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Abstract

Corn stunt caused by Spiroplasma kunkelii (Whitcomb) is potentially one
of the most severe diseases of maize (Zea mays L.) in tropical and subtropical
areas of the American continent. Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) is
considered the most important vector of the pathogen due to its transmission
efficiency and wide distribution. In Argentina, since the disease appearance in the
90’s, the endemic presence has been detected in subtropical areas and a gradual
spread towards the maize growing region has been suggested. The aim of the
present work was to determine epidemiological aspects of the disease in the maize
growing area of Argentina. The results confirmed the presence of S. kunkelii and
its vector in the central agricultural area of the country. Within this region, the
highest numbers of D. maidis have been detected in the transition zone between
temperate and subtropical climates, along with the highest disease incidence
levels. The presence of a new experimental vector of S. kunkelii, the cicadellid
Exitianus obscurinervis, is demonstrated, since it acquires spiroplasmas from
infected maize plants and transmits them to healthy plants. The presence of D.
maidis throughout the year in subtropical areas was confirmed and insect carriers
of S. kunkelii were detected in spring, summer and autumn. Mean percentage of
carrie and inoculative D. maidis vector of S. kunkelii was 1.78% and 0.70%,
respectively. Females and males of inoculative D. maidis are found in similar
proportions, suggesting that both sexes can play similar roles in transmission and
spread of S. kunkelii. The fact that the main vector was not detected in some plots
of the temperate area affected by corn stunt suggests the presence of another
species besides D. maidis as a natural vector of S. kunkelii in Argentina. Detecting
E. obscurinervis as vector of S. kunkelii requires further knowledge of the latter
species, since it is widely distributed in areas where the main vector species has

not been observed.

Key words: Mollicutes, Dalbulus maidis, corn leafhopper, Cicadellidae,

Exitianus sp.



Resumen

El achaparramiento del maiz causado por Spiroplasma kunkelii
(Whitcomb) es potencialmente una de las enfermedades mas serias del cultivo de
maiz (Zea mays L.) en areas tropicales y subtropicales del continente Americano.
Por su eficiencia en la transmision y su amplia distribucion, Dalbulus maidis
(DeLong y Wolcott) es considerado el vector mas importante del patdégeno. En
Argentina, desde su aparicion en la década del 90 se ha determinado la presencia
endémica de la enfermedad en areas subtropicales y se sugiri6 un paulatino
avance hacia la regién maicera del centro del pais. El objetivo del presente trabajo
de tesis es determinar aspectos epidemioldgicos de la enfermedad en el area
maicera Argentina. Los resultados confirman la presencia de S. kunkelii y de su
vector en la region agricola central del pais. Dentro de esta region, se detecta
mayor cantidad de D. maidis en el area de transicion del clima templado al
subtropical, junto a mayores niveles de incidencia de la enfermedad. Se demuestra
la existencia de un nuevo vector experimental de S. kunkelii, el cicadélido
Exitianus obscurinervis, ya que adquiere espiroplasmas desde plantas de maiz
infectadas y lo transmite a plantas sanas. Se confirma la presencia de D. maidis
durante todo el afio en areas subtropicales y se detectan insectos portadores con S.
kunkelii en primavera, verano y otofio. El porcentaje promedio de D. maidis
portadores e inoculativos de S. kunkelii fue del 1,78% y 0,70%, respectivamente.
Hembras y machos de D. maidis inoculativos se encuentran en proporciones
similares lo que sugiere que ambos sexos pueden tener roles similares en la
transmision y diseminacion de S. kunkelii. La no deteccion del principal vector en
algunos lotes del area templada afectados por achaparramiento del maiz permite
suponer la presencia de otra especie diferente a D. maidis como vector natural de
S. kunkelii en Argentina. La deteccion de E. obscurinervis como vector de S.
kunkelii requiere profundizar el conocimiento sobre estd especie, ya que esta
ampliamente distribuida en areas donde no ha sido observada la principal especie

vectora.

Palabras claves: Mollicutes, Dalbulus maidis, Chicharrita del maiz,

Cicadellidae, Exitianus sp.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

El maiz “Zea mays L.” pertenece a la familia Poaceae, subfamilia
Andropogoneae, tribu Maydeae y es la especie agronGmicamente mas importante
del género. En nuestro pais constituye uno de los cultivos de mayor importancia.
Entre las campafias agricolas 1990/91 y 2006/07, la produccién nacional demostro
un constante crecimiento, pasando de 7,7 millones de toneladas (campafia agricola
1990/91) a 21,8 millones en la campafia agricola 2006/07, ocupando el segundo
lugar entre los paises exportadores del mundo (MAGyP, 2009; FAO, 2009). Los
importantes avances en cuanto al mejoramiento genético e incorporacion de
nuevas tecnologias y practicas culturales han permitido elevar su potencial de
rendimiento. Sin embargo, es un cultivo que requiere del uso de tecnologia
intensiva y su costo resulta elevado. Es por eso que los factores que reducen el
potencial de rendimiento, tales como las enfermedades, pueden ocasionar

perjuicios econdémicos significativos para los productores.

En América el maiz es cultivado en ambos hemisferios, alcanzando los 58°
de latitud norte en Canada y los 40° de latitud sur de Argentina (Paliwal, 2001).
En nuestro pais, se estima que el area cultivada alcanza aproximadamente 3,2
millones de hectareas, de las cuales el 83% de la superficie se encuentra en las
provincias de Cérdoba, Buenos Aires y Santa Fe (MAGyP, 2009). El 17%
restante del area maicera esta en Entre Rios, La Pampa, Santiago del Estero,
Chaco y otras provincias del norte Argentino.

El “achaparramiento del maiz” 0 “corn stunt disease” es potencialmente
una de las enfermedades mas serias del cultivo de maiz, y puede ser un factor
limitante al causar pérdidas parciales o totales en la produccion en las zonas

afectadas por esta enfermedad (Bradfute et al., 1981; Hruska et al., 1996; Oliveira



et al., 1998). En Brasil se la detectd en la década del 70, considerada de
importancia secundaria al causar algunos perjuicios en las siembras tardias del
cultivo (Kitajima y Costa, 1983). En la actualidad, los problemas causados por el
achaparramiento se han incrementado en ese pais. Se observan lotes afectados con
el 70% de incidencia y estd mencionada entre las enfermedades méas importantes
del maiz debido a las pérdidas que ocasiona (Massola Junior et al., 1999b;
Oliveira et al., 2002). Las estimaciones de pérdidas economicas durante la
campafa 2001/02 fueron cercanas a 16,5 millones de ddlares en cultivos de maiz

de invierno “safrinha” (Oliveira et al., 2003).

