rica: Cafias, Guanacaste; Gudpiles,
Limén; y Escazd, San José. Muestras de estas plantas
se trasladaron al laboratorio para su posterior andlisis.
Plantas sanas de maiz de invernadero se utilizaron
como controles.

Purificacién
de nucleoproteina viral

Las particulas nucleoproteicas virales se purificaron
de acuerdo con el método de Morales y Niessen (15).
Se molieron 250 g de hojas sintomdticas con 900 ml de
tampon fosfato de potasio 0.2 M, pH 7.0, con un con-
tenido de 0.1% de 4cido tioglicélico y dietilditiocar-
bamato de sodio 0.001 M (DIECA). Después de filtrar
el extracto con gasa, y de emulsificar con cloroformo y
tetracloruro de carbono a una proporcion 1:1:1, que fue
agitada durante 5 min, y centrifugada a 8 300 g. por

Fig. 1. Sintomas observados en hojas de maiz infectadas naturalmente: Tipos de bandas clordticas.

Microscopia de luz
de inclusiones citoplasmaticas

Cortes gruesos de hoja a los que se les removi la
epidermis adaxial y que fueron remojados en 2-
metoxietanol, y tiras de epidermis abaxial, se tifieron
con Azure-A y Calcomine Orange-Luxol Brilliant
Green BL (OG) por 10 minutos. Después de remover
el exceso de colorante con etanol al 95%, los cortes se
montaron sobre un portaobjetos con Euparal (9), se
examinaron con un microscopio Zeiss Standard 19 y se
fotografiaron con una c4mara Zeiss M 35.

cinco minutos. Al sobrenadante se le agregd 10% de
PEG en presencia de NaCl 0.3 M., se agit toda la
noche a4°C y se le centrifugé a 9500 g. por 20 minutos.

El sedimento resultante se resuspendié con
agitacién durante toda la noche a 4°C en 250 ml de
tampén fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.6, que contenia
acido etilendiamino tetraacético (EDTA) 0.010 My se
clarific a 12 000 g. por diez minutos. El extracto
clarificado se sedimentd a 92 600 g. durante dos horas
y media a 5 grados centigrados. EI sedimento se
resuspendié en 12 ml de tampén fosfato de potasio 0.01
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M, pH 7.6 (PB); éste se agitd duranie 48 h a 4°C, s¢
clarificd a 12 000 g. por 10 min y se sedimentd en un
gradiente de sacarosa al 10% - 40% en tampdn fosfato
de potasioc 0.01 M, pH 76,2 249900 g. por3ha s
grados centigrados. Las fracciones que contenian
nucleoproteina se reunieron y se sedimentaron a 89 628
g. por dos horas y media. La nucleoproteina purificada
obtenida se resuspendid en PB y se utilizo en andlisis
posteriores,

Microscopia electronica
de nucleoproteina purificada

La nucleoproteina viral previamente purificada se
coloco sobre rejillas de cobre (400 "mesh") recubiertas
con una membrana de “Formvar” y carbdn, y se ind
con acetato de uranilo al 1%, pH 5. Las rgjillas se

observaron en un microscopio electrénico Hitachi
7000,

Micrescopia electrénica
de nucleoproteina purificada
e inmunomarcada con oro coloidal

La misma preparacion de nucleoproteina de MStV,
utilizada en ¢l ensayo anteriormente descrito, se
resuspendid en PB y se montd en rejillas de cobre, las
cuales posteriormente se incubaron por flotaciénenuna
gota de MStV antinucleoproteina a una dilucidn 1:250
v/v en tampdn de fosfatos 0.1 M, pH 7.6, que contenia
1% de albiimina sérica bovina (PBS) por 20 minutos.
Después de lavarse tres veces con PBS, las rejillas se
incubaros por 30 min, sobre gotas de una solucidn 1:20
v/v de proteina A-oro coloidal (5 nam). Se lavaron de
nuevo tres veces con PBS, se tifieron con acetato de
uranilo por 2 min y se examinaron en un microscopio
electrdnico Hitachi 7000. Como control se analizd la
misma preparacidn de nucleoproleina incubada con
suero normal de conejo y MSLV antiproteina de no
cdpside.

