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RESUMEN

Una enfermedad que afecta severamente el rendimiento del cultivo de maiz es conocida como mal de Rio Cuarto. El vector mas
importante es Delphacodes kuscheli. Este trabajo tuvo como objetivo determinar la capacidad vectora de una nueva especie, Tagosodes
orizicolus, en campo y bajo condiciones experimentales. Los ensayos de transmision se realizaron con ambas especies simultaneamente.
Para la adquisicion, latencia e infeccion se utilizaron los tiempos considerados 6ptimos para D. kuscheli. Las plantas fueron analizadas por
DAS-ELISA. Se observaron glandulas salivales de 7. orizicolus por microscopia electronica. En las pruebas experimentales se obtuvieron
porcentajes de transmision del 10% para 7. orizicolus y 42% para D. kuscheli. Los cortes ultrafinos de las glandulas salivales de T. orizicolus
evidenciaron agregados de particulas virales de 70 nm de diametro. No pudo comprobarse la capacidad vectora en condiciones naturales
a partir de ensayos realizados con insectos capturados en campo. Asimismo, se mencionan por primera vez el trigo, la cebada y el triticale
como cultivos adecuados para la cria de T. orizicolus. Estos resultados sefialan a 7. orizicolus como una especie de interés epidemiologico
en el Noreste de Argentina, por la capacidad demostrada de adquirir y trasmitir en condiciones experimentales dicho agente viral.
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ABSTRACT
Tagosodes orizicolus: a new potential vector of Mal de Rio Cuarto virus

An important disease affecting the yield of corn crops is known as mal de Rio Cuarto. Delphacodes kuscheli is the most important
vector. The objective of this work was to determine the vector capacity of a new species, Tagosodes orizicolus, both in the field and under
experimental conditions. Transmission trials were carried out on both species simultaneously. For acquisition, latency and infection the
times considered optimum for D. kuscheli were used. The plants were analyzed by DAS-ELISA. Salivary glands of T. orizicolus were
observed by electron microscopy. In experimental tests, values of percentages of transmission of 10% for 7. orizicolus and 42% for D.
kuscheli were obtained. The ultra-fine sections of the salivary glands of 7. orizicolus showed the aggregation of viral particles 70 nm in
diameter. Vectoral capacity could not be proven under natural conditions from a test conducted with insects captured in the field. Likewise,
for the first time wheat, barley and triticale are mentioned as suitable crops for breeding T orizicolus. These results show 7. orizicolus to be
a species of epidemiological interest in the northeast of Argentina due to the proven capacity of acquiring and transmitting this viral agent
under experimental conditions.
Keywords: Delphacidae, experimental transmission, MRCV, Fijivirus.

