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Resumen — Se compar6 la capacidad de ninfas de primer y tercer estadio de Delphacodes kuscheli Fennah
(Hemiptera: Delphacidae) para adquirir y posteriormente transmitir el Mal de Rio Cuarto virus (MRCV), bajo
condiciones controladas. Ninfas| y |11 aviruliferas se alimentaron separadamente de plantas de trigo infectadas
durante 48 horas, para luego ser colocadas en subgrupos de tres individuos sobre plantas de trigo sanas. Se
realizaron transmisiones seriales utilizando periodos de inoculacion de 24 horas. Ambos estaditos lograron
adquiriry transmitir e MRCV, pero seevidencié unamayor cantidad de subgruposinfectivos cuando laadquisicion
se efectud como ninfas|, asi como unadisminucion significativaen laduracion del periodo delatenciadel virus
respecto de losinsectos que adquirieron el MRCV durante el tercer estadio ninfal.

Términos paraindexacion: Delphacidae, Reoviridae, transmision experimental, periodo delatencia.

Transmission of Mal de Rio Cuarto virus by first and third-instar nymphs
of Delphacodes kuscheli

Abstract — The ability of first and third-instar Del phacodes kuscheli Fennah (Hemiptera: Delphacidae) nymphs
to acquire and transmit Mal de Rio Cuarto virus (MRCV), under controlled conditions, wasinvestigated. First
and third-instar nymphs were allowed acquisition feeding separately on infected wheat plantsfor 48 hours. The
insects were then placed in groups of three for serial transmissions to healthy wheat plants, using inoculation
periods of 24 hours. Both instars of D. kuscheli were demonstrated to acquire and subsequently transmit the
virus. Nevertheless, transmission trials showed highest transmission efficiency and shortest latent period when

MRCV was acquired by first-instar nymphs.

Index terms: Del phacidae, Reoviridae, experimental transmission, latent period.

El Mal de Rio Cuarto virus (MRCV), familia
Reoviridae, género Fijivirus (Distéfano et al., 2002),
es € agente causal de una importante enfermedad del
maiz en Argentina (Nome et al., 1981; Lenardon et al .,
1998). Su vector principal es Delphacodes kuscheli
Fennah (Hemiptera: Delphacidag) (Remes Lenicov et d.,
1985), el cual luego de adquirir el virusdesde el floema
delasplantasinfectadas, y unavez concluido el periodo
de latencia, transmite la virosis en forma persistente
(Arneodoet al., 2002). Si bienel MRCV no parece oca-
sionar pérdidas de rel evanciaecondmicaen loscultivos
de cerealesdeinvierno, éstos desempefian un papel fun-
damental enlaepidemiologiadelavirosis, yaquesona

la vez reservorios del patdgeno y hospedantes
preferenciales del vector.

Los delfacidos nacen de huevos insertados bajo la
epidermisdelashojasy atraviesan cinco estadiosninfales
antes de llegar a adultos. Para @ caso de D. kuscheli se
establecié, en condiciones de laboratorio (temperatura:
24°C, humedad: el 50%, fotoperiodo: 16 horasluz), que
la duracion de cada uno de los estadios ninfales (del
primero a quinto) es de 4.0, 2.5, 3.0, 4.0 y 5.5 dias,
siguiendo un periodo de preoviposicion arededor de4 dias,
tras el cual los adultos viven entre 1 y 3 semanas més
(Truol et al., 2001; Arneodo et al ., 2002). Entre €l otofio
y laprimavera D. kuscheli se encuentra principa men-
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te en avena (Avena sativa L), trigo (Triticum aestivum L)
y centeno (Secale cereale L.), donde adquiere € virus, y
susformasmigratoriasintroducen laenfermedad end maiz
durante etapastempranasdel cultivo (Ornaghi et al., 1993;
Marcheta., 1995; Rodriguez Pardinaet d., 1998; Laguna
etal., 2000).

Desdeun punto devistaepidemiol 6gico, y paramejorar
latransmision experimental, resulta de interés conocer
si la capacidad vectoradel MRCV por D. kuscheli esta
influidapor € estadio del insecto durante laadquisicion
del virus.

El objetivo de estetrabajo fue evaluar lahabilidad de
ninfas de primer y tercer estadio de D. kuscheli para
adquirir y posteriormentetransmitir el MRCV.

Secolocaron ninfasde primer (1) y tercer (111) estadio
a adquirir separadamente €l virus por 48 horas sobre
plantas de trigo infectadas y en condiciones constantes
de temperatura (24+1°C), humedad (50+5%) y
fotoperiodo (16 horasluz) (Truol et d., 2001). Sedligieron
estadiosjévenes paraminimizar lamortalidad normal de
los insectos a lo largo del ensayo, que dificultaria €l
andlisis de los resultados. Los insectos provinieron en
sutotalidad (180 individuos por estadio estudiado) dela
misma poblacion sana criada en forma experimental,
paradescartar diferencias en latransmision debido ala
variabilidad genética entre poblaciones del vector. Se
utilizaron las mismas fuentes de inéculo para los dos
grupos por edad consistentes en 4 plantas de trigo cul-
tivar ProINTA Federal infectadas con un aislamiento
del MRCV mantenido en invernaculo, entre las que
se distribuyeron equitativamente los g emplares de
D. kuscheli.