El achaparramiento del maiz se ha encontrado en toda el area neotropical
de América, que abarca desde el sur de los Estados Unidos hasta Argentina,
siendo citado en Estados Unidos (Gordon et al., 1985; Overman et al., 1992,
Summers et al., 2004), México (Bajet y Renfro, 1989), Nicaragua (Hruska y
Gomez Peralta, 1997), Colombia (Vardn de Agudelo et al., 2001), Pert (Nault et
al., 1979), Venezuela (Lastra y Trujillo, 1976), El Salvador (Vandermeer y
Power, 1990), Brasil (Oliveira et al., 1998), Paraguay (Lezcano y Machado, 1997)
y Argentina (Lenardon et al., 1992).

Uno de los agentes causales del achaparramiento de maiz es mollicute
Spiroplasma kunkelii Whitcomb, el que se encuentra en &reas tropicales y
subtropicales del continente Americano (Whitcomb et al., 1986). Es un organismo
procarionte sin pared celular y de las 50 especies de espiroplasmas conocidas
(Bové y Garnier, 2002), es una de las tres especies fitopatdgenas, junto con S. citri
y S. phoeniceum (Fletcher et al., 2006). Su forma es helicoidal (Fig. 1.1), variando
de 100 a 150 nm de diametro y 300 a 1000 nm de longitud, y/o filamentos no
helicoidales, pleomorficos con diametros de 200 a 800 nm (Whitcomb et al.,
1986; Ozbek et al., 2003; Ammar y Hogenhout, 2005). EIl primer organismo con
morfologia helicoidal asociado a plantas de maiz con “Corn stunt” fue observado
por Davis et al. (1972). Un afio mas tarde Davis y Worley (1973) lo denominan
como “Spiroplasma”, un término posteriormente adoptado como nombre del

género. TaxonOmicamente el género se ubica en la Clase Mollicutes, Orden



Entomoplasmatales, familia Spiroplasmataceae, Grupo 1-3 (Gasparich et al.,
2004, Brown et al., 2007).

Fig. 1.1. Spiroplasma kunkelii (Whitcomb) en medio de cultivo liquido, mostrado con la
Optica de campo oscuro.

En maiz, S. kunkelii puede encontrase en forma aislada o en asociacion con
el virus Maize rayado fino virus (MRFV) y/o con Maize bushy stunt phytoplasma
(MBSP) [Candidatus (Ca.), Género Phytoplasma], otra bacteria sin pared celular
de la clase Mollicutes (Nault et al., 1979; Bradfute et al., 1981; Oliveira et al.,
2002; Hogenhout et al., 2008). Los tres patdgenos, solos o en combinacion causan
el complejo denominado ““corn stunt”, generalmente nombrada la enfermedad en
América como “achaparramiento” (Hruska et al., 1996). Estos patdgenos
presentan un vector comudn; Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott), el que los
transmite de manera persistente propagativa (Nault, 1980; Nault et al., 1980). Los
primeros relatos sobre la ocurrencia del corn stunt fueron realizados en la década
del 40 en Texas (USA), siendo atribuida a una enfermedad de origen viral (Alstatt
(1945, citado de Fletcher et al., 2006). Sin embargo, estudios posteriores

permitieron esclarecer la etiologia de esta enfermedad (Whitcomb et al., 1986).

Los sintomas tipicos de achaparramiento causado por S. kunkelii en plantas
de maiz son predominantemente del tipo clorosis foliar (Fig. 1.2). Comienzan
después de 3 a 5 semanas de infeccion dependiendo de la temperatura, y se
manifiestan como pequefias estrias clordticas en la base de las laminas foliares
(Nault, 1980). Las estrias aparecen hasta que toda la hoja se torna clordtica, y

posteriormente se extienden a todas las hojas que se desarrollan



subsecuentemente. En algunos casos, las hojas presentan cierto grado de
enrojecimiento y bordes recortados. Las plantas sufren un acortamiento de

entrenudos, dando lugar al nombre “achaparramiento”.

Fig. 1.2. Sintomas tipicos del “achaparramiento del maiz” causados por Spiroplasma
kunkelii (Witcomb) en plantas de maiz (Zea mays L.) Cv. Pop Zélia en invernadero.

La sintomatologia tipica puede modificarse por la temperatura, el cultivar
(Nault, 1980), la presencia conjunta de otros patdgenos (Oliveira et al., 2002) y el
momento de infeccion (Massola Janior et al., 1999b). En ocasiones, las plantas
pueden desarrollar un crecimiento normal, la clorosis ocurre en forma leve y el
enrojecimiento de las hojas superiores es el sintoma mas evidente (Massola Janior
etal., 1999a).

Los mayores dafios se observan cuando las infecciones se producen en un
estado temprano de desarrollo, las plantas desarrollan numerosas mazorcas
pequefias sin granos (Hruska y Gomez Peralta, 1997; Massola Janior et al.,
1999b) y en plantas severamente afectadas la produccion es nula (Virla et al.,
2004).



S. kunkelii es transmitido de una planta a otra por insectos denominados
comunmente ‘“‘chicharritas” (Orden Hemiptera: suborden Auchenorrhyncha:
familia Cicadellidae), siendo ésta la dnica forma de transmision conocida
(Fletcher et al., 2006). La chicharrita del maiz, D. maidis y su congénere D.
elimatus Ball, son eficientes vectores (Nault, 1980; Ebbert et al., 2001).
Adicionalmente, en condiciones experimentales se logré la transmision de S.
kunkelii con D. guevarai DeLong, D. gelbus DeLong, D. quinquenotatus DelLong
y Nault, D. tripsacoides DelLong y Nault, Baldulus tripsaci Kramer y Whitcomb
(Madden y Nault, 1983), D. longulus DeLong (Nault et al., 1984), Exitianus
exitiosus Uhler, Graminella nigrifrons Forbes (Nault, 1980; Bradfute et al., 1981)
y Stirellus bicolor Van Duzee (Nault, 1980). Sin embargo, por su eficiencia en la
transmision y su amplia distribucion, D. maidis (Fig. 1.3) es considerado el vector
mas importante de S. kunkelii en América (Madden y Nault, 1983; Nault, 1990;
Oliveira et al., 2004).

Fig. 1.3. Adulto de Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott), vector de Spiroplasma kunkelii
(Whitcomb).

Los primeros informes sobre la presencia del achaparramiento de maiz en
Argentina fueron documentados durante la campafa agricola 1990/91 en un area
maicera de clima subtropical en las provincias de Santiago del Estero y Tucuman
(Lenardon et al., 1992). Desde aquel entonces, la enfermedad continud
expandiéndose gradualmente hacia el sur del pais, y en campafias agricolas
sucesivas se detecto en Santiago del Estero, Tucuman, Salta, Catamarca y Chaco
(Gimenez Pecci et al., 1997). En la actualidad, esta presente en la mayoria de las

provincias de clima subtropical de Argentina, y fue observada en provincias de



clima templado como Coérdoba, Santa Fe y Buenos Aires (Giménez Pecci et al.,
2002a; 2002b; 2003; 2005).

