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. INTRCDUCCICN

El cultivo del maiz de Colombia se ha vistc severamente afectado en los tres Glti-
mos afios por un nuevo virus al que se ha llamado "Virus del Rayado Colombiano

del Maiz (VRCM)". Este virus es transmitido por el saltahojcs Dalbulus maidis

(Delong & Wolcott) (Homoptera, Cicadellidae) y se encuenirc ampliamente distri -

buido en todas las areas productoras de maiz en Colombia.

Se han estudiado algunas relaciones virus-insecto vector-planta hospedante que han
permitido determinar la eficiencia de transmisién, la relacién entre estado de de -
sarrollo o sexo y la habilidad para transmitir y se ha evaluado la posible resistencia
de algunos maices de clima frio, medio y cdlido. Estudios realizados sobre el efec-
to en los rendimientos causado por este virus, indican pérdidas bastante considera -
bles cuando la enfermedad se presenta en los primeros estados de desarrollo del cul-
tivo. Como complemento de estos estudios y teniendo en cuenta la importancia de
los factores ambientales en la incidencia y severidad de una enfermedad virosa, se
considerd necescrio investigar el efecto de la temperatura sobre el periodo de incu-
bacion del VRCM en el insecto vector y en plantas de mafz susceptibles, asi como
también determinar las caracteristicas, el aislamiento y purificacién del virus que
facilitan la obtencion de antisueros y ayudan a conocer la forma y tamafio de las

particulas, la composicién y la naturaleza del dcido nucleico.



. 2. REVISION DE LITERATURA

En estudios sobre una nueva enfermedad del maiz en Colombia, Martinez Lopez y co-
laboradores (1974a, b) determinaron cue ésta es fransmitida por el saltahojas Dalbulus
maidis (Delong & Wolcott) y sugirieron que el agente causal de la enfermadad es un virus
al que llamaron "Virus del Rayado Colombiano del Maiz" (VRCM). Estudios preliminares
de microscopia electronica realizados por Martinez Lépez y Rico de Cujia (1975) confir -
maron la presencia del virus, el cual posee particulas poliédricas de un didmetro aproxi-

mado de 55 nm.

La enfermedad se caracteriza por la presencia de rayas cloréticas a lo largo de las nerva-
duras y un severo enanismo de las plantas afectadas; tiene un periodo minimo de incubacién
en la planta de tres dias y un promedio de 12 dfas (Martinez Lopez y Rico de Cujia,1974;
Martinez Lopez et al , 1974b). Puede ser transmitida tanto por las ninfas como por los
adultos de D. maidis. Ademds en un campo afectado el 10 por ciento es capaz de trans-
mitir la enfermedad. Ninfas de primer o tercer instar y adultos jévenes expuestos por 24
horas a plantas enfermas, transmitieron el virus bajo condiciones de invernadero, des-

ués de transcurrir en el insecto un periodo minimo de incubacidn de 18 dias. con
P 7

un promedio de 29 dias (Pineda, 1975a; Pineda y Martinez Lopez, 1975).

Un estudio sobre las posibles plantas hospedantes del saltahojas D. maidis en la Sa-
bana de Bogotd, realizado por Trochez y colaboradores (1975), demostrd que las ninfas

solo sobreviven y llegan al estado adulto cuando se alimentan sobre plantas de mafz.

La importancia econémica de esta nueva enfermedad ha sido estudiada por Pineda
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(1975a, b) y Pineda y Martinez Lépez (1974), en la variedad de maiz susceptible
ICA V-504 y estos autores sefialan gue las pérdidas son bastante considerables cuando

la enfermedad se presenta en los estados tempranos de desarrcllo del cultivo.

Investigaciones realizadas por Salazar (1975), Salazar y Martinez Lépez (1974) y Mar-
tinez Lépez (datos no publicados), demuestran la existencia de resistencia al virus o
al vector en algunos materiales de maiz sembrados en los distintos pisos térmicos de
Colombia. Martinez Lépez (1975) estudié la posibilidad de usar insecticidas sistémi-

cos como una de las medidas para disminuir la poblacién vectora.

Trabajos de reconocimiento adelantados por Martinez Lépez en colaboracién con otros
Técnicos del Instituto Colombiano Agropecuario (datos no publicados),msestran la am-
plia diseminacién de la enfermedad en todas las dreas del cultivo de mafz en Colom-
bia, con mayor incidencia en los campos donde se redlizan siembras escalonadas o

siembras tardias.