Luego, lasninfasl y lasninfas|1| fueron divididasen
subgruposdetresy transferidas aplantas de trigo sanas
(1 subgrupo/planta) a3, 5, 7, 9, 12, 14, 17y 22 diasde
iniciadalaadquisiciéon parainocular €l virus por perio-
dosde 24 horas. L as plantas que estuvieron en contacto
con los posibles vectores sellevaron ainvernacul o has-
talaaparicion de sintomas.

Lapresenciadel MRCV en las plantas fue corrobo-
rada mediante la prueba seroldgica de DAS-ELISA
(Clark & Adams, 1977). Asimismo, 15 plantassintomé&
ticas DAS-ELISA positivas y 5 plantas asintométicas
DAS-ELISA negativas, més |os controles (trigo enfer-
moy trigo picado por insectos sanos), fueron analizadas
mediante electroforesis de dsRNA en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% (Figura 1), segin
Rodriguez Pardina et al. (1998), como diagndstico
complementario.
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Para evaluar la eficiencia de transmision segun €
estadio del vector al momento delaadquisiciondel virus
serealizd untest no paramétrico de homogeneidad (test
chi cuadrado de Pearson). Esta prueba permitié con-
trastar la hipotesis de igualdad entre la cantidad de
subgruposinfectivos correspondientes acadagrupo por
edad. Laduracion del periodo de latenciafue analizada
mediante € test no paramétrico de Kruskal-Wallis (para
comprobar si dicho periodo variabaenfunciéndd estadio
deadquisicion del virus).

Sedemostro quelosdosgrupospor edad deD. kuschdli
analizados tienen la capacidad de adquirir y posterior-
mente transmitir e MRCV (Tabla 1). No obstante, se
detectaron diferencias significativas (p = 0,027) en la
cantidad de subgruposinfectivos/probadosalolargo del
ensayo, dependiendo de quelaadquisicion seefectuara
como ninfas | (32/60) o ninfas 111 (20/60). Cabe desta-
car la alta tasa de supervivencia de los insectos a lo
largo del estudio. Delosinsectosque adquirieron € virus
como ninfasde primer estadio, el 100% permaneciacon
vidaalos 14 dias, €l 98,3% alos 17 diasy €l 86,1% de
ellos completaron €l ensayo alos 22 dias. En cuanto a
losinsectos que adquirieron € virusen € tercer estadio
ninfal, e 100% aln viviaalos 12 dias, € 96,7% alos
14 dias, €l 93,3% alos 17 dias, y € 82,2% al fin del
ensayo (22 dias). Se observo claramente que a medida
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Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamidade dsRNA
extraido de plantasinfectadas experimental mente con MRCV.
M: marcador de peso molecular; 1: testigo positivo (trigo
infectado con MRCV); 2: testigo negativo (trigo picado por
ejemplares sanos de Del phacodes kuscheli); 3: trigo inocul a-
do por gemplares de D. kuscheli que adquirieron el virus
durante el primer estadio ninfal, luego de 7 dias delatencia.
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Tabla 1. Transmision del MRCV por subgrupos de tres individuos de Delphacodes kuscheli que adquirieron el virus como
ninfas| o 111 (sdlo seindican los subgrupos infectivos)®.

Estadio de Dias de latencia (incluyendo dos dias de adquisicion)

adquisicion

y codigo

de subgrupo 3 5 7 9 12 14 17 22

Ninfas |

+

01-I - - - +
02-I - - - +
05-I - - - -
07-I - - - -
09-I - - - +
10-I - - -
11-| - - -
12-| - - -
14-| - - -
15-| - - +
16-I - - - -

17-I - - - - -
19-1 - - - i .
20-1 - . - . .
21-1 - - - i .
22-1 - - - i .
24-| - - - - -
25-| - - - - -
26-I - - - + +
27-I - . . i i
28-1 - - - - .
29-1 - . - - .
30-I - - - - -
43-| - - - - -
44-| - - - - -
51-| - - - -
52-| - - - + +
54-| - - - - +
55-| - - - - +
57-I - . . i i
59-| - - - - .
60-I - i + + N

Ninfas |11
02-111 - - - - -
05-111 - - - - -
09-111 - - - - -
11-111 - - - - -
13-111 - - - - -
14-111 - - - - -
15-111 - - - - - -
17-111 - - - - -
18-111 - - - - - -
20-111 - - - - _ _
21-111 - - - - - -
23-111 - - - - - -
24-111 - - - - - -
25-111 - - - - - -
28-111 - - - - _ _
29-111 - - - - - +
33-111 - - - - - -
42-111 - - - - - -
57-111 - - - + + +
60-111 - - - - _ _

