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El virus de la hoja blanca del arroz (RHBV) ocasiona acarrearse lejos basta nuevas plantaciones, donde ocurre
perdidas en muchas regiones arroceras de America Cen- dispersi6n secundaria pOT el movimiento local de los
tral, Caribe y el norte de Sur America y desde 1990 se inmigrantes 0 de su progenie.
convirti6 en una de las limitantes mas irnportante de la L . .d . d 1RHBV ' 1. 1 .

1. , . a mci encla e es CIC Ica y se re aclona con a
produccl6n en Costa Rica, Todas las varledades que se d. ~. bl . I d t h b.l '

dd d. ,. . mamlca po aclona e sus vec ores y su a I I a e
slembran en el pais son susceptlbles al RHBV y a su msecto tr . '6 Al rod' 1 . .d '

d I RHBV d, . . . ansmlsl n, es lar a mci encla e en os
vector, el delfacldo Tagosodes orlzlcolus. Lo anterior, d t d d 1 f '6 .

bl. . zonas pro uc oras e arroz e pa s se VI que es pOSI eaunado al hecho de que las varledades locales tlenen una , , . . .
b ./, . ' (C P./, I 1992) ~ obtener multiples generaclones de T, orlzlcolus en

ase genctlca comun, ueves- crez et a ., , lavorece " .
1 .b' l 'd d d 1d 11 d .fi . Guanacaste, ya que las slembras de arroz baJo nego son
a pOSI I I a e esarro 0 e epl Itlas. .

escalonadas durante todo el afto, 10 que resulta en un rapldo
., ., crecirniento de las poblaciones de insectos con generaciones

El RHBV p~rtenece, Ju~to con el .malze stripe ViruS que se traslapan (Rodriguez et ai" 1996; Oliva et al., 1996).
(MStV) Y el Echmochloa hoJa.bl.anca ViruS (EH~V~, entre Al combinarse una alta transmisi6n transovarica, gran
otros, a! grupo de los ten~lvlrus, Los tenu~vlrus se actividad de dispersi6n de los insectos alados (macr6pteros)
carac~~nzan por ser especlficos. de monoc,otlled6neas y una abundante progenie, un in6culo inicial pequeno es
(familia Poac~ae), no se tran,smlten mecamcame~t~ y suficiente para que la incidencia del virus sea alta al final
dependeD de msect~s delf~cldos para su transmlsl6n del cicIo del cultivo. Una dinamica poblacional diferente
(Homoptera: Delphacldae~, tlenen genom~ segmenta~o (de se obtuvo en Parrita, en donde existe una mayor
~ a 5. A~,s de hebra simple de polandad ne~atlva y sincronizaci6n en las epocas de siembra y la interrupci6n
amblsense , que en total suman de 16 a 18 Kb) e IndUCeD del cultivo durante los cuatro meses de la epoca seca.

en sus hospederos la formaci6n de inclusiones de valor
diagn6stico (Espinoza et ai" 1992). Se conoce la secuencia Las investigaciones que se presentan a continuaci6n
de tres ARNs gen6micos del RHBV y del EHBV (de pretendeD dilucidar los mecanismos moleculares de
Mirandaetal., 1994; 1995; 1996a, 1996by 1996c;Rarnfrez transmisi6n vertical y horizontal del RHBV, caracterizar
et al., 1993), 10 que permiti6 al grupo utilizar herramientas molecularmente algunos tenuivirus que infectan grarnineas
moleculares para estudiar la biologia y epidemiologia de que com parte el mismo habitat que el arroz, estudiar la
la enfermedad. variabilidad genetica de su insecto vector y buscar

