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El virus rayado fino del maiz ¢n Venezuela®/

Abstract

RAMON LASTRA, RAFAELA C. DE UZCATEGUI*

Maize rayado fino virus (MRFV) was isolated in Venezuely from plants
showing dwarfing and parallel leaf stripes along the veins. The virus particles are iso-
metric with 33 unt in diamerer and became separated in two bands by sucrose density
gradienr whicl indicates that there are differences in their nucleic acid content, The
virus reacted positively against antisera prepared with MREV from Costa Rica and
virues of the maize ravado fino colombiano (MRFCV ) from Colombia, Datbulus maidis
transinitted the virus in a persistent fashion. However, Peregrinus maidis was nnable to
framsmnit the disease  Virus particles were found in the cytoplasim and vacuole in
sections of the infected cells The disease seems fo be prevalent at an altitude of 400 m
in Fenezuelz in contrast with Costa Rica and Colombia where the disease has been

observed over the 1.004Gm.

Introduccion

t virus rayado fino del maiz (MRFV) {ue descri-
to por primera vez en 1969 en Centro América
{2). A partir de esa fecha ha sido estudiado en
varios paises del continente (4) v recientemente se le
ha encontrado en los Estados Unidos de América (1).
Este virus parece ser similar o estar muy relacionado
alvirus “corn streak’ descrito por Costa y colaborado-
res en Brasil (BCSV) (3), y al virus del rayado fino
colombiano (MRFCV) (7). En Venezuela existen
varias enfermedades virales que afectan el maiz (6),
sin embargo el MREV no ha sido ain consignado.
Recilentemente se encontré en el Estado Arapua
una enfermedad cuya sintomatologia se podria con-
fundir con la producida por el enanismo rayado del
maiz (maize mosaic virus), aungue pruebas sero-
Iégicas v de microscopiz electrénica indicaron que
este agente patogeno no era el causante de la enferme-
dad,

El presente trabajo se llevd a cabo con el fin de
identificar el agente causal de esta enfermedad del
maiz en Venezuela,

1 Recibide para publicacidon ef 5 de junio de 1980, Se
agradece al CENIAP por facilitarnos ol uso de su campo
experimental de la escucla practica de agricalturs
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Materiales y métodos

Recoleccion del material

En ef Estado Aragua se recolectaron plantas de
miiz que mostraban enanismo v un rayade clordtico
2 lo largo de las nervaduras, sintomas de una probable
infeccidn por virus, y trafdas al laboratorio para la
identificacion del agente causaf de la enfermedad.

Microscopia electrénica

Con el fin de observar la presencia de particulas
virales en el extracto de plantas enfermas, se prepara-
ron muesiras del extracto utilizando la técnica de
“dipping”, que se colocaron sobre rejillas de micros-
copia electronica previamente cubiertas con colodion,
tratadas con una capa de carbén evaporade y colo-
readas con dcido fosfotiingstico al 2% , pH 7,0. Para
el examen dei tejido vegetal se cortaron pedazos de
hojas de 1 mm? y se fijaron en glutaraldehido ai 2%
en bufer cacodilato, sepuido por una postfijacidn en
tetradxido de osmio al 2% El tejido fue deshidratado
en una serie de alcohol etilico e incluido en resina
Epon 812. Los cortes fueron coloreados con acetato
de uranilo y citrato de plomo, vy las rejillas observadas
en un microscopio electrénico JEQL JEM 100 B,