Las investigaciones realizadas sobre las caracteristicas de un virus demuestran que la
temperatura tiene un marcado efecfo sobre el perfodo de incubacién del virus en su
vector o en las plqnfqg hospedantes, y ademds tiene una estrecha relacién con el de-
sarrollo de la enfermedad (Gonzélez y Gamez, 1974; Kunkel, 1937; Maramorosch,
1950; Matthews, 1970). Es asi como los experimentos de invernadero realizados por
Severin (1924) muestran que el periodo de incubacién del "Sugar Beet Curly Top Vi-

rus" en el vector Eutettix tenellus (Baker), esid influenciado por la temperatura a la




cual se somete el insecto. Maramorosch (1950) registra la forma como las tempera-
turas altas, pero inferiores a 30C, acortan el perfodo de incubacidn del "Wound Tu=
mor Virus" en el vector, sucediendo la contrario cuando el insecto se somete a tempe-
raturas bajas, mientras que Calvache y colaboradores (datos no publicados), Kunkel
(1937) y Windsor (1972), indican que femperaturas altas impiden la multiplicacién de
algunos patdgenos en sus vectores, caracterfstica que se utiliza para obtener colonias

del insecic libres del patégeno a partir de insectos portadores.

Para la realizacién de los estudios de las caracteristicas de un virus que no se trans=-
mite mecdnicamente, se requiere el uso de técnicas tales como la alimentacién de
los insectos vectores a través de membranas (Rochow, 1960), o de la inyeccidon de
esfos con el exiracto de plantas enfermas (Black, 1940; Black and Brakke, 1952,
Storey, 1933). Con estas técnicas se puede evaluar también la actividad biolégica
en el aislamiento y purificacion de un virus, proceso en el cual hay muchos factores

involucrados (Brakke, 1967; Francki, 1972; Peters, 1967),



3. MATERIALES Y MEIODOS

Definicion de términos que con frecuencia se utilizan en el presente trabajo, algunos

de los cuales estan descritos por Pineda (1975q).

Insecto vector: Especimen de Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Homoptera: Ci -

cadellidae).

Colonia no virulifera: Grupo de individuos provenientes de una pareja de D. maidis
que no transmitieron el VRCM y que a través de pruebas continuas hen demostrado

estar libres del patdgeno.

Colonia virulifera: Grupo de individuos provenientes de una pareja del saltahojas
D. maidis que transmitié el VRCM y a los que se les ha dado la oportunidad de ali-

mentarse en plantas enfermas.

Insecto no virulifero: Insecto vector proveniente de una colonia no virulifera, y

ademds no ha tenido oportunidad de alimentarse sobre una planta enferma.

Insecto expuesto: Insecto vector que ha tenido la oportunidad de alimentarse sobre

una planta enferma o de un extracto de planta enferma.
Insecto virulifero: Insecto vector expuesto que fue capaz de adquirir el virus.

Insecto inoculativo: Insecto vector virulifero capaz de fransmitir el virus.



Periodo de adquisicion: Tiempo en el cuul un insecto no virutifero debe alimentarse
sobre una planta enferma o sobre un extracto de planta enferma para poder adquirir

el virus.

Periodo de inoculacién: Tiempo de alimentacién necesario para que el insecto inocu-

lativo transmite la enfermedad o ung planta sana.

Periodo de incubacién en el insecto: Tiempo tronscurrido desde cuando el insecto

adquiere el virus;, hasta cuando es capaz de transmitirlo.

Periodo de incubacion en la planta: Tiempo transcurrido desde que la planta es ino-

culada, hasta cuando se observan los primeros sintomas.

Planta sana: Planta de maiz ICA V-504 obtenida en un cuarte de invernadero, sin

acceso del insecto vector.

Planta inoculada: Planta de maiz ICA V-~504 sobre la cual se han colocado insectos

expueastos.

Planta enferma: Planta de maiz ICA V-504 que muestra los sintomas caracteristicos

del VRCM.

Los trabajos se realizaron en el Laboratoriod e Virolegia y en los invernaderos del
Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias "Tibaitatg" del Instituto Colombiano

Agropecuario ICA.



3.1.

Efecto de la temperatura solie el periodo de incubacién del Virus del Rayado

Colombiano del Maiz end insecto vector y en plantas de mafz.

Se estudio la influencia de las temperaturas de 18, 22, 26 y 30C sobre el
periodo de incubacién del VRCM en el insecto vector y en plantas de maiz
susceptible, utilizando en cada experimento simulténeamente dos cémaras de
crecimiento donde se controlaron la temperatura, intensidad luminica, fotope-
riodo y humedad relativa. Se trabajd con el insecto vector del VRCM proce-
dente de una colonia no virulifera seleccionada por Martinez Lépez y Rico

de Cujia (datos no publicados).

Para el estudio de cada temperatura y en el proceso de adquisicion e i nocu-
lacion, se emplearon ninfas de segundo y tfercer instar, obtenidas a partir de
hembras que ovipositaron por periodos de 24 horas sobre plantas sanas, para

garantizar la uniformidad en la edad de los insectos.

Como fuente del virus se utilizaron plantas enfermas de 5 ecm de altura, sem-
bradas en materos plasticos de 5 cm de didmefro. Las plantulas gue se inocu-
laron para cada temperatura estudiada, permanecieron en la camara de creci-
miento (Figura 1) por 30 dias consecutives durante los cuales se registraron

las fechas en que se presentaron los sihtomas iniciales para la posterior deter-
minacién del periodo de incubacién del VRCM en el insecto vector y en las

plantas de maiz.