. . . marcadores moleculares que se asocien a la habilidad de
, El ViruS se ~ultlpllca tanto ~n la planta co~? en su multiplicaci6n del virus en J: orizicolus, Estos trabajos
ms~cto vector y tle~e dos mecanlsmos de trans~lsl6n uno permitiran desarrollar en un futuro modelos
horIzontal (planta-msecto-planta) y otro vertical (de la epidemiol6gicos para predecir epidemias.
hem bra a su progenie). EI principal es la transmisi6n

transovarialyaquee~altamentee.ficiente~80%)ylasninfas 1. CARACTERIZACION MOLECULAR
al nacer son transmlsoras (Jennmgs y PIneda, 1971). El
segundo tipo es menos eficiente por el periodo prolongado DEL VIRUS DE LA HOJA BLANCA DE
de incubaci6n posterior a la adquisici6n (20-25 dias) y Echinochloa (EHBV)
qui.zas p~r la s,elecci6n en contra del gene r.ecesivo de Jorge Madriz, Joachim de Miranda, Miguel Mulloz, Ray Wu y Ana Espinoza
reslstencla del msecto vector al RHBV (Jennmgs y Mo- CIBCM, Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica
fales, 1990), En consecuencia, solamente dell all 0% de Miguel Mulloz
los insectos son vectores activos en el campo. La habilidad ~~.rtamento de Bioqufmica, Universidad de Cornell, Ithaca, Nueva York,

del RHBV de multiplicarse en el vector y de transmitirse
verticalmente a la progenie a traves del huevo facilita la Ademas del virus de la hoja blanca del arroz (RHBV),
persistencia del virus en el vector en ausencia de arroz en existeD otros tenuivirus que infectan algunas gramineas que
el campo, Al persistir en su vector, el RHBV puede com parten el mismo habitat que el cultivo del arroz. Uno
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de ellos, el Echinochloa hoja blanca virus (EHBV), Un estudio de la asociaci6n estrecha entre plantas de
infecta Echinoch/oa co/ana, una maleza muy comun de arroz y de Echinoch/oa infectadas en Costa Rica, mostr6
los arrozales. Esta graminea podrfa actuar como hospedera que ambos virus casi siempre se encuentran en su hospedero
altern a de delfacidos, 10 que representa un riesgo de principal y que no infectan su hospedero alterno. La
recombinaci6n entre tenuivirus relacionados, con el secuenciaci6n de los ARN-3 y ARN-4 del EHBV , mostr6
potencial surgimiento de nuevas razas del RHBV. que EHBV y RHBV son 90% identicos en la regi6n

. . . . codificante, pero solamente tienen 47% de homologfa en
. En la lrteratura hay mformes.contradlctonos sob.re la sus regiones no codificantes, mientras que dicha similitud

etlologfa del EHBV: unos conslderan. qu~ es el. mlsmo entre aislamientos geograficamente diferentes de RHBV
~V --ya que por s~rologfa fueron mdlfer.encl~bles--, es del 98% para las regiones codificantes y del 90% en las
mlentras que otros sostlenen que las pruebas blol6g1cas de regl.ones no codl .ficante E d t tr. .. .. . sos a os mues an que aunque

transmlSl6n sugleren 10 contrano. Dos especles EHBV Y RHBV .
t d d I d. . . son parlen es cercanos es e e punto e

relaCl?nadas, Tagosodes orlzlco/US y T.agosodes cubanus, vista ecol6gico y molecular 10 suficientemente distintos para
colornzan el arroz y E. co/ana respectlvamente. A pesar ser considerados Com . d. t .

td I d ti . I . . 0 ViruS IS mos.
e as marta as pre erenclas a Imentarlas de carla especie

por suo ~ospedero principal, los ~os ins~ctos pueden 2. ENDOSIMBIONTES LEV ADURIFORMES
transmltlr el RHBV en pruebas de allmentacl6n forzada en . .
el invernadero (T. cubanus 10 transmite muy DE Tag?sodesor~zl~olus, Tagosodescubanusy
ineficientemente), 10 que en forma naturallimitarfa la Peregrlnus ,,-,aldls Y SU P APEL EN LA
infecci6n cruzada en el campo, aun cuando el RHBV pueda TRANSMISION DE TENUIVIRUS
infectar ambos hospederos. Es comun encontrar E. co/ana
infectada allado de arroz sano y viceversa, en presencia de Ana Xet, Jo~chi~ de Miranda, R~yna1do Pereira y Ana. Espinoza
poblaciones altas de los dos delfacidos CIBCM, Umve~sldad de Costa RIca, San Jose, Costa Rica