Inmunodifusion doble en agar

Extractos de plantas se sometieron a
inmunodifusién doble en geles de agar (0.8% ionagar)
en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS) (17).

Se utilizaron antisueros policlonales producidos en
conejo contra el virus del rayado fino (MRFV), éste
proveniente del Centro de Investigacién en Biologia
Celular y Molecular (CIBCM), y contra el virus del
mosaice del maiz o "maize mosaic virus" {(MMV), el
virus del nanismo clordtico de! maiz o "maize chlorotic
dwarf virus" (MCDV), v MSIV antinucleoproteina
(MStV); estos ditimos suplidos porel Br. D. T, Gordon
del Ohio Agricultural Research and Development Cen-
ter, Ohio State University.

Inmunotransferencia de proteinas

Las proieinas de extractos de plantas infectadas
naturalmente en el campo con MStV y de plantas sanas
de invernadero, se disociaron en Tris-HC1 0.05 M, pH
6.8, en presencia del 5% SDs, 1% 2-mercaptoetanol y
10% de glicerol. Después de calentarse a 100°C, las
muestras e fraccionaron por electroforesis en un gel
con 4% - 15% de acrilamida-bisacrilamida (13).

Las proteinas fraccionadas se %iectrotransﬁrieron a
papel de nitrocelulosa a 2.5 V/cm” en un Minitransblot
System (BIORAD Laboratories), en un tampdn TRIS
0.025 M., pH 8.3, glicina 0.192 My 20% v/v de metanol
(21).

La deteccion inmunoldgica se realizd de acuerdo
con el méindo de Hammond y Jordan (comunicacion
personal). Se utilizaron antisueros MStV
antinucleoproteina y MS1V antiproteina de no capside
(NCP) este tiltimo donado por el Dr. B.W. Falk de la
Universidad de California, Davis, California. El papel
de nitrocelulosa s¢ incubd con los antisueros (1:500
v/v) en un tampdn Tris-HC10.02 M, pH 7.5, en presen-
cia de 0.5% de albimina sérica bovina y de 0.15%
NaC1 ¢IBS), y del 1% de leche descremada en polvo,
durante la noche a temperatura ambiente. Después de
lavar las membranas tres veces por diez minw{os con
TBS, se incubaron con un conjugado-anticonejo fos-
fatasa alcalina preparado en carnero (Sigma Chemical
Co.) a una dilucién 1:200 v/v en TBS, por 1 h a
lemperatura ambicnte, Posteriormente, las membranas
se incubaron con el sustrato precipitable "Nitroblue
tetrazolium, bromo-cloro-indolyl phosphate”, después
de tres lavados de 10 min en TBS y un lavado en
dietanclamina 1 M, pH 9.6.

El peso molecular de las proteinas virales se
determing usando como marcadores de peso molecular
a la fosforilasa b (94 000), albdimina (67 000),
ovoalbdmina (43 000), anhidrasa carbdnica (30 000),
inhibidor de tripsina (20 100) y alfalactoalbimina (14
400).

Analisis electroforético
de los ARN doblebanda virales

Los ARN doblebanda virales se purificaron segin el
método de Morris y Dodds (16), a partir de plantas de
maiz infectadas naturalmente con MStV. Muestras de
7 g de material se pulverizaron con nitrégeno liquido y
se resuspendieron en 14 ml de tampdn Tris-HC1 0.05
M. EDTA 0:001 M, NaC1 0.100 M, pH 6.9 (STE}, 20
ml SDS 10% 18 ml de [enol saturadocon STE2x y 0.8
m! de bentonita al 2 por ciento. EI extracto se
centrifugd a 8 000 g. por 15 minutos. La fase acuosa,
quc contiene los dcidos nucleicos totales, se removid y
se ajustd con etanol al 95% en una concentracidn final
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del 16 por ciento. Posteriormente se sometié a dos
ciclos de cromatografia en CF-11 (Whatman 4021-
050). Los ARN doblebanda se analizaron por
electroferesis en un gel de poliacrilamida al 6% en
presencia de un tampén Tris-HC1 0.040 M, acetato de
sodio 0.020 M EDTA 0.001 M, pH 7.8 (TAE). Las
bandas tefiidas con 0.5 ug/ml de bromuro de etidio se
visualizaron con un transluminador de luz ultravioleta.