FIGURA 1.

Camara de crecimiento utilizada. Se observan plantas sanas sin inocu-

lar, plantas en el proceso de inoculacidn lantas inoculadas.
r P i




Durante el periodo de adquisicién o inoculacién, los insectos se confinaron a la
planta con jaulas de nitrato de ceiulosa de 20 cm de altura por 5 cm de didmetro,

con ventanas de nylon para la ventilacién.

Para la adquisicién, las ninfas no viruliferas seleccionadas se dejaron alimentar por
24 horas sobre plantas enfermas. Se formaron 30 grupos de ninfas expuestas, cada
uno compuesto de 30 especimenes. Para el primer perfodo de inoculacion, las nin-
fas permanecieron en plantulas sanas por siete dfas consecutivos, més tarde y con el
fin de encontrar el periodo minimo de incubacién del virus en el vector, cada perfodo
de inoculacin se redujo a dos dias, haciendo transferencias continuas hasta comple-
tar un total de 11 inoculaciones, tiempo que cubre la duracién promedia del perfodo
de incubacién del virus en el insecto vector observada por Pineda (1975a) en trabajos

previes. Una vez efectuado el traspaso 11, los 30 grupos en estudio se eliminaron.
Para todas las temperaturas con excepcién de la de 30C, se realizaron dos ensayos.

Para determinar el perfodo de incubacién del VRCM en el insecto, se contd como
F
dia 0, las 24 horas de adquisicion, dia uno el primer dia de inoculacion, dos el se-
gundo y asi sucesivamente hasta enconirar la primera planta con sintomas; se consi -
deré como periodo de incubacién del virus en el insecto el tiempo transcurrido enire
p
el dia 0 y el dia siguiente al de la iniciacién de la inoculacién en la primera plan-

ta en la que se presentaron los sintomas para un grupo dado.



3.2.

El periodo de incubacién del virus en la planta, se calculd tomando como
dia 0 el primer dia de inoculacién, el dia uno el siguiente y osi sucesiva -

z - 1 - L
menfe hasta el dia en el que se observaron los primeros sintomas.

Pruebas de caracterizacién.
Se realizaron algunas de las pruebas utilizadas para conocer fas caracteristi-

cas de virus causantes de enfermedades en plantas e indicadas entre ofros por

Matthews (1970) y Ross (1964).

Antes de la iniciacion de estos estudios y considerando que el VRCM no se
transmite mecanicamente (Martinez Lépez et ol , 1974b), se realizaron fraba-
jos preliminares para determinar la actividad biolégica del virus en extracto
de plantas enfermas y si era adquirido por alimentacidn del insecto vector a

través de membronas, siguiendo en términos generales el procedimiento utili-

zado por Rochow (1940).

Para la obtencién del exiracto de material enfermo se utilizé como fuente de
indculo plantas enfermas que se maceraron en una licuadora y se filtraron a
través de gasa, con el fin de remover el material mds grueso. En seguida
se centrifugd a 7710 g por 10 minutos, para precipitar algunos de los compo-
nenfes normales de la planta que pasaron por el filtro de gasa. El extracto

obtenido se utilizé en la proporcién 1:1 para la preparacion de las mezclas
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siguientes: Extracto mezclado con agua de azdcar al uno por ciento; extracto mez-
clado con agua de azicar al dos por ciento, extracto mezclado con agua de azicar
al cuatro por ciento y extracto sin ninguna mezcla. Cada una se colocd en alf -
cuotas de 0,5 ml sobre membranas muy finas de parafilm, dispuestas previamente so-
bre la boca de tubos de nitrato de celulosa de 2,5 cm de diédmetroc por 7 cm de al-
tura. Posteriormente una segunda membrana de parafilm cubrié la solucidn y en es-
ta forma se evité la evaporacién (Figura 2) . Dentro de cada tubo se colocaron 10
adultos o 10 ninfas de segundo y tercer instar de D. maidis provenientes de ona co-
lonia no virulifera para que se alimentaran por 24 horas a través de la membrana.
Pasado el periodo de adquisicién, se contaron los insectos expuestos que sobrevivieron
y se pasaron a plantulas sanas, transfiriéndose luego cada ocho dias a nuevas plan -
tulas de maiz por siete veces consecutivas con el fin de permitir que transcurriera

el periodo de incubacién del VRCM en el vector y determinar la presencia de los
sinfomas caracteristicos de la enfermedad en fas plantas inoculadas, las cucles se ob-

servaron por 30 dias consecutivos antes de eliminarlas.

Después de haber obtenido resultados positivos con la prueba anterior, se siguio en
términos generales el mismo procedimiento para cada una de las pruebas de actividad
biolégica realizades en los estudios de caracterizacién del VRCM que se indican a
continuacion, con la diferencia de que se usaron 20 ninfas de segundo a tercer ins -

# - - °
tar por tubo y se tomo el extracto de material enfermo sin ninguna mezcla.



GURA 2. Proceso de alimentacion de Dalbulus maidis, a través de membranas de

parafilm con extracto de plantas enfermas.
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Para los diferentes tratamientos realizados se determine la actividad biolé=

gica del VRCM por la expresion de los sintomas en las plantas inoculadas.