. Ana. Macaya-Llzano

Nuestro grupo determin6 preliminarmente que existeD Escuela de Biologfa, Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica

diferencias moleculares entre ambos virus: el ARN-3 y el Recientemente se ha responsabilizado alas bacterias
ARN-4 de EHBV son mas pequeftos y el EHBV presenta endosimbi6ticas de insectos en la transmisi6n circulativa y
un .ARN.-5. Ade~a.s, desarr~llamos un metodo..de transovarial--en sus vectores-- de algunos virus de plantas.
~unficacl6n de te~ulvlrus a partir de 0,5 gramos d~ ~eJldo Se demostr6, por ejemplo, que el virus replicativo "rice
mfectado.(de Miranda et a/., 199?), 10 que faclllt6 la dwarfreovirus"seunealasuperficiedelosendosimbiontes,
comparacl6n molecular de ambos ViruS. transmitiendo de esta forma el virus transovarialmente

El objetivo de este trabajo es investigar las bases (Nasu, 1965). A su vez, el "potato leafroll luteovirus" se
moleculares que podrfan explicar las diferencias biol6gicas une a la simbionina, protefna secretada por el
entre el RHBV y el EHBV y diseftar metodologias que endosimbionte, que 10 protege de la degradaci6n durante
permitan diferenciarlos. la transmisi6n circulativa en su vector (van der Heuvel et

a/., 1994).
La nucleoproteina de EHBV es consistentemente menor

que la de RHBV, su peso molecular se estim6 en 35689 y El desarrollo de 7: orizico/us se afecta negativamente
34333 D respectivamente y se demostr6 que las bandas cuando se infecta con el RHBV, 10 que sugiere una posible
presentes son las RNPs y que ambas se encuentran 10 relaci6n entre el proceso de transmisi6n del virus y el
suficientemente relacionadas como para mostrar una desarrollo de los endosimbiontes. Los delfacidos albergan
reacci6n cruzada. El grado de identidad serol6gica se endosimbiontes levaduriformes (YLS) en las celulas grasas
determin6 por la prueba de inmunodifusi6n doble, usando del abdomen, los cuales se transmiten transovarialmente a
los antisueros contra las RNPs de EHBV y RHBV. Los ~a progenie y juegan un papel vital en la fisiologfa del
antisueros produjeron una linea de identidad parcial y la msecto. Hasta el momento, la difultad de cultivar in vitro
formaci6n de un espol6n, 10 que indica la presencia de los YLS impedid6 realizar pruebas bioquimicas
epitopos diferentes en las nucleoproteinas de EHBV y tradic~onales para su clasificaci6n. Los YLS de los
RHBV y se confirm6 la similitud general de ambas delfacldos Laode/phax striate/Ius, Ni/aparvata /ugens y
proteinas. Sogate//afurcifera ban sido caracterizados molecularmente

comparando secuencias parciales de su ADN ribosomal
Se encontr6 adem as variaciones importantes en el (Noda et a/., 1995).

tamafto de los ARNs 2 y 3.; asi mismo EHBV present6 un
ARN-5 abundante, que generalmente se encuentran en El prop6sito de esta investigaci6n es purificar, cultivar
pocas cantidades 0 no visible en RHBV. EI patr6n de in vitro y caracterizar morfol6gica, bioquimica y
migraci6n de los ARNs de ambos virus y su peso molecu- molecularmente a los endosimbiontes tipo levaduriforme
lar sugiere que son diferentes. de 7: orizico/us, vector del RHBV, de Tagosodes cubanus,

vector del virus del EHBV y de Peregrinus maidis, vector
del maize stripe virus (MStV).

. .
44 X Congreso Nacional Agronomico / III Congreso de Fitopatologia 1996

(.