En Argentina, D. maidis ha sido mencionada como la Unica especie
presente del género (Virla et al., 1991; Paradell, 1995; Paradell et al., 2001) y
Carpane et al. (2006) demostraron la capacidad de poblaciones presentes del pais
en transmitir S. kunkelii. En el norte argentino es la especie méas abundante en el
cultivo de maiz (Paradell et al., 2001; Albarracin et al., 2008). En el area de
transicién del clima subtropical al templado, ubicada entre los paralelos de latitud
30° S y 31° S, se encontraron individuos de D. maidis en las provincias de
Cordoba y Santa Fe (Paradell et al., 2001; 2005). En los ultimos afios se
incrementd la superficie afectada por achaparramiento ligada a la presencia del
vector, y se registr6 un paulatino avance hacia el area agricola central del pais
(Paradell et al., 2005; Giménez Pecci et al., 2005). Sin embargo, hasta el

momento no se ha evaluado la importancia de su diseminacion.

Al ser D. maidis el Unico vector conocido en Argentina, la presencia de
achaparramiento esta directamente relacionada con la de su insecto vector. En
varias provincias es comun encontrar el vector en lotes donde se observan altos
niveles de incidencia de la enfermedad (Giménez Pecci et al., 2002b; Virla et al.,
2004). Sin embargo, la presencia de la enfermedad en areas donde no ha sido
hallada D. maidis, sugiere que otras especies podrian estar involucrados en la
transmision de S. kunkelii (Giménez Pecci et al., 2002a). De este modo, podria ser
probable que otros insectos que se observan con relativa frecuencia en el cultivo
de maiz o en gramineas cercanas puedan ser vectores del patogeno (Paradell,
1995; Virla, 2000; Paradell et al., 2001; Paradell et al., 2005; Albarracin et al.,
2008). Sin embargo, no se han estudiado otras especies de insectos diferentes a D.

maidis para determinar si son vectores de S. kunkelii.

Estudios conducidos en Ameérica del Norte y Central indicaron que tanto
D. maidis como S. kunkelii presentan un rango estrecho de plantas hospedantes,

constituidas basicamente por maiz y teosintes (Zea sp.) (Fig. 1.4) (Nault, 1990;



Nault, 1980). Ademas, por ser D. maidis un insecto que se alimenta s6lo de maiz,
y considerando que sus hospedantes coinciden con el centro de origen del insecto,
se ha planteado una intima relacion evolutiva entre Dalbulus sp. y Zea sp.
(Triplehorn y Nault, 1985; Nault y DeLong, 1980). En Argentina, los teosintes no
crecen naturalmente y eventualmente son encontrados en algunas areas
experimentales. Por lo tanto, no desempefian un papel importante como reservorio

del patégeno y los unicos hospedantes de S. kunkelii son los insectos y el maiz.

Fig. 1.4. Sintomas de Spiroplasma kunkelii (Witcomb) en planta de teosinte (Zea sp.)
obtenidos mediante transmisiones experimentales con Dalbulus maidis (DeLong vy
Wolcott) en invernadero.

Al ser D. maidis un especialista del maiz y utilizar como alimento plantas
de crecimiento anual (Nault y Madden, 1985), la pérdida del cultivo representa un
serio obstaculo dentro de su ciclo de vida (Larsen et al., 1993). Estudios
realizados en laboratorio demostraron que los adultos pueden sobrevivir sin maiz
con tan solo agua durante dos meses (Larsen et al., 1992). En dicho articulo se
sugiere que las chicharritas pasan el invierno Gnicamente como adulto, invernando

en lugares protegidos en las regiones mas elevadas de México.

Por otro lado, se ha visto que la sobrevivencia de D. maidis no es afectada
por la presencia de S. kunkelii (Nault et al., 1984; Moya-Raygoza et al., 2007). Es

mas, en poblaciones de D. maidis criadas en laboratorio, se observé que los



individuos infectados con S. kunkelii aumentan su supervivencia (Ebbert y Nault,
1994; 2001). Estos autores sugieren que la presencia de S. kunkelii en D. maidis
puede jugar un papel importante en las estrategias que tiene el vector para pasar el

invierno.

En la zona subtropical de Argentina, mas precisamente en la provincia de
Tucuman, el maiz es cultivado solamente durante los meses mas calidos y el
achaparramiento del maiz ha sido observado en varias regiones agroecoldgicas de
esa provincia, con niveles de incidencia de la enfermedad que pueden llegar al
100% (Giménez Pecci et al., 2002a; 2002b). D. maidis sobrevive el invierno como
adulto y coloniza los cultivos de maiz durante la primavera siguiente (Virla et al.,
2003). Sin embargo, se desconoce la tasa porcentual de individuos portadores e
inoculativos de S. kunkelii que seran inéculo inicial en la campafia agricola que

comienza, factor fundamental en el desarrollo de una epidemia.

Considerando lo mencionado anteriormente, se formula la hipétesis de
trabajo, y se plantean los objetivos generales de los cuales se desprenden los
objetivos especificos que se detallan a continuacién. Los conocimientos surgidos
a partir del cumplimiento de los objetivos propuestos permitirdn definir la
magnitud del problema del achaparramiento del maiz causado por S. kunkelii y
conocer aspectos epidemioldgicos en el pais, constituyendo componentes basicos

para formular apropiadas pautas de manejo en el futuro.



HIPOTESIS

La distribucién y abundancia estacional de Dalbulus maidis como fuente
de indculo y otros cicadélidos transmisores determinan la presencia e incidencia
del achaparramiento del maiz causado por S. kunkelii en el &rea maicera

Argentina.

OBJETIVO GENERAL

Determinar presencia e incidencia del achaparramiento del maiz causado
por S. kunkelii, distribucion y abundancia estacional de su vector Dalbulus maidis
como fuente de in6culo y deteccidn de nuevos cicadélidos transmisores en el area

maicera Argentina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar la presencia e incidencia del achaparramiento del maiz
causado por S. kunkelii y la distribucion y abundancia del vector D. maidis en la

region agricola central de Argentina.

2.- Determinar la existencia de cicadélidos diferentes a D. maidis con
capacidad de transmitir S. kunkelii en diferentes zonas agricolas productoras de

maiz.

3.- Determinar el porcentaje de D. maidis portadores e infectivos de S.

kunkelii en distintas estaciones del afio en la provincia de Tucuman.
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CAPITULO 2

PRESENCIA E INCIDENCIA DE Spiroplasma kunkelii Y
DE SU VECTOR Dalbulus maidis EN LA REGION
AGRICOLA CENTRAL DE ARGENTINA

INTRODUCCION

El achaparramiento del maiz es una enfermedad del cultivo de maiz (Zea
mays L.) ampliamente distribuida en areas tropicales y subtropicales del
continente  Americano, considerada una de las mayores limitantes en la
produccion de maiz en América (Bradfute et al., 1981; Hruska et al., 1996;
Oliveira et al., 1998). Estudios realizados en Argentina, desde su aparicion en la
década del 90 (Lenardon et al., 1992) han permitido determinar la presencia
endémica de la enfermedad en &reas subtropicales y se sugiri6 un paulatino
avance hacia la region maicera del centro del pais (Giménez Pecci et al., 1997;
2002a; 2002b; 2003; 2005). En este capitulo se plantea contribuir al conocimiento
de aspectos epidemioldgicos tales como presencia e incidencia de la enfermedad y
distribucion del vector Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) en la region agricola

central del pais.