El maiz, es el cereal de cosecha gruesa con mayor
superficie sembrada en Argentina. Una de las enfermedades mas
importantes que afectan su rendimiento es el Mal de Rio Cuarto
(MRC). Su agente causal es un Fijivirus del grupo II, Familia
Reoviridae, denominado Mal de Rio Cuarto virus (MRCV)
(Milne et al, 2005). Esta enfermedad ha causado y sigue
causando graves pérdidas econdmicas, debido principalmente
a su alta incidencia y a la severidad de los dafios que produce.
Entre las campafias agricolas 1981/82 y 1991/92 se perdieron
entre US$ 2 y 41 millones (March et al, 1997). La peor
epifitia ocurrida durante la campana agricola 1996-1997 caus6
pérdidas de hasta US$ 120 millones (Lenardon et al., 1998).
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En la campana 2006-2007, se recibieron numerosas consultas
provenientes de las mas variadas regiones de cultivo, que
alerto sobre una severa epifitia. Al finalizar dicha campania, la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Alimentos de la Provincia
de Cdrdoba, informo que solo para uno de los departamentos del
sur de esa provincia, las pérdidas estimadas fueron de unos US$
70.000.000 (Lenardon et al., 2007). El MRCYV es transmitido
Unicamente por insectos vectores de la Familia Delphacidae
(Hemiptera). La localizacion de la enfermedad en una
zona geografica, ha sido frecuentemente relacionada con la
presencia del vector principal, Delphacodes kuscheli Fennah
(Remes Lenicov et al., 1985). Sin embargo, la enfermedad
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comenz6 a detectarse en regiones donde este insecto
estaba ausente o en muy baja frecuencia. Esta situacion fue
observada en las provincias de Santiago del Estero, Formosa,
Chaco, Entre Rios, Corrientes y Misiones, ubicadas en el
Noreste de Argentina (Laguna et al., 2002; Velazquez et al.,
2003; Remes Lenicov et al., 2006). Estudios realizados en
Entre Rios, identificaron un vector natural muy importante
del virus responsable del mal de Rio Cuarto en esa region,
Delphacodes haywardi Muir (Veldzquez et al., 2003).
En las otras provincias anteriormente mencionadas, se
detecto la presencia de otra especie de delfacido, Tagosodes
orizicolus Muir, considerada responsable de la dispersion
del virus de la Hoja Blanca del arroz (RHBV) (Haenni et al.,
2005). Este tenuivirus que afecta los cultivos de arroz, ain no
ha sido detectado en Argentina (Mariani & Remes Lenicov,
2000/2001). El proposito del presente trabajo consistid en
determinar la capacidad vectora de 7. orizicolus del MRCV en
condiciones experimentales y naturales. Todos los ensayos de
transmision fueron realizados en trigo (7#iticum aestivum L.) por
la incapacidad del vector de sobrevivir sobre el maiz por largos
periodos de tiempo y ademas, por la importancia de ese cultivo
en el ciclo de la enfermedad. Se eligi6 el cultivar Prolnta Federal
por ser altamente susceptible al MRCV, permitir obtener alta
concentracion de virus y expresar los sintomas tempranamente
(Truol et al., 2001). Los ensayos en condiciones naturales se
desarrollaron a partir de insectos recolectados directamente del
ambiente natural sobre vegetacion de crecimiento espontaneo,
durante el mes de marzo de 2005, en la localidad de Capilla
del Monte, Cordoba, Argentina (30° 52" S; 64° 33" O; Altitud:
973 msnm). El clima de esta region se define como subtropical
templado, serrano, con temperatura media anual de 17°C. T.
orizicolus fue capturado en altas densidades (23 de 38 insectos
totales recolectados) en los margenes del rio Dolores, utilizando
red entomologica de arrastre, cubriendo toda la superficie
del lote. Stenotaphrum secundatum (Walt.) Kuntze (gramodn)
y Cynodon dactylon (L.) Pers. (gramilla) representaron la
vegetacion predominante del lugar. Los insectos fueron
colocados individualmente sobre una planta joven de trigo.
Al cabo de 24 h, las plantas fueron transplantadas en macetas
y mantenidas en invernadero a 25 + 4°C hasta la aparicion de
los sintomas. Con la finalidad de probar la capacidad vectora
de T orizicolus en condiciones experimentales, fue necesario
multiplicar el virus en plantas de trigo para ser utilizadas como
inoculo. Se utilizé el aislamiento del MRCV proveniente de
la zona endémica de la enfermedad (Rio Cuarto, Provincia de
Cordoba, Argentina) para ser transmitido por el vector principal,
D. kuscheli, gracias a su elevada eficiencia de transmision.
Estos indculos mantenidos en invernadero a 25 + 4°C fueron
utilizados para realizar transmisiones seriadas tomando
como referencia la metodologia y los tiempos Optimos de
adquisicion e inoculacion conocidos para D. kuscheli (Arneodo
et al., 2002a). Los insectos fueron criados a partir de hembras
oviplenas capturadas en el campo y dispuestas individualmente
sobre una mezcla de plantas de cebada (Hordeum vulgare L.),
trigo y triticale (7riticum x Secale) dentro de jaulas de acetato
con aberturas de ventilacion cubiertas con voile, para permitir
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la ovipostura. Las condiciones ambientales se mantuvieron
controladas (entre 22 y 25°C, fotoperiodo de 16 h y 50% de
humedad relativa) dentro de camaras de cria con una intensidad
luminica de 10000 lux. Cada 48 o 72 h y hasta su muerte, las
hembras fueron removidas periddicamente a nuevas jaulas para
asegurar buenas condiciones para la obtencion de progenie.
Una muestra representativa de ejemplares machos y hembras
fue depositada en las colecciones de la Facultad de Ciencias
Naturales y del Museo de la Universidad Nacional de La
Plata. Se colocaron 100 ninfas del primer y segundo estadio
de la séptima generacion sobre plantas de trigo infectadas
con MRCV. Despues de un tiempo de adquisicion de 48 h,
los insectos permanecieron en latencia durante 17 dias sobre
plantas sanas; momento en que la concentracion del virus dentro
del vector alcanza valores elevados (Velazquez ef al., datos no
publicados). Posteriormente, comenzaron las transmisiones uno
a uno de manera serial, en las que cada insecto fue puesto en
contacto con una plantula de trigo para permitir la transmision
del virus cada 24 h, hasta el final de su vida. De este modo pudo
determinarse el momento en que el vector comienza a transmitir
el virus. Las plantas fueron mantenidas en invernadero hasta
la aparicion de los sintomas y los insectos aislados para los
estudios de deteccion. Paralelamente a las pruebas realizadas
con 1. orizicolus, se realizaron transmisiones con D. kuscheli
provenientes de la cria como un control positivo bajo las mismas
condiciones. La presencia del virus en las plantas sintomaticas
de todos los ensayos de transmision fue corroborada mediante
DAS-ELISA, utilizando los reactivos especificos (Rodriguez
Pardina ef al., 1998). Las hojas fueron maceradas en solucion
tampon de extraccion (PBS + 0.05% Tween 20 + 2% polyvinyl
pyrrolidone) en relacion 1/5 (P/V). Se utilizé una dilucion
1/1000 de la gammaglobulina especifica para MRCV y del
conjugado con fosfatasa alcalina. Se incluyeron seis plantas
sanas de trigo como control negativo y dos plantas enfermas,
previamente analizadas, como control positivo. Una vez
incorporado el sustrato p-nitrofenil fosfato, se incubd durante
una hora a 25°C. Las lecturas de la absorbencia se obtuvieron
con un espectrofotdmetro (DINNEX MRX 1I), a una longitud
de onda de 405 nm. Los resultados se consideraron positivos
cuando el valor de la absorbencia superaba el siguiente indice:
media de los controles negativos mas tres veces su desvio
estandar. La eficiencia de transmision del virus se expres6 en
porcentajes y se calculé mediante el cociente entre el niimero
de plantas seropositivas y el nimero total de plantas evaluadas,
multiplicado por 100.