Ana M Espinoza Esquivel

A partir de T. orizicolus se aisl6 un solo tipo de log enemigos naturales del insecta --que limitan lag
endosimbionte, el cual presenta una gema polar ligeramente poblaciones de sogata en forma natural-- contamina el
inclinada. Los YLS cultivados presentaron una morfologfa agroecosistema y va en detrimento de la ecologia de lag
ligeramente diferente a la observada en el gradiente de zonas circunvecinas.
Percoll: son mas pequefias y redondeadas. Ademas, en E . 6~ d 1 d . .

bIt . d ;'n d 4 d ' tan fi d d ste lDsecto, moo lago e arroz, se Istn uye
cu IVO e m= e las, se presen orman 0 ca enas , . . . .d . II d fi . d . I . L umcamente en log tr6plcos y subtr6plcos amencanos y en

e gemas, sm egar a e mlrse un pseu omlce 10. as .
I . d 1 bl t. fi Costa Rica se encuentra en todas lag zonas productoras deco omas en agar son e co or anco opaco, lenen orma ..

d I. 6 1 tr I d Al b d . h I d este cereal. Como el arroz se slembra en areas de dlversa
e 1m n y e ten 0 e eva o. 0 servar IC as eva uras . . ..
I . . I tr6 . ;. tas tran d ecologfa y cllma, se presume que la varlabilidad genetica

a mlcroscoplo e ec mco, cS mues una gruesa pare .. .

I I I ;.- I I .t I . . de lag poblaclones de este msecto sea amplla.
ce u ar, vacuo as y grwlu os en e ClOp asma, aslmlsmo
rue posible detectarlas con buena defmici6n en cortes del EI desarrollo de tecnicas moleculares permite boy
tejido graso del abdomen de T orizicolus . estudiar la composici6n genetica de poblaciones de insectos

0 T b . I I.. t d t . con la utilizaci6n de marcadores moleculares como
e . cu anus se als aron pre Immarmen e os IpOS . . .

d YLS L . d I d d ISOenZlmas, RLFPs 0 RAPDs. Los RAPDs tlenen la ventajae . a presencia e eva uras que se repro ucen par ".6 tr d II h .~ t . t de detectar un gran numero de pollmorfismos a bajo tosto,
gemaci n, y 0 as que esarro an lIas y pas enormen e .

. . . en un tlempo carta y con el empleo de concentraciones de
pseudomlcello, concuerda con aquellas alsladas de ADN b . d I d d I .1... ajas e or en e os nanogramos (WI Iiams et aldel!acldos como Nliaparvata lugens y Laodelphax 1990) , .
strlatellus.

L ;. 1.. b . f . d I d . b . t El objetivo de esta investigaci6n es determinar la
os ana ISIS loqu micas e os en oslm Ion es .. .

. . . . . presencia de pollmorfismos a myel del ADN de T orizicolus
punficados, alslados y cultlvados de T. orlzlcolus, T. d. RAPD d. I . b .l .d d d. .b P .d . . . .d .fi I I me laDle s y estu tar a varia I I a y Istancla
cu anus y . mal IS permltleron I entl Icar os en os . .. . t ;. . YLS T ( V . genetlca entre poblaclones naturales de este delfacido, en
slgulen es gcneros y especles: 0: L arrowla .
I . I t . ) YLS '7' #1 ( lJ I f, ) YLS '7' # localldades separadas geograficamente. T orizicolus

IPOY Ica. , LC nansenu a anoma a y LC 6 I. I. fi . .
2 (C t I t .. ) YLS P #1 (C d .d mostr un amp 10 po Imor Ismo mtraespeclffco con 5

ryp ococcus auren II , m an I a .'.