El agente causal de esta enfermedad es Spiroplasma kunkelii Whitcomb
(Whitcomb et al., 1986), organismo procarionte sin pared celular, miembro de la
Clase Mollicutes. Es uno de los tres patdgenos del complejo causal de la
enfermedad denominada achaparramiento o corn stunt (Hruska et al., 1996). Este
complejo se encuentra formado por los mollicutes S. kunkelii y Maize bushy stunt
phytoplasma (MBSP) y el virus Maize rayado fino virus (MRFV). La transmision
de estos patdgenos en plantas esta limitada a insectos comdnmente denominadas
chicharritas (Hemiptera: Cicadellidae) (Nault, 1980; Nault et al., 1980).

15



En la naturaleza, los vectores de S. kunkelii son D. maidis y D. elimatus
(Ball) y en condiciones experimentales se logrd la transmision del patégeno con
varias especies de cicadélidos (Nault, 1980; Madden y Nault, 1983; Ebbert et al.,
2001). En Argentina, varios estudios demostraron la presencia de D. maidis,
siendo esta la Unica especie presente con capacidad vectora conocida (Virla et al.,
1991; Paradell, 1995; Paradell et al., 2001, Carpane et al., 2006).

Los sintomas tipicos del achaparramiento del maiz causado por S. kunkelii
se manifiestan como estrias cloroticas que se inician en la base de las laminas
foliares y se extienden hacia el &pice, las plantas tienen crecimiento achaparrado,
proliferacion de espigas y en ocasiones, enrojecimiento de hojas (Nault, 1980). A
campo, es mas dificil establecer con certeza la etiologia de la enfermedad, ya que
los sintomas varian con la temperatura, el genotipo de maiz (Nault, 1980), la
presencia conjunta de otros patdgenos (Oliveira et al., 2002a) y el momento de
infeccion (Massola Janior et al., 1999). Cuando las infecciones se producen en el
estadio de plantula provocan las mayores reducciones de crecimiento, ya que no
se forman espigas o0 se producen numerosas mazorcas pequefias y en plantas

severamente afectadas la produccion es nula (Hruska y Gomez Peralta, 1997).

En Argentina se detectd el achaparramiento del maiz por primera vez en
las provincias de Tucuman y Santiago del Estero durante la campafia agricola
1990/91 (Lenarddn et al., 1992). Posteriormente se observé que la enfermedad
estd presente en otras provincias del norte del pais, entre ellas Corrientes,
Formosa, Misiones, Santa Fe, Salta, Chaco, Catamarca y Jujuy (Giménez Pecci et
al., 1997; 2002a; 2002b; 2003). Los autores observaron una amplia y creciente
diseminacion de la enfermedad en todas las provincias de clima tropical y
subtropical analizadas. Posteriormente, en la campafia agricola 2003/04 se
observaron algunos lotes con achaparramiento del maiz en las provincias de
Cordoba y Buenos Aires y se alertd sobre la presencia de la enfermedad y el
vector D. maidis en la region agricola central de Argentina (Giménez Pecci et al.,
2005; Paradell et al., 2005).
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D. maidis se encuentra regularmente distribuido en localidades ubicadas al
norte del paralelo de latitud 30° S del pais y se considera que es endémico en el
area subtropical (Paradell 1995; Paradell et al., 2001; Giménez Pecci et al., 20023;
2003; Albarracin et al., 2008). En Tucuman, D. maidis tiene al menos cinco
generaciones al afio, que se desarrollan entre primavera y fines de verano. Los
adultos provenientes de la Gltima generacion sobreviven el invierno y colonizan el
cultivo de maiz durante la primavera siguiente (Virla et al., 2003). Este
comportamiento es similar al que tiene en México (Larsen et al., 1992; 1993;
Moya-Raygoza et al., 2007). Por otro lado, la presencia de adultos de D. maidis
en regiones donde no se cultivd maiz durante varios afios, sugiere que estos

insectos pueden migrar largas distancias (Oliveira et al., 2002b).

En la region agricola central del pais, se ha detectado a D. maidis en el
area de transicion de clima templado al subtropical, entre los paralelos de latitud
30° Sy 31° S, en las provincias de Cordoba y Santa Fe (Paradell et al., 2001,
2005). Ademas, en lotes donde ha sido observado su vector principal, S. kunkelii

fue identificado en plantas con sintomas caracteristicos de la enfermedad.

En base a lo anteriormente planteado surge la necesidad de monitorear la
presencia de S. kunkelii y su vector D. maidis en la regién agricola central de pais,

particularmente en zonas donde el cultivo de maiz esta ampliamente distribuido.

MATERIAL Y METODOS

2.1.- Presencia, prevalencia e incidencia de la enfermedad en la

region agricola central de Argentina

En este trabajo se muestrearon 140 lotes en 99 localidades de las
provincias de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe durante las campafias agricolas
2005/06 y 2006/07. Estas provincias se encuentran en la region agricola central de

Argentina y concentran la mayor superficie sembrada con maiz (Guia practica
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para el cultivo de maiz, 1997; MAGYP, 2009). Como herramienta de descripcion
de la zona central del pais, se utilizaron datos de localidades ubicadas en la zona
nucleo maicera (Blanco, 2004), centro y noreste de la provincia de Cérdoba y
centro de Santa Fe (Fig. 2.1). Las localidades se encuentran en areas agricolas de
clima templado y en la zona de transicion del clima templado al subtropical, entre
los paralelos de latitud 30° S 'y 31° S (Lorenzini et al., 1995). Esta distincion fue
realizada ya que S. kunkelii y D. maidis se encuentran regularmente al norte del
paralelo de latitud 30° S y, en los ultimos afios, se alertdé sobre su presencia en
areas agricolas de clima templado del centro del pais (Paradell et al., 2005;
Giménez Pecci et al., 2005).

200 400
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o —

Fig. 2.1. Ubicacion geografica de las localidades donde se muestrearon lotes de maiz para
detectar la presencia de Spiroplasma kunkelii (Witcomb) en las provincias de Buenos
Aires, Cordoba y Santa Fe en dos campafias agricolas.

o (circulo): Campafia agricola 2005-2006.

A (triangulo): Campafa agricola 2006-2007.