Los insectos que transmitieron la enfermedad fueron
seccionados bajo lupa en solucion salina de Ringer (cloruro de
sodio 0.5 g, cloruro de potasio 0.25 g, cloruro de calcio 0.30
g, bicarbonato de sodio 0.20 g, agua destilada 1000 mL). Se
extrajeron las glandulas salivales de T. orizicolus para evidenciar
las particulas virales y detectar la existencia de alteraciones
citologicas. Dichos tejidos fueron incluidos en resina Spurr.
Los cortes ultrafinos obtenidos con ultramicrotomo (RMC
MT6000-XL) fueron tratados con acetato de uranilo y citrato
de plomo y fueron observados con Microscopio Electronico de
Transmision (JEOL JEM 1220) en magnificaciones de 10000X.
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De los 23 insectos probados en las transmisiones realizadas con
insectos provenientes del campo, no se obtuvieron ejemplares
infectivos, por lo que no pudo probarse la capacidad vectora en
condiciones naturales. Por otra parte, en los ensayos experimentales
se obtuvieron resultados positivos corroborados por DAS-ELISA
(Tabla 1). De los 24 insectos estudiados, dos ejemplares machos
resultaron infectivos. Uno de ellos transmitio la enfermedad en dos
oportunidades sucesivas, mientras que el otro muri6 antes de poder
realizar el Glltimo evento de infeccion. Cabe destacar que este nuevo
vector experimental comenz a transmitir a los 21 dias posteriores
alaadquisicion del virus. Este tiempo fue muy superior a los 8 dias
de latencia minima reportados para D. kuscheli (Ameodo et al.,
2002a). Este amplio periodo de latencia ha sido observado también
en otro Fijivirus del grupo 11, el Pangola stunt virus (PaSV), por
Sogatella kolophon Kirkaldy (Greber et al., 1988). Se observod
mayor mortalidad (76%) de 1. orizicolus durante los primeros
17 dias de latencia, lo que explica la diferencia en el numero de
individuos entre ambas especies vectoras, al momento de iniciar
las transmisiones. La ausencia de transmision con latencias de
menor duracion pudo deberse a la baja concentracion viral en el