@+: planta de trigo infectada; -: planta de trigo no infectada.
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gue transcurria el periodo de latencia, aumentaba la
cantidad de subgrupos infectivos en ambos grupos por
edad. La duracion de este periodo ha variado
dependiendo delaedad del vector durantelaadquisicion
del virus. Si bien hubo unagran variacion dentro de cada
grupo, como es comun en este tipo de ensayos, fue sig-
nificativamente menor en ninfas| (donde seregistro un
periodo minimo de 7 dias) que en ninfas|1 (con un pe-
riodo minimo de 9 dias, en s6lo uno de los subgrupos
probados) (p = 0,007).

Otros autores han mencionado la relacion entre el
estadio en que el insecto realiza la adquisicion y la
eficiencia de transmision en virus persistentes
propagativos, pero pocos sistemas han sido estudiados
en detalle. Se ha establecido que un virus persistente
propagativo, tras ser adquirido, debe atravesar varios
tejidosen su vector (entreellos, losdel intestino medioy
lasglandulas salivales), cuyas barreras pueden determi-
nar la capacidad vectora del insecto (Hardy, 1988). En
el caso de la interaccion Tomato spotted wilt virus
(género Tospovirus, familia Bunyaviridae)-
Frankliniella occidentalis (Thysanoptera: Thripidae),
se determind que estas barreras incrementan
progresivamente su efectividad durante el desarrollo de
las larvas, hasta un punto en que el insecto adquiere el
virus pero no es capaz de transmitirlo (Nagata et al.,
1999). Sin llegar a este extremo, un mecanismo similar
podriaestar influenciando latransmision del MRCV por
distintos estadios de D. kuscheli, aunque posteriores
estudios seran necesarios paracorroborar esta hipotesis.
Dentro de lafamiliaReoviridae, estudiando labiologia
de la transmision del Wound tumor virus (género
Phytoreovirus) y cuyo vector es Agallia constricta
(Hemiptera: Cicadellidae), Sinha (1967) también
determino que la eficienciade transmision disminuye a
medida que aumentalaedad del vector a momento de
adquisicion del virus.

Enlanaturaleza, podrian existir ninfas| viruliferasen
caso de producirse latransmision vertical del virus (de
lashembrasinfectadasalaprogenie), hecho que alin no
se hacomprobado parael MRCV, pero que se hadeter-
minado en otros miembros del género Fijivirus (Milne
& Lovisolo, 1977; Marzachi et al., 1995). Podria suce-
der también que las oviposturas se hayan efectuado so-
bre plantas infectadas, y las ninfas adquirieran el virus
al alimentarse luego de nacer. No se debe descartar
esta posibilidad, ya que en cultivos de trigo de la zona
endémicadelaenfermedad, sehan registrado incidencias
delavirosisde hastaun 24% (Rodriguez Pardinaet a .,
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1998). En este caso, € mayor nimero de ggemplares de
D. kuscheli transmisoresal adquirir el MRCV en estadio
deninfal, que se suma al acortamiento del periodo
de latencia del virus, resultaria en una alta
potencialidad vectora a o largo de toda la vida del
insecto, puesto que estaria en condiciones de inocu-
lar el virus en plantas sanas aun antes de alcanzar el
estado adulto.

En €l otro extremo, se haobservado quelaadquisicion
del virus por parte de individuos adultos (al menos en
condiciones experimentales) resulta en una muy baja
eficiencia de transmision, especialmente a causa de la
mortalidad delos ejemplares, debido asu tiempo normal
devidaenlaboratorio (Truol et al., 2001; Arneodo et a .,
2002). Sin embargo, en la naturaleza, ante altas densi-
dades poblacionales del vector, la adquisicion y
subsiguiente transmision del virus por adultos seriamuy
importante en ladiseminacion delaenfermedad, yaque
éste es el estado de mayor movilidad debido a su
capacidad de vuelo (en el caso de los individuos
macrépteros).

La baja eficiencia de transmision observada, ain
cuando €l virusfue adquirido por ninfas|, no esinespe-
rada. Ental sentido, trabajosrelativosalabiologiadela
transmisién de diversos miembros del género Fijivirus
por distintas especies de delfacidos han reportado que,
bajo condiciones experimentales, solo alrededor de un
25-30% de los insectos con acceso a virus pueden fi-
nalmentetransmitirlo (Milne& Lovisolo, 1977; Arneodo
etal., 2002).

L os resultados obtenidos en este trabgjo, ademas de
profundizar el conocimiento delarelacion virus-vector,
son de utilidad para tareas en las que se requiera
maximizar laeficienciade transmision experimental del
MRCYV (tales como laevaluacion de cultivares o diver-
sos estudios de caracterizacion), indicando la
convenienciadeiniciar €l periodo deadquisiciondel virus
con ninfas de primer estadio.
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