RESULTADOS

Microscopia de luz
de inclusiones citoplasmaticas

Se observaron grandes inclusiones citoplasmaticas
en forma de aguja en el mesofilo (Fig. 2a) y en la
epidermis abaxial de las hojas (Fig. 2b).

También se observaron inclusiones filamentosas en
forma de anillos y ochos en la epidermis abaxial (Fig.
2¢). Ambos tipos de inclusiones, observadas en este
trabajo, se visualizaron tinicamente al tefiir con 0-G.

Microscopia electronica
de nucleoproteina purificada

Se observaron particulas nucleoproteicas de
configuracion helicoidal en formas lineales y circulares
de longitud variable (Fig. 3a).

Microscopia electrénica
de nucleoproteina purificada
¢ inmunomarcada con oro coloidal

Con este tratamiento la nucleoproteina purificada se
marcé especificamente con MStV antinucleoproteina
(Figs. 3b y 3¢). No se observd ningin marcaje
especifico cuando se usaron suero normal de conejo y
MStV antiproteina de no cdpside. El inmunomarcaje
con oro coloidal agregé en estructuras globulares las
formas lineales y circulares de la mayoria de las
particulas nucleoproteicas (Fig. 3b). También se obser-
varon algunas estructuras filamentosas inmunomar-
cadas (Fig. 3c).

Fig. 2. Microscopia de luz de inclusiones citoplasméticas en tejido foliar. a) Inclusiones en forma de aguja en células del mesdfilo; la barra
representa 6 um; b) inclusiones en forma de aguja en células de la epidermis abaxial; la barra representa 7 urm; ) inclusiones filamentosas
en forma de anillos y ochos en células de la epidermis abaxial; la barra representa 7 um.
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Fig. 3. Micrografia electrénica de particulas nucleoproteicas purificadas. a) Particulas de configuracién helicoidal de forma lineal (L) y circular
(C); 1a barra representa 100 nm; b) estructuras globulares de nucleoproteina inmunomarcadas con oro coloidal; la barra representa 100
nm; ¢) estructuras filamentosas inmunomarcadas con oro coloidal; la barra representa 25 nm.

Inmunodifusion doble en agar

No se obtuvo reaccion seroldgica entre los extractos
crudos de plantas sintomdticas y los antisueros contra
MRFV, MMV y MCDV. Se observaron bandas de
precipitacion especificas inicamente entre los extrac-
tos y el MStV antinucleoproteina. Los extractos de las
plantas sanas, utilizadas como control, no presentaron
reaccion contra ninguno de los antisueros utilizados.

Inmunotransferencia
de proteinas

El antisuero MStV antinucleproteina revelé una
inica banda de proteina de un peso molecular
aproximado de 34 000 (Fig. 4bN). El antisuero MStV
antiprotefna de no cépside indicé cuatro bandas de
proteina, con una banda principal de un peso molecular
aproximado de 19 000 (Fig. 4dNCP). En los controles
2@ r;xaiz sano no se revelaron las bandas proteicas (Fig.

ac).

Analisis electroforético
de los ARN doblebanda virales

En maiz sano se observé un duplex de alto peso
molecular (Fig. 5 aD). En maiz infectado con MStV,
ademads del duplex, se observaron cuatro especies de
ARN doblebanda (Fig. 5b).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo indicaron
que el MStV se encuentra asociado a plantas de maiz
que mostraron los sintomas descritos antes, los cuales
son similares a los reportados para MStV (7).