Las localidades fueron georreferenciadas con un Sistema de
Posicionamiento Global (GPS), y se consideraron localidades con presencia de
enfermedad aquellas donde al menos se obtuvo una planta con reaccion serologica
positiva para S. kunkelii en los lotes evaluados para determinar incidencia (Fig.
2.1).
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La deteccidn de S. kunkelii en hojas de maiz se realiz6 mediante la técnica
serolégica de DAS-ELISA (Clark y Adams, 1977), usando anticuerpos
policlonales (anti S. kunkelii) comerciales junto con sus conjugados con fosfatasa
alcalina (AGDIA Inc, USA). Se maceraron aproximadamente 0,2 g de tejido en
un moledor de material vegetal (Bruchsal/Germany Typ-R32DT71K4/2) en
tampon de extraccion [(PBS (1 mM KH2POs; 8 mM NaxHPOg; 0,13 M NaCl; 3
mM KCI) + 0,05% de Tween 20] en relacion 1/5 (p/v). En cada placa de ELISA
se colocaron 1 6 2 controles positivos y 6 negativos. Los valores de absorbancia a
405 nm (A405) fueron determinados en un lector de ELISA (Dynex MRX II)
después de la adicion de p-nitrofenilfosfato como sustrato. Las muestras se
consideraron positivas cuando los valores de absorbancia fueron superiores al
valor promedio mas tres desvios estandares de los seis controles negativos
(Carpane et al., 2006).

La incidencia se evalud colectando hojas de plantas ubicadas a lo largo de
una diagonal. Cada 10 pasos se tomd la antedltima hoja desplegada de cada
planta. La muestra estuvo compuesta por 50 unidades muestrales por lote (Virla et
al., 2004). Se conservaron a 4 °C y fueron transportadas al laboratorio donde se
mantuvieron a -20 °C hasta el momento de la deteccion del patdgeno. La
incidencia se calculé como el numero de muestras serolégicamente positivas para
S. kunkelii en relacion al nimero total de muestras tomadas por lote. Finalmente
se expresd por localidad, promediando los valores en los casos de localidades

donde se muestrearon varios lotes.

Con los datos de incidencia obtenidos durante las campafias agricolas
2005/06 y 2006/07, se generd un grafico para identificar las areas de infeccion y
los picos maximos de incidencia. El método de mapeo fue un método
geoestadistico interpolativo (Sherpard) del programa Surfer Vers. 6.04 y consistio

en un mapa tridimensional.

La prevalencia de la enfermedad se determind en las campafias agricolas

2005/06 y 2006/07 para las provincias de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe. Se
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considerd como prevalencia a la relacion entre el nimero de lotes con presencia
de la enfermedad y el nimero total de lotes muestreados por provincia (Nutter et
al., 1991).

2.2.- Presencia y abundancia de Dalbulus maidis en la regién

agricola central de Argentina

En la zona agricola central, se realizaron muestreos desde febrero del 2006
hasta abril del 2007. En cada lote, se muestreo el cultivo de maiz y la vegetacion

espontanea que circunda al cultivo (Fig. 2.2).

200 400

| I I R E—
kilometers

Fig. 2.2. Ubicacion geogréafica de las localidades donde se muestrearon lotes para detectar
la presencia de Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) en las provincias de Buenos Aires,
Cérdoba y Santa Fe en la region agricola central del pais.

Para la captura de insectos se empled red entomologica de arrastre. Cada
muestra estuvo constituida por toda la entomofauna capturada en 30 golpes de red
(Virla et al., 2004). El material recolectado se colocé en bolsas de nylon con un

algodon humedecido en eter acético y se llevd al laboratorio para su separacion y

20



recuento. Los individuos pertenecientes a cada fecha de muestreo se conservaron
en alcohol 70% (v/v) hasta su identificacion. La determinacion de presencia y
cantidad de individuos de D. maidis se llevo a cabo en la Catedra de Entomologia
de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo de La Plata (UNLP), Argentina.
Con estos resultados se generd un gréafico de distribucion de D. maidis en la zona
de estudio. EI método de mapeo fue un método geoestadistico interpolativo

(Sherpard) del programa Surfer V. 6.04 y consistio en un mapa tridimensional.

RESULTADOS

2.1.- Presencia, prevalencia e incidencia de la enfermedad en la

region agricola central de Argentina

Durante las campafias agricolas 2005/06 y 2006/07 fueron analizados un
total de 140 lotes de maiz en las provincias de Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe
(Tablas 2.1 y 2.2), sumando un total de 7.000 plantas muestreadas. Se detectd la
presencia de S. kunkelii en 40 localidades de las tres provincias monitoreadas
durante las 2 camparias agricolas (Tablas 2.1 y 2.2). Si bien en algunos lotes de las
localidades monitoreadas en la zona central del pais no se observaron plantas con
sintomas tipicos de la enfermedad, fue posible detectar la presencia de S. kunkelii

mediante la técnica seroldgica de DAS-ELISA (resultados no mostrados).

En los lotes analizados de la campafia 2005/06 (Tabla 2.1), a partir del
material colectado a campo, la presencia de S. kunkelii se detecté en Junin
(Buenos Aires), Altos de Chipion, Arroyito, Colonia Caroya, Colonia Tirolesa,
Los Chafaritos, Monte Cristo y Villa Concepcion del Tio (Cordoba), y en Arrufo,
Presidente Roca, Rafaela, San Antonio, San Guillermo, Tacural y Villa Trinidad
(Santa Fe).
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Tabla 2.1. Presencia e incidencia de achaparramiento del maiz causado por Spiroplasma
kunkelii (Witcomb) detectado por DAS-ELISA en localidades de la region central de
Argentina durante la camparia agricola 2005/06.

