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Pyrophagus tigrinus Remes Lenicov &
Varela (Hemiptera: Delphacidae), nuevo
vector del Mal de Rio Cuarto virus MRCV,
Fijivirus) en condiciones experimentales

Velazquez, P.D.; F.A. Guzman, L.R. Conci, A.M.M. de Remes Lenicov y G.A. Truol

RESUMEN

El Mal de Rio Cuarto virus (MRCV), agente causal de la enfermedad mas impor-
tante del maiz en la Argentina, es transmitido principalmente por Delphacodes
kuscheli. La presencia de otros delfacidos en areas con la virosis, permite supo-
ner que éstos podrian tener un rol en su epidemiologia. Pyrophagus tigrinus fue
hallada por primera vez en 1997 en Jesus Maria (Cérdoba) sobre cultivos de tri-
ticale afectados con el MRCV. El objetivo fue demostrar la capacidad de P. tigri-
nus para transmitir el MRCV a triticale en condiciones experimentales. Se inicid
la cria en condiciones controladas y se realizaron transmisiones a triticale, em-
pleando el mismo cereal como fuente de inéculo. Los sintomas observados y el
patroén electroforético del dsRNA viral se correspondieron con el del MRCV en
transmisiones con D. kuscheli. Se observaron agregados de particulas virales en
células floematicas. La capacidad de P. tigrinus para transmitir el MRCV tiene im-
portantes implicaciones en la epidemiologia de esta enfermedad.
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SUMMARY

Mal de Rio Cuarto virus (MRCV), causal agent of the most important disease that
affects maize in Argentina, is spread under natural conditions by Delphacodes
kuscheli. The presence of other delphacid species in areas infected with this vi-
rus suggests that those species could have a function in the epidemiology of di-
sease. Pyrophagus tigrinus was first found by chance in 1997 in Jests Maria (Cér-
doba) in triticale crops affected by MRCV. The aim of this work was to demons-
trate the capacity of P. tigrinus to transmit the MRCV to triticale under experimental
conditions. The culture of P. tigrinus under controlled conditions was initiated and
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transmissions to triticale using this cereal as source of inoculum were carried out.
The symptoms observed and the electrophoretic pattern of viral dsRNA were co-
rresponded with the MRCV using D. kuscheli as vector. Aggregates of MRCV-li-
ke particles in phloem tissue cells were also observed. The vector capacity of P.
tigrinus has very important implications in the epidemiology of this disease.

Key Words: Mal de Rio Cuarto virus, Fijivirus, Pyrophagus tigrinus, experimen-
tal transmission.
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INTRODUCCION

Entre las enfermedades que afectan al maiz (Zea
mays L.) en la Argentina, el "mal de Rio Cuarto" es
considerada como la mas importante (Lenardén et
al., 1998). El agente causal es el Mal de Rio Cuarto
virus (MRCV), un virus perteneciente al género Fiji-
virus, familia Reoviridae (Distéfano et al., 2002). Los
sintomas tipicos incluyen enanismo de plantas, acor-
tamiento de entrenudos, reduccion del area foliar,
atrofia de panojas y espigas, y presencia de rugo-
sidades prominentes o enaciones sobre las nerva-
duras en el envés de las hojas (Nome et al., 1981;
March et al., 1995; Lenardon et al., 1998).

La enfermedad, inicialmente restringida a culti-
vos cercanos al area endémica (Rio Cuarto, sur de
la provincia de Cérdoba), se ha ido difundiendo en
forma gradual al resto del pais (Laguna et al., 2002).
Durante la campafia agricola 1996/97 ocurrio la epi-
demia mas importante del MRCV, registrandose pér-
didas estimadas en los 120 millones de délares (Le-
nardon et al., 1998). A la menor produccion de gra-
no se le debe agregar la reduccion en la produccion
de materia verde para silaje y en el volumen de ras-
trojo, los cuales constituyen una importante reserva
forrajera invernal en los sistemas agricola-ganade-
ros del sur de la provincia de Cérdoba (Lenardén et
al., 1999).