Purificacién de las particulas virales

Se homogeneizaron de 50 a 100 g de hojas de maiz
que presentaban sintomas de la enfermedad. La
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homogeneizacién se hizo con bufer fosfato 0,01 M
pt 69 conteniendo 0,002 M dietildithiocarbamato
de sodio (DIECA). El extracto se clarificé mediante
Ia adicion de cloroformo al 10% seguida por una
centrifugacion a baja velocidad (13.000 g, 10 min).
virus se concentrd mediante precipitacién con 6% po-
lietilen giycol 6000 + NaCl 0,2 M seguida, una hora
después, por centrifugacion a baja velocidad. El pre-
cipitado se resuspendio en bufer fosfato 0,01 M pH
7.8 y se sometio a una nueva centrifugacion a baja
velocidad, Las particulas virales se concentraron me-
diante centrifugacién a 85000 g durante 2 horas.
Parz una mayor purificacién del virus se colocaron las
particulas virales concentradas sobre un gradiente pre-
formado de sacarosa 20-50% centrifugdndose a con-
tinuacién durante 3 horas a 56 000 g y después de la
centrifugacién se pudicron observar 2 bandas en los
tubos del gradiente. Los gradientes se fraccionaron
mediante un sistema automdtico marca ISCO y las
fracciones que contenian a las bandas se dializaron
contra bufer fosfato 0,08 M pH 7.8.

Serologia

Se prepar antisuero contra el virus purificado me-
diante inyeccién subcutdnea sobre la escdpula de un
conejo, con 1 cc del virus purificado, homogeneizado
con adyuvante completo de Freund y seguido por dos
inyecciones de virus con el coadyuvante incompleto
de Freund a intervalos de un mes. Al animal se le
sangrd a periodos regulares para seguir la titulacidn
de los anticuerpos v una vez alcanzada la conrentra-
cidn deseada se le extrajo Ia sangre mediante puncion
cardiaca. El suero se conservd liofilizado o en una
mezela de 1:1 con glicerina. Las pruebas serologicas
se realizaron utilizando la técnica de la doble difu-
sién en agar v los sueros de referencia fueron gentil-
mente cedidos por el Dr. Rodrige Gdmez (Universi-
dad de Costa Rica} contra el MRFV y por el Dr.
Gerardo Martinez, (ICA, Colombin) contra el virus
MRECV,

Transmisién por insectos

La transmisidn se realizdé utilizando los insectos
Dalbulus maidis (De Long & Wolcott) y Peregrinus
maidis Ashm, provenientes de crias, libres de virus,
mantenidas en el laboratorio. Los insecios fueron
colocados sobre hojas provenientes del campo y que
mostraban sintomas de la enfermedad. Luego de man-
tenerse durante 5 dias sobre hojas enfermas a 30°C,
tos insectos en nimero de 10 se colocaron en una mi-
crojaula que fue colocada sobre una planta de maiz
sana, transfiriéndose la microjaula a una nueva planta
cada 5 dias. Una vez incculadas, las plantas fueron
tratadas con un insecticida sistémico y colocadas en
un: invernadero a prueba de insectos para seguir el
desarrollo de los sintomas,

Resultados

La enfermedad se manifestd mediante un enanis-
mo marcado de las plantas afectadas y un rayado
clordtico longitudinal a lo largo de las nervaduras
Estos sintomas pueden ser fdcilmente confundidos
con los correspondientes al enanismo rayado del
maiz (virus del mosaico del maiz). El examen dei ex-
tracto de las plantas enfermas, realizado en el micros-
copio electrénico, resultd en la presencia de algunas
partfculas de forma isométrica con un tamafio de
33 pm. Las particulas virales fueron visibles en el cito-
plasma y vacuolas de células infectadas (Figura 1). El
método de purificacidn produjo una gran cantidad de
particulas del tamaflo y forma anteriormente mencio-
nadas (Figura 2} v luego de la centrifugacion en gra-
diente de sacarosa tales particulas virales resultaron
ordenadas en 2 bandas de acuerdo con su densidad de
flotacién. Las observaciones en el microscopio elec-
tronico de la banda superior mostraron Iz presencia
de un alto porcentaje de particulas que fueron pene-
tradas por el colorante al carecer de dcido nucléico,
por lo cual se denominan “‘vacias”. En cambio, en
banda inferior el porcentaje mayer corresponde a
particulas completas o “llenas™, o sea que contienen
dcido nucléico, aunque también se observaron parti-
culas en proceso de desintegracién {Figura 2}, io cual
parece indicar que las particulas son ldbiles. El virus
reacciond positivamente contra el antisuero prepara-
do para el MRFV de Costa Rica y el MRFCV de Co-
fombia; sin embargo, las reacciones fueron rads fuer-
tes v llegaron a una titulacion mds alia contra el anti-
suero homdlogo preparado por nosotros.