L . . . N° de lotes Presencia Incidencia Incidencia
Provincia Localidad Latitud Longitud evaluados  de CSS (%) (%)
Arrecifes 34°03'59,76" S  60°06'59,76" W 1 - 0(* 0 (**)
Coliqueo 34°39'59,76" S  60°30'59,76" W 1 - 0 0
Colén 33°58'59,88" S 61°06'00,00" W 1 - 0 0
Coronel Islefio 34°25'58,08" S 60°24'46,44" W 1 - 0 0
Chacabuco 34°37'59,88" S  60°28'59,88" W 1 - 0 0
El Arbolito 33°54'59,76" S  60°46'59,88" W 1 - 0 0
Fontezuela 33953'60,00" S 60°27'59,76" W 1 - 0 0
General Arenales  34°18'21,24"S 61°18'54,00" W 1 - 0 0
Buenos Aires Junin 34°34'59,88" S  60°57'59,76" W 2 + 0-2 1
Maguire 33°57'00,00" S 60°17'60,00" W 1 0 0
Pergamino 33°53'60,00" S  60°34'59,88" W 2 - 0-0 0
Rojas 34°12'00,00" S 60°34'59,88" W 1 - 0 0
Salto 34°17'60,00" S  60°15'00,00" W 3 - 0-0-0 0
Todd 34°01'59,88" S  60°09'59,76" W 1 - 0 0
Tuyuti 34°31'59,88" S  59°40'59,88" W 1 - 0 0
Urquiza 33°54'59,76" S 60°22'59,88" W 1 - 0 0
Vifia 34°00'00,00" S 60°13'59,88" W 1 - 0 0
Altos de Chipién ~ 30°57'00,00" S 62°19'59,88" W 1 + 2 2
Avrias 33°38'60,00" S 62°23'60,00" W 2 - 0-0 0
Avrroyito 31°25'59,88" S 63°02'60,00" W 1 + 2 2
Balnearia 31°00'00,00" S 62°40'59,88" W 1 - 0 0
Bell Ville 32°37'59,88" S 62°39'59,76" W 1 - 0 0
Colonia Bismarck  33°17'60,00" S 62°42'59,76" W 1 - 0 0
Colonia Caroya 31°01'59,88" S  64°05'60,00" W 1 + 2 2
Colonia Tirolesa ~ 31°15'59,76" S 64°04'59,88" W 3 + 0-0-2 1
Devoto 31°15'59,76" S 62°18'59,76" W 2 - 0-0 0
El Tio 31°15'59,76" S  62°49'59,88" W 1 - 0 0
Freyre 31°15'59,76" S  62°49'59,88" W 1 - 0 0
Cérdoba Inri\_/iI.Ie 32°57'00,00" S 62°13'59,88" W 1 - 0 0
Justiniano Posse 32052'59,88" S 62°39'59,76" W 1 - 0 0
Los Chafaritos 31°24'59,76" S  63°21'00,00" W 1 + 2 2
Luxardo 31°18'00,00" S 62°07'59,88" W 1 - 0 0
Monte Cristo 31°21'00,00" S  63°57'00,00" W 3 + 0-0-2 1
Morteros 30°42'59,76" S 62°00'00,00" W 1 - 0 0
Rio Primero 31°19'59,88" S 63°37'59,88" W 1 - 0 0
San Francisco 31°25'44,40" S  62°05'04,88" W 1 - 0 0
Santiago Temple ~ 31°29'26,52" S 63°25'48,36" W 2 - 0-0 0
Suco 33°27'00,00" S  64°46'59,88" W 1 - 0 0
Va. Concp. del Tio 31°19'59,88" S 62°48'59,76" W 2 + 0-2 1
Vicufia Mackenna 33°57'16,20" S  64°28'04,44" W 1 - 0 0
Villa Maria 32°24'49,68" S 63°13'58,44" W 2 - 0-0 0
Arrufo 30°13'59,88" S 61°43'59,88" W 2 + 0-15 75
Hughes 33°47'60,00" S 61°19'59,88" W 1 - 0 0
Pres. Roca 31°13'00,00" S 61°37'00,00" W 1 + 6 6
Rafaela 31°15'00,00" S 61°28'59,88" W 2 + 0-2 1
Rufino 34°15'59,76" S 62°42'00,00" W 1 - 0 0
San Antonio 31°13'01,56" S 61°44'00,24" W 1 + 2 2
Santa Fe San Guillermo 30°21'59,76" S 61°54'59,76" W 2 + 0-2 1
Santa Emilia 33°49'59,88" S  61°30'59,76" W 1 - 0 0
Santa Isabel 33°53'60,00" S 61°42'00,00" W 1 - 0 0
Tacural 30°51'00,00" S 61°36'00,00" W 1 + 2 2
Venado Tuerto 33°45'59,76" S 61°57'59,76" W 3 0-0-0 0
Villa Cafias 34°00'59,76" S 61°36'00,00" W 1 - 0 0
Villa Trinidad 30°12'59,97" S  61°52'59,88" W 1 + 5 5
Wheelright 33°47'60,00" S 61°12'59,76" W 1 0 0

(-): Ausencia, (+): presencia (al menos una planta enferma por localidad), (*) incidencia por lote y

(**): valores promedios por localidad
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Tabla 2.2. Presencia e incidencia de achaparramiento del maiz causado por Spiroplasma
kunkelii (Witcomb) detectado por DAS-ELISA en localidades de la region central de
Argentina durante la campafia agricola 2006/07.

L . . . N° de lotes Presencia Incidencia Incidencia

Provincia Localidad Latitud Longitud evaluados  de CSS (%) (%)
Aurrecifes 34°03'59,76" S  60°06'59,76" W 3 + 0-0-2 (*) 1(**%)
Arribefios 34°12'59,76" S 61°21'00,00" W 1 - 0 0
Colén 33°58'59,88" S 61°06'00,00" W 3 + 0-0-2 1
Chacabuco 34°37'59,88" S 60°28'59,88" W 2 0-0 0
Fortin Tiburcio 34°21'00,00" S  61°07'59,88" W 1 - 0 0
Buenos Aires General Arenales  34°1821,24"S  61°18'54,00" W 1 - 0 0
Junin 34°34'59,88" S  60°57'59,76" W 3 - 0-0-0 0
O"Higgins 34°34'59,88" S 60°42'00,00" W 2 - 0 0
Pergamino 33°53'60,00" S 60°34'59,88" W 1 - 0 0
Saladillo 35°37'59,88" S  59°46'59,88" W 1 + 5 5

Salto 34°17'60,00" S 60°15'00,00" W 3 - 0-0-0 0

Alejo Ledesma 33°36'00,00" S 62°36'59,76" W 3 - 0-0-0 0

Altos de Chipién ~ 30°57'00,00" S 62°19'59,88" W 1 + 2 2

Avrias 33°38'60,00" S  62°23'60,00" W 2 - 0 0
Balnearia 31°00'00,00" S 62°40'59,88" W 2 + 12-2 7
Barranca Yaco 30°51'59,76" S 64°04'59,88" W 6 + 0-0-14-5-4-16 6
Brinkmann 30°51'59,76" S 62°01'59,88" W 1 + 21 21
Devoto 31°15'59,76" S  62°18'59,76" W 1 + 6 6

El Fuertecito 31°24'59,76" S  62°58'59,88" W 1 + 2 2

El Tio 31°15'59,76" S 62°49'59,88" W 1 - 0 0
Freyre 31°15'59,76" S  62°49'59,88" W 2 + 23-8 15
Cérdoba General Paz 31°08'09,24" S 64°07'59,16" W 1 + 20 20
La Carlota 33°25'59,88" S  63°17'60,00" W 1 - 0 0

La Paquita 30°53'60,00" S 63°17'60,00" W 1 + 18 18
Luxardo 31°18'00,00" S 62°07'59,88" W 1 + 12 12
Morteros 30°42'59,76" S 62°00'00,00" W 2 + 9-8 8
Pampayasta 32°15'46,80" S 63°39'17,64" W 1 - 0 0
Piquillin 31°18'00,00" S 63°45'59,76" W 1 + 2 2