El principal vector del virus en la naturaleza es
Delphacodes kuscheliFennah (Insecta: Hemiptera:
Delphacidae) (Remes Lenicov et al., 1985). El
MRCV, al igual que otros miembros del grupo, se ha-
lla confinado al tejido floematico de las plantas in-
fectadas (Nome et al., 1981; Truol et al., 2001; Ar-
neodo et al., 2002a) y luego de que ha sido adquiri-
do por D. kuscheliy de haber cumplido con el
periodo de latencia, el vector permanece infectivo

durante toda su vida (Armeodo et al., 2002b). Recien-
temente se demostré que las poblaciones de Delp-
hacodes haywardi Muir también pueden adquirir el
virus y transmitirlo, tanto en condiciones experimen-
tales como naturales (Velazquez et al., 2003).

Ademas del maiz, el MRCV ha sido detectado en
un amplio rango de gramineas, de las cuales las
mas importantes desde el punto de vista epidemio-
l6gico son el trigo (Triticum aestivum L.), la avena
(Avena sativa L.), la cebada (Hordeum vulgare L),
el centeno (Secale cereale L.) y varias malezas y
pasturas estivales (Conci et al., 1992; Ornaghi et al.,
1993; March et al., 1995; Rodriguez Pardina et al.,
1998; Laguna et al., 2000). Aunque el virus no cau-
sa dafios de importancia en los cereales de invier-
no, éstos cumplen un rol clave en el ciclo de la en-
fermedad al actuar como hospedantes de D. kus-
cheliy constituir una importante fuente de inéculo
para la transmisién al maiz (Remes Lenicov et al.,
1985, 1991; Virla y Remes Lenicov, 1991; Ornaghi
etal., 1993, 1999; March et al., 1995; Brentassi y Re-
mes Lenicov, 1999).

En el afio 1997, en cultivos de triticale (X Tritico-
secale Wittmack) muy afectados con MRCV ubica-
dos en Jesus Maria (Cérdoba), fue detectada una
nueva especie de Delphacidae que llam¢ la aten-
cién por su numerosidad y momento de ocurrencia
(Truol, com. pers., 2000). El triticale es un cereal que
ha sido citado como hospedante natural del virus
(Giménez Pecci et al., 1997). Los estudios taxoné-
micos permitieron determinar un nuevo géneroy es-
pecie de Delphacidae: Pyrophagus tigrinus Remes
Lenicov & Varela (Remes Lenicov y Varela, 2005).

Esta especie es abundantemente representada

en areas no endémicas afectadas por la enferme-
dad: Jujuy, Salta, Tucuman, Chaco, La Rioja, Men-
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doza, Santiago del Estero y en areas del norte de
Cordoba y Buenos Aires. Asimismo, es frecuente-
mente capturada sobre sorgo de Alepo [Sorghum
alepense (L.) Pers.], Grama Rhodes (Chloris gaya-
na Kunth), Gatton Panic (Panicum maximum L. cv.
Gatton panic), pasto llorén [Eragrostis curvula (Sch-
rad.) Ness], pata de gallina [Digitaria sanguinalis
(L.) Scop.], avena pura o consociada con centeno
y melilotus (Melilotus sp.), cebada forrajera, tritica-
le, trigo y maiz (Remes Lenicov y Varela, 2005). Los
relevamientos realizados en la provincia de Cérdo-
ba desde la campafia 1998/99 hasta el presente
sobre lotes de maiz y malezas circundantes, deter-
minaron que P. tigrinus siguié en orden de impor-
tancia a D. kuschelien areas de pedemonte al nor-
te de los 30° S (Laguna et al., 2002; Remes Lenicov
et al., 2005).