Fl insecto Dalbulus maidis transmitid el virus en
forma persistente luego de un periodo de incubacion
en el insecto de aproximadamente 20 dias y las plan-
tas comenzaron a mostrar los sintomas de la enferme-
dad 15 dias despuds de ser inoculadas por el vector.
En cambio, el insecto Peregrimus maidis, vector del
enamismo rayado del maiz, no transmitio el virus en
experimentos paralelos.

Discusion

Los resultados observados acerca de la morfologia
y tamafio de las particulas virales, de la separacion de
Ias mismas en dos bandas en gradiente de sacarosa,
de la reaccidn seroldgica positiva con los antisueros
contra MRFV y MRECV, v de la transmisidn me-
diante Dalbufus maidis, nos llevan z la conclusion de
que el virus del rayado fino del maiz estd presente en
Vernezuela. Esta situacion era de esperarse debido ala
presencia tanto del insecto vector en el pais como de
este virus en paises vecinos como Colombia y Brasil
(4) Los sintomas que presenta esta virosis en Vene-
zuela tienden a ser mis severos que los observados
en Costa Rica y son muy semtejantes a los produci-
dos por el enanisma rayado del maiz. Esta similitud
hace dificil la identificacion visual de 1a enfermedad
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Fig. 1. Seccion transversal de una céiula de maiz infectada
con el virus rayado fino del maiz Se observa el ni-
clee (n) con su membrane nuclear (mn) v particulas
virales en citopiasma de Iz célula (v). La barra repre-
senta 200 um.

Fig 2

Particulas virales del rayadoe fino del mafz luego de
su purificacién. Se pueden observar partfculas “va-
cfas”" (pv) carentes de dcido nueléico ¥ particulas
“Henas™ (pH) con su contenido normal de dcido nu-
ciéico. La bara representa 400 tm
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debiendo recurrirse a Ja microscopia electrénica o
serologia para un diagnéstico confiable. La diferencia
en cuanto a la sintomatologia y a la intensidad de
reaccién de los difercntes antisueros puede ser debida
a la presencia de diferentes cepas del virus. Otra dife-
rencia consiste en la altitud en la cual el virus es pre-
valeciente en Colombia, donde generalmente se e en-
cuentra por encima de los 1000 metros (7}, existien-
do una situacion similar en Costa Rica (Gdmez, comu-
nicacién personal), en tanto que cn Venezuela el
virus fue localizado en zonas con una altitud de alre-
dedor de los 400 metsos,

Resumen

Se aisld el virus rayade fino del maiz (MREFV) en
Venezuela, de planias que mostraban enanismo y
rayas paralelas a lo largo de las nervaduras de las
hojas. Se encontrd que ks particulas del virus son jso-
métricas, de 33 pm de didmetro, y sc les separd en
dos bandas por medio del gradiente de densidad de
la sacarosa, lo que indica que tienen diferencias en
sus contenidos de deido nucléico. Bl virus reacciono
positivamente contrz el antisuero preparado con
MRFV de Costa Rica y virus rayado fino colombiano
de marz (MRFCV). Se observé una transmision per-
sistente del cirus mediante Dalbulus maidis y el he-
cho de que Peregrinus maidis no fue capaz de trans-
mitir la enfermedad. Se encontraron particulas del
virus en ¢l citoplasma y vacuolas de secciones de cé-
lulas infectadas. La enfermedad parece prevalecer en
altitudes de 400 m en Venezuela, en contraste con
Costa Rica y Colombia donde se ha manifestado
sobre los 1000 m.
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