Longevidad in vitro.

Con el fin de estudiar la estabilidad del VRCM « temperatura ambiente
(20C) y a 4C, se obtuvo el extracto de plantas enfermas en la forma des -

crita previamente.

Se estudio la actividad bioldgica después de 0; 1; 4; 8; 24; 48; 72; 96
120 y 144 horas de haber obtenido v conservado el juge a temperatura am-
biente y de 4; 8; 24; 48; 72; 96,120 y 144 horas de haberlo conservade

4€.

Se expusieron alrededor de 80 ninfas por cada uno de los tratamientos, y
después de 24 horas se pasaron o pléntulas sanas con transferencias cada
ocho dias por siete veces consecutivas. Los tratamientos a 94 horas, se re=-
pifieron tres veces; los de 24; 48; 72; 120 y 144, dos veces y los de 0; 1;

4 y 8 horas, se realizaron una vez, independiente de si el jugo estaba a

temperafura ambiente o a 4C.

Las plantes inoculadas se observaron por 30 dias y la presencia de sintomas
en ellas, determinaron los tratamientos en los cuales el virus conservaba aln

su actividad biologica.
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3.2.2. Punto de inactivacion térinica.
Para io determinacion del punto de inactivacion térmica del VRCM se ob -
tuvo el exiracto de plantas enfermas como ya se indicd. Luego se dividié
en 11 alicuotas de 2 ml. Una de elias se usé como control y se conservd
a 0C por 10 minufos y cada una de las otras se sumergid en agua con tem-
peraturas de 35; 45; 50; 55; 60; 65 y 70C por 10 minutos, pasados los cuales

se llevaron a un bafio de hielo, donde se conservaron por un perfodo de

tiempo inferior a una hora.

Cad;: uno de los juges tratados se usé para la alimentacidn por 24 horas de
ninfas no viruliferas de segundo y tercer instar, a través de membranas de
parafilm. Las que sobrevivieron después de la exposicién, se llevaron a
plantulas sanas de maiz, en grupos de 10 a 30 ninfas por planta, efectudn-

dose transferencias a nuevas plantas cada 8 dias por 7 veces consecutivas.

Los tratamientos de 30; 35; 40 y 45C, se realizaron una sola vez mientas
que los correspondientes a 50; 55; 60; 65 y 70C se realizaron en dos oca-

siones,

Las plantas inoculadas se observaron por 30 dias y la presencia de sintomas
en ellas, deferminé la temperatura en la cual el VRCM, conservaba ain

su actividad biologica.
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Aislamiento y purificacién.

En forma preliminar se investigé la posibilidad de aislar y purificar el VRCM,
usando las técnicas de precipitocién con polietileno glicel y la de centrifuga-
cién por gradientes de densidad. En dos ensayos realizados se utilizaron como
control plantas sanas y como fuente de virus plantas enfermas. Ambos arupos

se manejaron en igual forma pero separadamente.

Las hojas de las plantas sanas y enfermas utilizadas en este estudio se corta-
ron en trozos de 0,5 cm? aproximadamente y se infiltraron al vacio por 20
minutos en "buffer" de fosfato 0,1 M + MgCT2 0,01 M pH 7,0 en la relacién

de 3 ml de "buffer" por cada gramo de tejido.

La “buffer" no tomada por los tejidos que se infiltraron, se process aislada-
mente, con el fin de obtener informacién si el procedimiento utilizado por
Lastra y Acosta (1975) en la purificacién del virus del mosaico del mafz po =
dia seguirse en la purificacion del VRCM. Esta "buffer” se denomind "va -
riante”. La Onica diferencia con el procedimiento descrito g continuacion

fue que no hubo necesidad de macerar filtrar a fravés de gasa y centrifugar.,

Los tejidos infiltrados se maceraron en una licuadora con vaso metalico, reem-
l 7
plazando el volumen de "buffer" no tomado en la infiltracién por "buffer"

nveva. El macerado se filtré a través de gasa y se centrifugd a 7710 g por



10 minutos a 4C. A partir de este momento la “variante” y el sobrenadante de la
centrifugacion recibieron el mismo irafamiento.  Se les qjusté a pH 5,5 con HCI,
Se les agregé NaCl 0,1 M, mezclando lentamente en un agitador magneétice hasta
que el NaCl eniré6 en solucién. Luego se les agregd lentamente polietileno glicol
al 6 por ciento y se agito nu.evcmenfe hasta que éste también entrd en solucion.

Después se dejaron en reposo en tubos de centrifuga por 2 horas a 4C. Transcurri-

do este lapso de tiempo se centrifugé a 7710 g por 10 minutos.