La presencia de P. tigrinus en areas con la viro-
Sis permite suponer que esta especie actla como
vectora y reservorio del MRCV en la naturaleza, con
el consecuente efecto epidemioldgico. El objetivo
del trabajo fue determinar la capacidad de P. tigri-
nus para transmitir el MRCV a triticale bajo condicio-
nes experimentales.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y mantenimiento de poblaciones avi-
ruliferas de insectos

Las colonias sanas de P. tigrinus empleadas en
las transmisiones tuvieron su origen en capturas rea-
lizadas mediante red de arrastre durante mayo de
2001, sobre lotes de avena y malezas adyacentes
cercanos a Jesus Maria, y en el campo experimen-
tal del IFFIVE-INTA (Cérdoba) sobre comunidades
de gramineas [ Cynodon dactylon (L.) Pers., Digita-
ria sp., Lolium sp.]. Sobre macetas con plantulas de
cebada cv. Ufaiché y trigo cv. Buck Arriero se co-
locaron ninfas y adultos, los cuales fueron manteni-
dos en salas de criay en fitotrones bajo condiciones
controladas de temperatura (24 + 1 °C), humedad
(65 £ 5%) y fotoperiodo (16 h de luz), de acuerdo
con Truol et al. (2001). Los insectos adultos aislados
en parejas durante 3 a 4 dias para permitir la ovipo-
sicion, fueron posteriormente colocados sobre plan-
tas sanas de cebada cv. Ufaiché y trigo cv. Buck
Arriero al igual que las ninfas emergentes. Las colo-
nias de insectos se mantuvieron durante 4 genera-
ciones antes de ser empleadas en las transmisio-
nes. Los resultados negativos de las pruebas sero-
l6gicas de DAS-ELISA (Clark & Adams, 1977)
realizadas a insectos extraidos peridédicamente de
la criay a plantas de triticale cv. Quiié empleadas
en las pruebas de transmision previas, confirmaron

la ausencia de una eventual transmision transovari-
cay la obtencion de poblaciones libres de MRCV.

Fuente de inéculo

Como fuente de inéculo se utilizé un aislamiento
del MRCV obtenido originalmente en septiembre de
2000 en Jesus Maria desde plantas de trigo con sin-
tomas de hojas con forma de tirabuzén y achaparra-
miento; la presencia del virus fue corroborada sero-
l6gicamente por la técnica de DAS-ELISA utilizando
el antisuero correspondiente (Giménez Pecci et al.,
1986; Rodriguez Pardina et al., 1998). El inéculo fue
mantenido en invernaculo mediante infecciones su-
cesivas por D. kuscheli, de acuerdo con la metodo-
logia de Truol et al. (2001) hasta la realizacién del
ensayo. Para la prueba de transmision se empled
una planta de triticale cv. Quifié que registré una al-
ta concentracion viral.

Transmision experimental

Para lograr la adquisicion del virus se colocaron
ninfas aviruliferas de P. tigrinus de los estadios Il y
IV sobre el indculo por un periodo de 48 h, luego de
lo cual fueron llevadas a plantas sanas de trigo cv.
Buck Arriero y dejadas alli hasta el momento de su
extraccion. A los 10 dias de haber finalizado la ad-
quisicion, se transfirieron grupos de insectos a ma-
cetas con 3 plantulas al estado de coleoptile de tri-
ticale cv. Tizné, donde fueron dejados por 48 h. Pos-
teriormente, fueron extraidos y llevados a macetas
con plantulas sanas por otras 48 0 72 h, y asi suce-
sivamente hasta cumplir con 21 dias pos-adquisi-
cion. En todos los casos, la presion de inodculo fue
de 7 insectos por planta. Los tiempos empleados
estuvieron basados en la informacioén disponible pa-
ra la transmision experimental del MRCV por D. kus-
cheli(Truol et al., 2001; Arneodo et al., 2002b). Las
condiciones ambientales utilizadas fueron las mis-
mas que para la cria de P. tigrinus. Una vez finaliza-
dala inoculacion, las plantulas fueron transplanta-
das a macetas y llevadas a invernaculo para la ob-
servacion de sintomas y el posterior analisis con
diferentes métodos de deteccion viral.

Los especimenes utilizados fueron depositados
en las colecciones del Departamento de Entomolo-
gia de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo
de La Plata (UNLP).