La presencia de inclusiones citoplasméticas en
forma de aguja, ya descritas (9) para MStV, indicé la
posible naturaleza del agente etioldgico de la enfer-
medad. Las inclusiones citoplasmdticas en forma de
anillos y ochos observadas en este trabajo se
describieron anteriormente para otros tenuivirus (10).
El hecho de que estas inclusiones se tifieran Gnicamente
con OG confirma su naturaleza proteica.
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Fig. 4. Inmunotransferencia de proteinas. a, b) Proteinas de
planta sana y de planta infectada con MStV-CR,
reveladas con MStV antinucleoproteina respectiva-
mente; N-Nucleoproteina; c, d) proteinas de planta sana
y deplantainfectadareveladas con MStV antiproteina de
no cépside respectivamente; NCP-Proteina de no
cépside; e, f) marcadores de peso molecular.

Fig. 5. Andlisis electroforético de los ARN doblebanda virales.
a) ARN db de maiz sano; b) ARN db de maiz infectado
con MStV-CR; D= duplex de alto peso molecular; 1-
ARN db 1; 2-ARN db 2; 3-ARN db 3; 4-ARN db 4.

Los resultados de inmunodifusion sefialaron al
MStV como el posible agente etiolégico asociado a los
sintomas observados en maiz en el campo.

Las micrografias electrénicas de la nucleoproteina
viral purificada mostraron que el aislamiento
costarricense de MStV (MSTV-CR) presenta el mismo
tipo de configuracién helicoidal en formas lineales y
circulares, descritas para el grupo de los tenuivirus (6,
7,8, 15, 19). Koganezawa et al. (12) relacionaron la
infectividad de la nucleoproteina del virus de la raya
del arroz o "rice stripe virus” (RStV) con la
configuracion helicoidal. El procedimiento de in-
munomarcaje con oro coloidal de la nucleoproteina
purificada de MStV-CR parece haber modificado su
configuracién helicoidal en agregados globulares.
Agregados similares se observaron mediante
microscopia electrénica de extractos crudos de maiz
infectado con MStV-CR (datos no mostrados).

Mediante el andlisis de proteinas in-
munotransferidas del aislamicnto MStV-CR, se
comprobd que la proteina de peso molecular
aproximado a 34 000 y la proteina principal de peso
molecular aproximado a 19 000 corresponden respec-
tivamente a la nucleoproteina y a la proteina de no
cépside de MStV reportadas previamente (4, 6, 11).
Las bandas minoritarias reveladas por el antisuero
antiproteina de no capside podrian ser producto de la
degradacion de la banda principal.

En plantas de maiz sanas e infectadas con MStV-CR
se observo un duplex de 4cido nucleico de alto peso
molecular (Fig. 5a-bD). Este duplex ha sido en-
contrado en algunas razas de maiz cultivadas comer-
cialmente en Costa Rica (Ramirez, P., datos no
publicados). Estas moléculas podrian corresponder a
los acidos nucleicos extracromosomales asociados a la
mitocondria de algunos citoplasmas de maiz (18). Las
cuatro especies de ARN db que se observaron (Fig. 5b)
parecen corresponder a las formas replicativas de los
ARN 1,2, 3 y 4 de MStV, reportadas por Falk y Tsai
(3). El ARN 1 se encontré en menor cantidad que los
ARN?2,3y4.

La enfermedad asociada al MStV-CR fue detectada
en tres diferentes regiones del pais, datos que indican
una amplia distribucién. Sin embargo, atin no se han
realizado estudios para determinar la incidencia de esta
enfermedad y su impacto en la produccion. Estudios
preliminares sefialan la existencia de MStV en
R. exaltata L. en Guanacaste (Miriam Hernédndez,
comunicacién personal). Ademds se ha encontrado a
su insecto vector Peregrinus maidis en el pais (Nault,
comunicacién personal). La presencia en Costa Rica
del MStV, de hospederas (silvestre y cultivada) y del
vector, componentes suficientes para la diseminacion
de este virus, indican la importancia de estudiar la
fenologia de esta enfermedad.
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