Los precipitados se resuspendieron en "buffer" de fosfato + MgCl2 pH 7,0 y se homo-
genizaron independientemente en un homogenizador de vidrio. Las soluciones obte-
nidas se centrifugaron a 7710 g por 10 minutos a 4C. Los sobrenadantes resultantes
de este proceso, se utilizaron para continuar la purificacién, siguiendo la técnica

de separaciones zonales descrita por Brakke (1951, 1953),

Se prepararon gradientes de densidad de equilibrio en tubos plésticos de centrifuga
de 2,5 cm de didmetro, colocando capas en forma ascendente de 2,5; 5,0; 5,0; 5,0
Y 2,5 ml de concentraciones de azlear de 600; 500; 400; 300 y 200 gm por litro de
"buffer” de fosfato 0,1 M PH 7,0 y se dejaron en reposo por 12 horas a 4C para

que se formaran las gradientes.

Una vez formadas las gradientes, se colocaron 10 ml dei sobrenadante obtenido en el
proceso descrito previamente y se centrifugd a 51505 g por 3 horas a 4C en el rotor

SW 25,1 de la centrifuga Beckman L-2.
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Se selecciond la banda posiblemenic portadora de! VRCM por comparacion de las gra-
dientes del material sano con el enfermo. Esta se exirajo con un fraccionador 1SCO
y se le agregd el doble de "buffer" de fosfato pH 7,0. se centrifugd o 96592 g por
una hora para precipitar el virus y separarfo de la solucidn azucarada donde se en-
contraba. El precipitado obtenido se resuspendié en "buffer" de fosfato pH 7,0, el
cudl se utilizé para alimentar o través de membrana 200 ninfas no viruliferas. Paso=
das 24 horas de exposicion se hicieron grupos de 30 ninfas y se colocaron sobre pian-
tas sanas haciendo transferencias a nuevas pléntulas de mafz ceda ocho dias, por

siefe veces consecutivas.

La actividad biclogica del VRCM se determiné por la presencia de sintomas en las

plantas inoculadas con las ninfas que se alimentaron de la banda seleccionada.



4. RESULTADOS

4.1.  Efecto de la temperaiura sobre el periodo de incubacién del Virus del Raya-

do Colombiano del Maiz.

4.1.1.

Periodo de incubacién en el insecto vector.

Los experimentos que se realizaron para conocer la influencia de
18; 22; 26 6 30C sobre el perfode de incubacién del VRCM en el
insecto vector, indican que ia temperatura tiene un efecto bastante

pronunciado sobre este.

El minimo tiempo de incubacién del VRCM en D. maidis fue de 11

dias con cuatro grupos de insectos a 18C; 13 dias con siete grupos
deinsectos a 22C; 14 dias con dos grupos de insectos a 26C y de

16 dios con un grupo de insectos a 30C (Tablas 1 y 2, Figura 3).
También se observaron diferencias en la eficiencia de transmisidn
siendo la mayor de 82 por ciento a 22C, seguida de 75 por ciento
a 18C, 58 por ciento a 26C y solo 17 por cientc a 30C. En ge-
neral no se observaron diferencias del comportamiento de los perfodos
de incubacion del VRCM en el insecto vector, cuando se compararon
los dos experimentos realizados en tres de las temperaturas estudiadas

(Tablas 1 y 2).
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Los periodos promedios de incubacion del VRCH en el insecto o 18, 22,
26 y 30C fueron 22; 23; 24 y 24 cies, y los seriodes méximos fueron 27;

29; 25 y 24 dias respectivamente (Figura 4).

En el periodo minimo de incubacion, hubo pocos grupos de insectos que
transmitieron,este nimero aumenté gradualmente hasta que llegd a un punto
maximo, de donde decrecid con pocos grupos de periodos de incubacién
mas largos. Esto fue independiente del nimero de grupos que transmitid

a cada una de las temperaturas estudiadas (Figura 4). A los periodos de
incubacién del virus en el vector, se les hizo la prueba de bondad de
ajuste de las frecuencias observadas enconfréndose que a 18 y 26C los pe~
riodos siguieron la forma de una curva de distribucién normal, mientras que
en 22C que presentd una forma similar, no se ajustd a esta distribucion.

Los dates a 30C nc permitieron hacer esta observacién.

Periodo de incubacién en plantas de maiz.
No se observaron diferencias notorias en cuanto al efecto de las tempera -
turas estudiadas sobre el perfodo de incubacién del VRCM en la variedad

de maiz susceptible ICA V=504,

La incubacién minima del VRCM fue de 5 dias con 7 plantas a 18C; 3

dias con 5 plantas a 22C; 3 dias con 7 plantas a 26C y de 4 dias con
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FIGURA 4. Distribucién a cuatro femperaturas de los perfodos de incubacién del

Virus del Rayade Colombiano del Mafz en su vector el saltahojas

Dalbulus maidis.
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una planta a 30C (Tabic 2, Tigura 5). Sc¢ presentaron diferencias bastante
notorias con el nimero de plantas gue mosiraron los sintemas caracteristicos.

A 18C, 132 de lus 660 plantas que se inocularon mostraron sintomas; a 22C
171 de las 660; a 26C, 120 de las 660 y a 30C solo 10 de las 330 plantas,
correspondiendo un 22, 26, 19 y 3 por ciento de plantas con sintomas, respec-

tivamente (Tabla 3).