Deteccion del MRCV en plantas inoculadas

Las plantas inoculadas fueron sometidas a diver-
sas pruebas para confirmar la presencia del MRCV:
serologia, electroforesis de dsRNA y microscopia
electronica de transmision.
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Tabla 1. Eficiencia de transmisiéon del Mal de Rio Cuarto virus
(MRCV) en triticale cv. Tizné inoculado por ejemplares de Pyropha-
gus tigrinus con diferentes periodos de pos-adquisicion.

Periodo Plantas Eficiencia de
pos-adquisicién infectadas/inoculadas™ transmision (%)
(dias)*
10 0/39 0
12 0/39 0
14 0/27 0
17 1/21 4,8
19 115 6,7
21 3/13 23,1

*El perfodo de adquisicién empleado fue de 48 h.
**Se utilizé una presion de indculo de 7 insectos por planta.

La detecciodn seroldgica del virus fue realizada
con la técnica de DAS-ELISA a partir de muestras
de hojas extraidas y con el empleo de reactivos es-
pecificos para el MRCV. La eficiencia (%) de trans-
mision del virus se determind mediante el cociente
entre el nimero de plantas seropositivas y el nime-
ro total de plantas evaluadas, multiplicado por 100.

Para la visualizacion de los posibles segmentos
genomicos del dsRNA viral, se procesaron raices
de plantas de triticale empleadas en las pruebas y
con valores altos de absorbencia, de acuerdo a la
técnica de Morris & Dodds (1979), modificada por
Conciy Guzman (1999). Las muestras fueron mace-
radas en tampon de extraccion para DAS-ELISA 'y
el dsRNA viral purificado fue analizado por electro-
foresis en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%)
y tefiido posteriormente con bromuro de etidio.

Como controles en las pruebas serolégicas y de
analisis de dsRNA viral se emplearon raices de plan-
tas de triticale sanas e infectadas con el mismo ais-
lamiento del MRCV transmitido por D. kuscheli.

Pequefas porciones de hoja de triticale con sin-
tomas fueron fijadas, deshidratadas e incluidas en
resina Spurr para obtener cortes ultrafinos en ultra-
micrétomo, teflidos con acetato de uranilo al 2% y
citrato de plomo, y posteriormente observadas en
un microscopio electrénico de transmision JEOL
JEM 1200 EX Il en magnificaciones de 10000X. La
presencia de particulas virales y posibles alteracio-
nes fueron analizadas y comparadas con las altera-
ciones descriptas para otros aislamientos del MRCV
(Nome et al., 1981; Arneodo et al., 2002a).

RESULTADOS Y DISCUSION

El aislamiento del MRCV obtenido originariamen-
te en Jesus Maria fue transmitido a triticale cv. Tiz-
né por P. tigrinus a partir de los 17 dias pos-adqui-

sicion y con una eficiencia de 4,8% (Tabla 1), em-
pleando periodos de adquisicion y de inoculacién
similares a los utilizados con D. kuscheli (Truol et al.,
2001). Si bien no fue objetivo de este trabajo estu-
diar la eficiencia de transmision del MRCV por P. {i-
grinus, ésta se incrementé progresivamente hasta
lograr los maximos valores de eficiencia (23,1%) y
de concentracion viral a los 21 dias pos-adquisicion.
La ausencia de transmision que presentaron perio-
dos inferiores a los 17 dias de pos-adquisicion, se
debid quizéas a la baja concentracion viral en el or-
ganismo del insecto del mismo modo como ha sido
demostrado en D. kuscheli (Arneodo et al., 2002b).

Los primeros sintomas (hojas rigidas de color ver-
de-oscuro) se manifestaron entre las 3 y 4 semanas
luego de la inoculacion. Posteriormente, las plantas
presentaron achaparramiento severo y hojas con
bordes recortados y en forma de tirabuzoén. Estos
sintomas, asi como el tiempo transcurrido entre la
inoculacion y la aparicion de los mismos, no difirie-
ron de los registrados en cereales de invierno con
transmisiones experimentales realizadas con D. kus-
cheli(Truol et al., 2001). Todas las plantas sintoma-
ticas inoculadas presentaron reaccion positiva en
presencia del antisuero del MRCV. Los valores de
absorbencia para las muestras positivas fueron re-
lativamente altos y similares a los hallados para plan-
tas inoculadas por D. kuscheli (Truol et al., 2001).