San Francisco 31°25'44,40" S  62°05'04,88" W 1 + 2 2

Santa Eufemia 33°09'56,16" S 63°11'44,88" W 1 - 0 0
Simbolar 30°28'59,88" S  63°58'59,88" W 1 - 0 0
Ticino 32°40'59,88" S 63°25'59,88" W 1 - 0 0

Va. Concp. del Tio 31°19'59,88"S 62°48'59,76" W 2 + 15-2 8
Hughes 33°47'60,00" S 61°19'59,88" W 1 - 0 0

San Antonio 31°13'01,56" S  61°44'00,24" W 1 + 4 4

San Guillermo 30°21'59,76" S  61°54'59,76" W 1 + 14 14

Santa Emilia 33°49'59,88" S 61°30'59,76" W 1 - 0 0
Suardi 30°31'59,88" S 61°57'59,76" W 2 + 29-8 18
Santa Fe  Sunchales 30°57'00,00" S 61°34'59,88" W 1 + 2 2
Venado Tuerto 33°45'59,76" S  61°57'59,76" W 1 + 0 0
Rafaela 31°15'00,00" S 61°28'59,88" W 1 + 9 9
Tacural 30°51'00,00" S  61°36'00,00" W 1 + 5 5

Vila 31°12'00,00" S 61°49'59,88" W 1 + 21 21

Villa Trinidad 30°12'59,97" S  61°52'59,88" W 1 + 6 6

(-): Ausencia, (+): presencia (al menos una planta enferma por localidad), (*) incidencia por lote y
(**): valores promedios por localidad

En la campaiia agricola 2006/07 (Tabla 2.2) se observo un aumento en el

nimero de localidades donde fue registrada la enfermedad. Se confirmé la

presencia de S. kunkelii en las localidades de Arrecifes, Colon, Saladillo (Buenos

Aires) Altos de Chipion, Balnearia, Barranca Yaco, Brinkmann, Devoto, El

Fuertecito, Freyre, General Paz, La Paquita, Luxardo, Morteros, Piquillin, San
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Francisco y Villa Concepcién del Tio (Cordoba), y San Antonio, San Guillermo,
Suardi, Sunchales, Rafaela, Tacural, Vilay Villa Trinidad (Santa Fe).

Los resultados de incidencia promedio obtenidos por localidad en lotes
monitoreados en las provincias de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe se observan
en las Tablas 2.1 y 2.2. Los valores promedios de incidencia de las tres provincias
fueron en general méas elevados durante la campafia agricola 2006/07 que en la
campafa 2005/06 (Fig. 2.3). Ademas, en las dos camparfias agricolas analizadas,
los niveles de incidencia promedios mas altos se detectaron en la provincia de
Santa Fe y los méas bajos en Buenos Aires. Los valores de incidencia maxima en
lotes de la provincia de Buenos Aires fueron 2% en la campafia agricola 2005/06
y 5% durante la campafia 2006/07. En la provincia de Cordoba, estos valores
fueron del 3% y 23%, respectivamente. En Santa Fe se determinaron valores de
15% y 29% en las campafias agricolas 2005/06 y 2006/07 respectivamente (Fig.
2.4).
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Fig. 2.3. Incidencia promedio de Spiroplasma kunkelii (Witcomb) en provincias de la
region central de Argentina durante las campafas agricolas 2005/06 y 2006/07.

24



304

234

16

Incidencia maxima (%)

- |

Buenos Aires Cordoba  Santa Fe
Provincia

B camparia 200508
B camparia 200807

Fig. 2.4. Valores méaximos de incidencia de Spiroplasma kunkelii (Witcomb) en lotes de
maiz de diferentes provincias de la regidn central de Argentina durante las campafias
agricolas 2005/06 y 2006/07.

El mapa geoestadistico mostrdé que los picos maximos de incidencia se
encuentran ubicadas al norte de la zona de estudio, en la franja que comprende los
30° a los 31° de latitud sur, esto es en la zona de transicion del clima templado al
subtropical. En la distribucion espacial se observa ademas una disminucién en los

niveles de incidencia en latitudes mayores (Fig. 2.5).
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Fig. 2.5. Distribucion espacial de los valores de incidencia de Spiroplasma kunkelii
(Witcomb) en lotes de maiz durante las campafias agricolas 2005/06 y 2006/07 en las
provincias de Cordoba, Santa Fe y Buenos Aires.

Durante la campafia agricola 2006/07, aument6 el numero de lotes
afectados por achaparramiento en relacion a la campafa anterior. La prevalencia
de la enfermedad en la campafia 2005/06 fue mas alta en la provincia de Santa Fe
(37%), seguida por Cordoba (18%) y Buenos Aires (5%). Estos valores estan
basados sobre un total de 19, 33 y 20 lotes muestreados en la campafia agricola
2005/06, en las tres provincias respectivamente (Tabla 2.3). Igual que en la
campafa agricola anterior, en la provincia de Santa Fe se observaron los valores
mas altos de prevalencia de la enfermedad, alcanzando indices del 77%, seguida
por Cordoba (62%) y Buenos Aires (14%). En estas provincias, durante la
campafia agricola 2006/07 se evaluaron 12, 34 y 21 lotes de maiz,

respectivamente (Tabla 2.3 y Fig. 2.6).

Tabla 2.3. Prevalencia de Spiroplasma kunkelii (Witcomb) en las provincias de Buenos
Aires, Cordoba y Santa Fe en dos campafas agricolas.

~ Buenos Aires Cérdoba Santa Fe
Camparfia
agricola N() lotes positivos N lotes positivos N lotes positivos
(%) (%) (%)
2005/06 20 5 33 18 19 37
2006/07 21 14 34 62 12 75

(*): nimero de lotes monitoreados por provincia
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Fig. 2.6. Distribucién de lotes afectados con Spiroplasma kunkelii (Witcomb) en las
provincias de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe. A: campafa agricola 2005/06. B:
campafia agricola 2006/07.

@ (circulo): Lotes positivos

A (triangulo): Lotes negativos

2.2.- Presencia y abundancia de Dalbulus maidis en la region

agricola central de Argentina

Para la identificacion de D. maidis en la zona productora de maiz en
estudio, se monitorearon 142 lotes en 87 localidades entre febrero de 2006 y abril
de 2007, pertenecientes a las provincias de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe. El
vector se encontro en 49 % de las localidades del &rea maicera donde se realizaron

muestreos (Fig. 2.7).
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Fig. 2.7. Localidades donde se detectd la presencia de Dalbulus maidis (DeLong y
Wolcott) en las provincias de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe de la regién agricola
central de Argentina entre febrero de 2006 y abril de 2007.