Los promedios de incubacion del VRCM a 18; 22; 26; y 30C correspondieron
¢ 9% 9 8y 10 dias y el maximo fue 22; 25; 27 y 22 dias respectivamente

(Figura 6).

Como en el caso del periodo de incubacién del VRCM en el insecto vector
hubo pocas plantas con el minimo de incubacién, el ndmero fue aumentando
gradualmente hasta que llegé a un méximo y luego empezd a decrecer (Figura
), pero en este caso al hacer la prueba de bondad de ajuste de las frecuen-

cias encontradas, no hubo distribucion normal parc ninguna de las curvas.

El general el mayor nimero de plantas con sinfomas estuvo entre & a 8 dias
después de la inoculacién, independiente de la temperatura a la cual se reali-

z0 el estudio (Figura 6).

Caracterizacion.

En las pruebas preliminares que se realizaron para evaluor la habilidad del
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D. maidis en adquirir el virus a través de membranas, se encontrd
mejor supervivencia de las ninfas, sinembargo, tanto ninfas como
adultos fueron capaces de alimentarse, cdguirir y luego fransmitir el
virus. Los mejores resultados se obtuvieron con extracio de plantas

L
1

enfermas sin mezcla de ninguna naturaleza y también fue donde hubo

mayor supervivencia del insecto (Tabla 4).

Longevidad "in vitro".

Los ensayos que se realizaron para determinar la actividad biolégica
del virus en el extractc de plantas afecfadas, demostraron que esta

fue superior a 72 horas pero menor de 96 horas a temperatura am -
biente promedia (20C) (Tabla 5) y fue superior a 96 horas pero infe-

rior a 120 horas a 4C (Tabla 6).

Punto de inactivacion térmica.
El VRCM , conservd su actividad biologica en extracto sometido a
60C o a temperaturas inferiores. Se considera que su punfo de inac-

tivacién térmica esta entre 60 y 65C (Tabla 7).

Aislamiento y purificacion.

En los dos ensayos preliminares de aislamiento y purificacion del VRCM, se ob-

servd en las gradientes de densidad correspondientes al material proveniente
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TABLA 4. Pruebas preliminares de supervivencia de Daibulus maidic y adquisicion del

Virus del Rayado Colombiano del Maiz por climentacidén ¢ iravés de mem-

branas.

Insectos vivoy/  Insectos expuestos Transmision
adultos ninfas Adultos Ninfas

Extracto 7/10 8/10 + +
Extracto con agua
destilada 4/10 6/10 - -
Exiracto con azicar
1% 1/10 7/10 - +
Exiracte con azicar
2% 510 &/10 + -
Extracto con azicar

4%

2/10

310

+
|

Hubo fransmision.

-~ = No hubo fransmisién .
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de plantas enfermos, una banda de color azuloso gue estuvo ausente en las gradien-
tes correspondientes al material sano o a la "variante"y la cual se localizé entre 3,2
y 4,0 cm del fondo del tubo. Esta se colectd por considerarse que s2 habic locali-
zado en ese sitio el virus. Después de realizar las pruebas de inoculacién, se en -
contré que los siete grupos que se formaron con las ninfas expuestas al material de

la banda colectada, transmitieron el virus, situacién que también se presenté en el

segundo ensayo de purificacion cuando 2 de los 3 grupos de ninfas expuestas transmi-

tieron la enfermedad.



5. DISCUSICHN

Como se aprecia en los resultados, la temperatura ejercio un efecto bastante pronun=
ciado sobre el periodo de incubacién del VRCM en el insecto vector. Las tempera-
turas bajas favorecieron el acortamiento de este periodo en el insecto y ademas per-
mitieron aumentar la eficiencia de la transmision. Cuando se observa el perfodo de
incubacion del virus en la planta el efecto no fue tan marcade. A tempercturas altas
hubo disminucion en el porcentaje de plantas enfermas, lo cual pudo ser ocasionado
por la baja eficiencia de los insectos expuestos, para transmitir o por la inhabilidad
del virus para multiplicarse en algunas plantas. Para dilucidar esto es necesario
realizar un ensayo que permita el desarrollo del periodo de incubacién en el insecto

a temperaturas diferentes de aquella en las que se realicen las inoculaciones.

En general, el virus se vid favorecido para multiplicarse en el insecto y para causar
la enfermedad en un mayor nimero de plantas cuando el pericdo de incubacién en el
insecto, los ensayos de inoculacién y el periodo de incubacién en la planta se efec-
tuaron a 18 y 22C. Con la realizacion de estudios futuros con temperaturas menores
y con rangos mds estrechos quizas se logre obtener en forma mds precisa la tempera =

tura optima para el desarrollo de este virus.