El andlisis del gel de poliacrilamida del dsRNA vi-
ral extraido desde raices de triticale inoculado pre-
sentd los 10 segmentos caracteristicos de los Fijivi-
rus, y las bandas 2 y 3 migraron conjuntamente, al
igual que las 9 y 10. El perfil electroforético hallado
fue idéntico al del dsRNA viral extraido desde raices
de triticale inoculado por D. kuscheli. Este patron es
el que comunmente se observa en transmisiones
realizadas con D. kuscheli (Conci, 1997).

La microscopia electronica de transmision reve-
|6 la presencia de viroplasmas y viriones de 60-70
nm de diametro en el citoplasma de células del teji-
do floematico. Las caracteristicas y el tamafio de las
particulas observadas fueron similares a las descrip-
tas por Truol et al. (2001) y Arneodo et al. (2002a)
para el MRCV.

Aligual que para D. kuscheli(Brentassi y Remes
Lenicov, 1997) y otros delfacidos (Khan & Saxena,
1984), se ha observado que la principal fuente de
alimentacion de P. tigrinus la constituye el floema
(Velazquez et al., datos no publicados), lo cual cons-
tituye una via certera de adquisicion por ser éste el
tejido en donde el patégeno frecuentemente se lo-
caliza (Nome et al., 1981; Truol et al., 2001; Arneo-
do et al., 2002a). La preferencia alimenticia hacia los
cereales de invierno, principalmente cebada y trigo,
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antes que a maiz, demuestra un comportamiento ali-
mentario similar al observado bajo condiciones ex-
perimentales para D. kuscheli (Virlay Remes Leni-
cov, 1991; Brentassi y Remes Lenicov, 1999, 2005).

La eficiencia lograda en la cria artificial del insec-
to sobre cebada vy trigo, y las transmisiones del
MRCV realizadas hacia triticale empleando como
fuente de indculo el mismo cereal, sugieren que P.
tigrinus tiene un rol importante en el ciclo de la en-
fermedad, principalmente en aquellos agroecosis-
temas agricola-ganaderos en donde el maiz es cul-
tivado extensivamente alternando con cereales de
invierno, incluido el triticale, y en donde también las
poblaciones de este insecto alcanzan altas densi-
dades (Laguna et al., 2002). Esta hipotesis se fun-
damenta también en que en el area endémica del
MRCV los cereales de invierno constituyen la prin-
cipal fuente de indculo para la transmision del virus
a maiz (Remes Lenicov et al., 1985; Ornaghi et al.,
1993; March et al., 1995).

Estudios posteriores mas exhaustivos seran ne-
cesarios a fin de determinar la biologia de la trans-
mision del MRCV para P. tigrinus. Determinar si las
poblaciones naturales de P. tigrinus pueden adqui-
rir el virus y transmitirlo a las especies de mayor im-
portancia epidemiolégica es uno de los objetivos
que seran necesarios cumplir en el futuro, ademas
de hallar posibles diferencias en cuanto a eficien-
cias de transmision y sintomas empleando un ran-
go mas amplio de hospedantes diferenciales.

CONCLUSIONES

La sintomatologia observada en las plantas infec-
tadas, la reaccion del virus en las pruebas serologi-
cas, su patrén electroforético y la presencia de agre-
gados de particulas virales en células floematicas,
confirmaron que P. tigrinus tuvo la capacidad de ad-
quirir el MRCV desde triticale y de transmitirlo al mis-
mo cereal bajo condiciones experimentales. Los re-
sultados permiten suponer el posible rol de P. tigri-
nus como vector y reservorio del MRCV en la
naturaleza.
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