insecto (Armeodo et al., 2002a). Aunque escapa a los objetivos de
este trabajo, los resultados mostraron que 7. orizicolus resultd ser
un vector menos eficiente que D. kuscheli (Tabla 1). Sin embargo,
la baja eficiencia encontrada para 7. orizicolus es superior a la
reportada para otro vector experimental de baja eficiencia como
Pyrophagus tigrinus Remes Lenicov & Varela (Velazquez et
al., 2006). Cabe destacar que estos valores fueron obtenidos
en condiciones experimentales optimas, en donde se enfrenta
directamente al insecto con una unica planta enferma y luego se
le permite alimentar de una tnica planta sana. En condiciones
naturales es mas dificil que se presenten simultdneamente
todas las condiciones para que se produzca con éxito la
transmision. Estudios realizados con D. kuscheli provenientes
de campo, determinaron que la probabilidad de que un
individuo transmita el MRCV al maiz era del 1 al 5% (Ormaghi
et al., 1999). Los cortes ultrafinos de las glandulas salivales
de los dos T orizicolus que transmitieron la enfermedad,
evidenciaron la presencia de agregados de particulas virales
de 70 nm de diametro, caracteristicas del MRCV (Truol et al.,
2001; Arneodo et al., 2002b) (Figura 1). Aunque no pudo

TABLA 1 - Eficiencia de transmision del Mal de Rio Cuarto virus (MRCV) en trigo cv. Prolnta Federal de dos especies de

insectos vectores con diferentes periodos post-adquisicion

Vector

Dias de latencia

% de transmision promedio

17 18 19 20

21 22 23

0/24°
19/72

022 0/20
31/70  29/68

Tagosodes orizicolus
Delphacodes kuscheli

0/15
27/62  23/53

2/14 2/9 173
S.D. 24/48

10.0 %
42.0%

S.D.: Sin datos.
! Dias transcurridos a partir de las 48 h de adquisicion.
2Numero de plantas infectadas/niimero de plantas probadas.
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FIG. 1 - A. Micrografia electronica de un corte ultrafino de glandula
salival de Tagosodes orizicolus alimentado sobre trigo enfermo con
Mal de Rio Cuarto virus. Las flechas indican la presencia de particulas
virales tipicas de la Familia Reoviridae. Magnificacion 10.000x; B.
Detalle de A.
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observarse viroplasma, la presencia de viriones en dichos
organos demuestra que el virus adquirido durante la ingesta
de alimento circuld dentro del organismo del vector hasta
alcanzar las glandulas salivales. Esto es esencial para que
los virus propagativos puedan ser inoculados por su vector
durante su alimentacion. Este es el primer reporte sobre la
capacidad de T orizicolus de adquirir y transmitir el MRCV
en condiciones experimentales, lo cual quedé demostrado
por pruebas de transmision; por microscopia electronica y
por la obtencion mediante serologia, de resultados positivos
en plantas con evidentes sintomas de la enfermedad, tales
como hojas en tirabuzon, borde recortado y color verde oscuro
de las laminas foliares, achaparramiento general de la planta
y formacion de numerosos macollos. Asimismo se mencionan
por primera vez a los cereales trigo, triticale y cebada como
cultivos adecuados para criar y mantener a 7. orizicolus en
laboratorio, notandose mayor preferencia por la cebada para
efectuar las oviposiciones. Este hecho merece especial atencion
puesto que en algunos ecosistemas agricola-ganaderos, se
utilizan estos cereales de invierno para alternar con los cultivos
de maiz. Dichas especies se comportan como reservorios de la
enfermedad y de los insectos vectores que en ellos habitan y se
reproducen. La gran eficiencia del sistema utilizado para la cria
experimental de 7. orizicolus, sugiere que este insecto podria
alcanzar una densidad poblacional lo suficientemente elevada
como para desarrollar una epifitia en aquellos ecosistemas.
Estos resultados permiten sefialar a 7. orizicolus como especie
de interés epidemiologico en el Noreste de Argentina por la
capacidad demostrada de adquirir y trasmitir en condiciones
experimentales el virus causal del MRC del maiz.
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