Los resultados en los cuales se observa que temperaturas de 18 y 22C favorecen el
desarrollo de la enfermedad y que la de 30C la limita, explican los datos obtenidos

por Martinez Lopez y colaboradores (datos no publicados) sobre el reconocimiento de
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la enfermedad en las distintas areas producioras de maiz en Colombia, que muesiran
una menor incidencia de la enfermedad en el Norte de Colomkia y en zonas donde

las temperaturas son altas.

Las diferencias en la duracion del periodo de incubacion del virus en el insecto
pueden influir directamente sobre el rendimiento, especialmente para las variedades
de clima frio, porque se va a encontrar un nimero mayor de plantas enfermas en las
épocas tempranas de desarrollo del cultivo, que es cuando el virus, segin Pineda

(1975b), puede causar mayores pérdidas en la produccion.

Ademds, cuando el crecimiento del maiz es mas lento y el desarrollo del virus es
mas rapido se facilita la presencia de otros estados de infeccion que a pesar de no

causar pérdidas tan severas como los estados tempranos también pueden llegar a ser

limitantes.

A pesar de haber usado en este estudio una colonia de D. maidis con una eficiencia

de 20 a 25 por ciento de fransmisién en condiciones de invernadero y del 10 por
ciento en condiciones de campo, segin lo observado por Martinez Lépez y colabora=-
dores (1974b) y de haber utilizado grupos de 30 insectos en cada inoculacién con el
fin de lograr un alto porcentaje de plantas enfermas en cada una de las temperatu=-
ras, este porcentaje en ningdn caso fue del 100 por ciento ni adn en las que

fueron mas favorables para la multiplicacion del virus en el insecto o que permi-



tieron una mayor eficiencia de transmisién. Es posibie que los disturbios en la ali-

mentacion del insecto causados por las transfarencias cada 48 horas o nuevas plantas

puedan infiuir sobre estos resultados. Estos *

o

mbién se ven aofectades por el fend -
meno de intermitencia en la transmisidn, observedo en todos los estudics previos

con este virus (Martinez Lopez et al, 1974b) y también en este estudio (Apéndice

1).

La distribucién observada tento en los perfodos de incubacién del virus en el insec~
to como en los periodos de incubacién en la planta, indica claramente que estos
resultados tuvieron un momento de méxima eficiencia. La forme de las curvas indi=
- 1 - - s ® - . -
ca que el periodo de incubacién en el insecto tiene una mayor amplitud entre mi-
nimo y maximo mientras que en la planta esté muy cerca del p romedio, situacién,

que como se menciond previamente, no se vié muy alterada por las distintas tem -

peraturas utilizadas.

Estas curvas ademas de mostrar la distribucién de los perfodos de incubacién sirven
para analizar el efecto de las temperaturas urilizadas sobre la eficiencic de trans—
mision de los insectos expuestos, y sobre el nimero de plantas enfermas. En ambas

oportunidades las curvas de 30C son las més bajas debido al efecto adverso de esta

temperatura sobre el desarrollo del virus.

Los resultados obtenidos sirven para ampliar las comparaciones entre el VRCM y el
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Virus del Rayado Fino del Maiz (VRFM), otro de los virus del maiz transmitido por
| mis los cuales se h iderado dif t i int ve ell
el mismo vector, los cuales se han considerado diferentes por fos sintomas que ellos

producen soore las plantas de maiz y por los estudios prelimincres de microscopia

electronica.

El VRFM tiene periodos minimos de incubacién en el insecto de 10; 10 y 12 dias

para temperaturas de 20; 25 y 30C respectivamente (Gonzdlez y Gamez, 1974) com-
parados con 11; 13; 14 y. 16 dias del VRCM para temperaturas de 18; 22; 26 y 30C
obtenidas en estos estudios. El perfodo de incubacién del VRFM en el insecto vec-

tor no se amplia en la misma forma al del VRCM cuando se aumenta la temperatura.

Al analizar el periodo de incubacion de estos virus en la planta o diferentes tempe-
raturas se encueniran nuevamente diferencias mayores a las observadas con el periodo
de incubacion de cada uno de estos virus en su insecto vector. El periodo minimo
de incubacion del VRCM fue de tres dias, inferior al de ocho dias a 25C registrado
por Gamez (1969, 1973) para el VRFM. El periodo minimo de incubacién del
VRFM en la planta se aproxima més al promedio de incubacién del VRCM obtenido

en este trabajo y en los estudios previos realizados por Mortinez Lépez et al, 1974b;

¥

Pineda, 1975a y Salazar, 1975.

Al alimentar grupos de insectos de D. maidis con extractos de plantas enfermas uti-

lizando la teénica de alimentacién a través de membranas, se observéd que con el
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desconocimiento del momento de maxims concentracior de virvs biologicamente ac-
tivo en las plantas enfermas, se corre el riesgo de no colectar el material enfermo

e

en su punfc Optimo. Para facilitar este tipo de estudio seria conveniente adelantar
una investigacion que determine lo que realmente sucede en la planic. Ademas
seria interesante considerar la posibilidad de incremeniar la habilidad de transmisidn
de la colonia no portadora utilizada en este estudio, porque es muy frecuente que
la habilidad de un saltchojas para transmitir un virus en particular estd condiciona-

da por ciertas caracteristicas genéticas del vector (Black, 1943; 1953; Hendrick el

al , 1965; Lobatén, 1976; Nagaraj and Black, 1962).