1. . I . ) YLS Pm #2 (C d .J fi t ) cebadores. Esta tecmca tlene la ventaja de que detecta
roplca IS y an lua ama a . .

d d I . . .

mutaclones e punta, e eclones 0 mserclones en el

La morfologia de lag levaduras rue caracterfstica para genoma, que no se reflejan en el fenotipo. Se construyeron
cada especie de delfacido y el analisis proteico y de ADN matrices abarcando todos log marcadores y se estim6 la
con enzimas de restricci6n, rue caracterfstico para cada similitud genetic a entre pares a traves del coeficiente de
especie. Se pretende ademas amplificar el ADNr 18S par similaridad de Jacard y Dice, con el program a NTSY -pc
PCR, utilizando primers especificos para regiones muy 1.7. Los individuos se agruparon con el metoda de pares
conservadas, para luego clonar y secuenciar dichas regiones de grupos sin peso, utilizando pr()medios aritmeticos
con el prop6sito de establecer relaciones filogeneticas (UPGMA) y log resultados se representaron como
mediante esta metodologfa. fenogramas.

3. ANALISIS DE LA V ARIABILIDAD Los insectos de la zona de Parrita (Pacifico Central) y
Guanacaste (Pacifico Norte) y San Carlos (Norte del pais)

GENETIC A DE POBLACIONES DE mostraroncaracteresmorf610gicosidenticos. Sin embargo,

Tagosodes orizicolus MEDIANTE al comparar dichas poblaciones con 4 cebadores, se
I POLIMORFISMOS DE ADN (RAPDS) encontr6 que lag poblaciones de Guanacaste y San Carlos

presentaron algunos individuos con patrones polim6rficos
Myriam Hernandez, Over Cabrera, Gabriel Macaya y Ana M. Espinoza similares, 10 que parece sugerir que existe algun grado de
CIBCM, Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica entrecruzamiento entre ambas. Tal intercambio podria darse

T .. I d I RHBV b ';' I par inmigraci6n de log insectos a traves de depresiones, de
. orlzlco us vector e es tam Icn una p aga .. d I ' d d I la Cordillera de Guanacaste que separa ambas zonas.

Importante e arroz ya que pro ute graves afios a

alimentarse y ovipositar; ademas, sus secresiones For otra parte la poblaci6n de Parrita mostrar6 un patr6n
azucaradas favorecen el crecimiento de bongos como la polimorfico diferente alas poblaciones anteriores. La
fumagina, 10 que reduce la capacidad fotosintetica de la posible separaci6n genetica de esta poblaci6n se debe a su
planta. Otro problema adicional es la aplicaci6n cada vez aislamiento par barreras fisicas como la topografia y la
mas intensiva de insecticidas para reducir lag poblaciones ausencia de corrientes de vientos que podrian ser lag
de este insecta, dada su inefectividad en el control de T responsables de la migraci6n de T orizicolus de la zona de
orizicolus. Esta practica tiene graves repercusiones sabre Guanacaste a Parrita. Estos cebadores podrian amplificar

regiones del genom a relacionadas con la respuesta de
: migraci6n a condiciones de estres. Actualmente se
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realizan experimentos de entrecruzarniento entre dichas. .
bl ° d o 0 . ° .b ol od d de MIrand a, J. R. Muftoz M', Wu R & A.M. Es pmoza 1996 SequencepO aclones para etermmar Sl existe mcompatl I I a ." .'. . .

of Echmoch/oa hoJa blanca virus RNA-5. Virus Genes
sexual citoplasmatica, fen6meno que explicarfa las (aceptado).
diferencias geneticas observadas.

de Miranda, J. R., Muftoz, M; Wu, R & A.M. Espinoza 1996. Sequence
Se pretende ademas buscar un marcador molecular que of Echinoch/oa hoja blanca virus RNA-4. Virus Genes

se asocie a la capacidad de multiplicaci6n del RHBV en su (aceptado).
vector. Este trabajo se realizara en colaboraci6n con el. .CIAT ' . .6 ° I . d T .. I deMlranda,J. R.;Muftoz,M;Wu, R.&A. M. Espmoza 1996. Sequence, mstituci n que mantlene co omas e ~. orlZ1CO us, of Echinoch/oa hoja blanca tenuivirus RNA-3. Virus Genes

seleccionadas como potencialrnente vectoras y no vectora~ (aceptado).
del RHBV.
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