La actividad bioldgica del VRCM observada en los estudios preliminares de purifi-
cacién, utilizando la téenica de precipitacién con polietileno glicol permite usarla
en los futuros estudics de purificacidn. Los resultados obtenidos de los estudios de
caracterizacion del VRCM muestran una longevidad In vitro supetior a 72 horas «
temperaturas ambiente y superior a 96 horas o 4C; también se determiné que el
punto de inactivacion térmica del VRCM esté entre 60 y 65C, indicando que estfe

virus es relativamente estable en los extractos de plantas enfermas.



6. CONCLUSIONES

Los trabajos realizados en oste esiudio sobre el VRCM y los resultados preliminares

de su caracterizacion nermiten decir:

1.

La temperatura ejerce efecto marcado sobre el periodo de incubacién del VRCM
en el insecto vector.A 18C la duracion minima fue de 11 dfas mientras a 30C

fue de 16 dias.

La temperatura no ejerce efecto prontnciado sobre el periode de incubacién
del VRCM en la planta hospedante. A 18 C la duracién minima fue de 5 dias

y a 30C fue de 4 dias.

Lo temperatura ejerce efecto notorio sobre la eficiencia de transmisién del
VRCM en el vector. A 22C hubo 82 por ciento de transmisién mientras a 30C

solo hubo 17 por ciento de transmisién.

El periodo de incubacion en el insecto y la eficiencia de transmisién del VRCM

se ven favorecidos por temperaturas de 18 y 22C.

El VRCM puede ser adquirido cuando los insectos vectores no viruliferos se ali-

mentan de exiracto de plantas enfermas a través de membranas de parafilm.

El VRCM tiene una longevidad {in vitro superior a 72 horas pero inferior a 96

a 20C y superior a 96 horas e hferior a 120 a 4C.
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7. El VRCM tiene un punto de inactivacidn téimica superior a 60C pero inferior

a 65C.

8. El VRCM se puede cislar de ofros compenentes de ia planta por la téenica de
precipitacion con polietilenc glicol y ia uliracenirifugacién en gradientes de

densidad, en los cuales forma una banda donde se detectd actividad biologica.



7. RESUMEN

Los trabajos que se realizaron para estudior ta influencia de la temperatura sobre el
periodo de incubacion del Virus del Rayado Colombicno del Maiz (VRCM) en el in-

secto vector Dalbulus maidis (Delong & Wolcott) y en plantas de maiz, demostraron

que a 18, 22, 26 y 30C, el periodo minimo de incubacidn del virus en el vector
es de 11, 13, 14 y 16 dias y la eficiencia de transmisién de 75, 82, 58 y 17 per
cienfo respectivamente. En plantas de maiz susceptible (Var. ICA V=504) el periodo
minimo de incubacién, a las temperaturas anteriormente anotadas fue de 5,3,3y

4 dias con un porcentaje de plantas enfermas de 22, 26, 19 y 3 respectivamente.

El insecto fue capaz de adquirir el virus cuando se alimenté con exiracto de plantas

enfermas a través de membranas de parafilm.

Estudios preliminares sobre las caracteristicas del VRCM mostraron que el virus con-
serva su actividad biologica en “buffer" de fosfoto 0,1M + MgCI2 0,01 M a un pH
de 7,0. La longevidad in vitro fue superior de 72 horas a 20C y mayor de 96 ho-
ras a 4C, su “;launfo de inactivacion térmica se encuenira entre 60 y 65C. El virus
puede ser precipitado por polietileno glicol y en los gradientes de densidad formé

una banda, en la cual se detecié actividad biolégica.



8. SUMMARY

Research studies on the effect of different temperatures on the incubation period of
the "Virus del Rayado Colombiano del Maiz" (VRCM) ir the insect vector, Dalbulus
maidis (Delong & Wolcott) and in maize plants indicated that the minimum incubation
period of the virus in the vector was 11, 13, 14 and 16 days at 18, 22, 26 and
30C respectively and that the efficiency of transmission was 75, 82, 58 and 17 per
cent. The minimum incubation period in susceptible maize plants (Var. ICA V-504)
at each one of the temperatures tested was 5, 3, 3 and 4 and the percentage of

infected plants was 22, 26, 19 and 3 respectively.

Insect was able to acquire the virus by feeding in extracts of infected plants through

parafilm membranes.

The preliminary characterization studies on the VRCM indicated that ifs is stable in
a phosphate buffer 0.1 M + M9C|2 0.01 M system pH 7.0. It had a longevity in
vifro higher than 72 hours at 20C and higher than 96 hours at 4C and its thermal

inactivation point was 60 to 65C. The virus was precipitated by polyetilene glycol

and it formed a band in density gradient centrifugation tubes, band in which it was

possible to detect bidbgical activity.
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