En los lotes analizados desde febrero del 2006 hasta abril del 2007 (Tablas
2.4 y 2.5) D. maidis estuvo presente en las localidades de Coliqueo, Coldn,
General Villegas, Pergamino y Piedritas (Buenos Aires), Almafuerte, Altos de
Chipién, Arroyito, Balnearia, Barranca Yaco, Brinkmann, Canals, Del Campillo,
Del Prato, Despefiaderos, Devoto, El Tio, Etruria, Freyre, General Paz, Huinca
Renanco, La Paquita, Malena, Monte Cristo, Morteros, Oncativo, Pampayasta,
Piquillin, Rio Primero, Sampacho, San Francisco, Suco, Villa Concepcién del Tio,
Vicufia Mackenna, Villa Maria y Washington (Cérdoba), Arrufé, Rafaela, San
Antonio, San Guillermo, Suardi, Venado Tuerto, Vila, Villa Trinidad (Santa Fe).

28



Tabla 2.4. Presencia de Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) en localidades de la region
central de Argentina en los monitoreos realizados entre los meses de febrero de 2006 y
abril de 2007.

Provincia Localidad Latitud Longitud NOde lotes T resencia de

D. maidis
Arrecifes 34°03'59,76" S 60°06'59,76" W 1 -
Coliqueo 34°39'59,76" S  60°30'59,76" W 1 +
Colon 33058'59,88" S 61°06'00,00" W 4 +
General Villegas 35°02'12,51"S 63°01'05,26" W 2 +
- Junin 34°34'59,88"S  60°57'59,76" W 3 -
Buenos Alres b qamino 33953'60,00" S 60°34'59,88" W 2 +
Piedritas 34°46'59,88" S 63°00'00,00" W 1 +
Rojas 34°12'00,00" S 60°34'59,88" W 2 -
Salto 34°17'60,00" S  60°15'00,00" W 1 -
Vedia 34°30'00,00" S  61°31'59,88" W 1 _
Alejo Ledesma 33°36'00,00"S  62°36'59,76" W 2 -
Almafuerte 32°12'00,00"S  64°15'00,00" W 2 +
Alta Gracia 31°39'59,76" S 64°25'59,88" W 1 -
Altos de Chipién 300°57'00,00" S 62°19'59,88" W 1 +
Arias 33°38'60,00" S 62°23'60,00" W 2 -
Arroyito 31°25'59,88" S 63°02'60,00" W 3 +
Balnearia 31°00'00,00" S  62°40'59,88" W 1 +
Barranca Yaco 30°51'59,76" S 64°04'59,88" W 2 +
Bell Ville 32°37'59,88"S  62°39'59,76" W 2 -
Berrotaran 32027'59,76" S 64°22'59,88" W 2 _
Bower 31°32'46,68" S 64°14'42,72" W 1 -
Brinkmann 30°51'59,76" S 62°01'59,88" W 1 +
Canals 33°33'59,76" S 62°52'59,88" W 3 +
Chajan 33°32'60,00" S  65°00'59,76" W 1 -
Coronel Baigorria 32°51'04,32" S 64°21'15,84" W 1
Coronel Moldes 33°37'59,16" S 64°35'56,76" W 1 -
Cotagaita 30°54'59,76" S 62°02'60,00" W 1 -
Cérdoba Del Campillo 34°21'59,76" S 64°30'00,00" W 1 +
Del Prato 30°51'59,76" S 64°04'59,88" W 1 +
Despefiaderos 31°48'59,76" S 64°17'60,00" W 2 +
Devoto 31°15'59,76" S 62°18'59,76" W 3 +
El Tio 31°15'59,76" S 62°49'59,88" W 2 +
Elena 32033'59,76" S 64°21'59,76" W 1 _
Espinillo 33°00'59,76" S 64°20'60,00" W 2 -
Etruria 32055'59,88" S 63°13'59,88" W 1 +
Freyre 31°15'59,76" S  62°49'59,88" W 3 +
General Ordofiez 32°51'06,12" S  62°52'23,88" W 1 -
General Paz 31°08'09,24" S  64°07'59,16" W 1 +
Huinca Renancé 34°51'00,00" S 64°21'59,76" W 2 +
Idiazébal 32°48'59,76" S 63°01'59,88" W 1 -
Inriville 32°57'00,00" S  62°13'59,88" W 1 -
James Craik 32°09'59,76" S  63°27'59,76" W 1 -
La Carlota 33025'59,88"S  63°17'60,00" W 1 _
La Francia 31°24'59,76" S  62°37'59,88" W 2 -
La Paquita 30°54'12,96" S  62°12'28,08" W 1 +
La Para 30v52'59,88" S  63°0000,00" W 1 -

- : ausencia, +: presencia (al menos un D. maidis por localidad)
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Tabla 2.5. Presencia de Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) en localidades de la region
central de Argentina en los monitoreos realizados entre los meses de febrero de 2006 y

abril de 2007.
Provincia Localidad Latitud Longitud N° de lotes Presencila. de
D. maidis

Los Condores 3201859,07" S 6491559,76" W 1 N
Luxardo 31°18'00,00"S  62°07'59,88" W 1 -
Malena 33°30'00,00"S  64°25'59,88" W 2 +
Monte Cristo 31°21'00,00"S  63°57'00,00" W 1 +
Monte Maiz 33°17'52,44" S 62°37'51,96" W 1 -
Morteros 30°42'59,76" S 62°00'00,00" W 1 +
Oliva 32°02'60,00" S  63°34'59,88" W 1 -
Oncativo 31954'59,76" S 63°34'59,88" W 1 +
Pampayasta 32°15'46,08"S  63°39'17,64" W 1 +
Piquillin 31°18'00,00"S 63°45'59,76" W 1 +

Coérdoba  Portefia 31°01'59,88" S 62°03'59,76" W 1 -
Ri6 Primero 31°19'59,88" S  63°37'59,88" W 3 +
Sampacho 33022'59,88" S 64°42'00,00" W 4 +
San Agustin 32058'59,88" S 64°21'59,76" W 1 -
San Francisco 31°25'44,04"S  62°05'04,88" W 5 +
Suco 33°27'00,00"S  64°46'59,88" W 2 +
Va. Concp. del Tio 31°19'59,88" S  62°48'59,76" W 3 +
Vicufia Mackenna 33°57'16,02" S 64°28'04,44" W 6 +
Villa Maria 32024'49,68"S  63°13'58,44" W 4 +
Wenceslao Escalante  33°10'59,88" S 62°46'59,88" W 1 -
Washington 33952'59,88" S 64°42'00,00" W 3 +
Arrufé 30°13'59,88"S  61°43'59,88" W 1 +
Chanar Ladeado 33°18'59,76" S 62°01'59,88" W 1 -
Diego de Alvear 34022'26,04" S 62°07'37,56" W 1 -
Elortondo 33°42'00,00"S  61°37'59,88" W 1 -
Firmat 33°27'00,00"S  61°30'00,00" W 1 -
Hughes 33°47'60,00"S  61°19'59,88" W 1 -
Lemhann 31°06'59,76" S  61°25'59,88" W 1 -
Rafaela 31°15'00,00" S  61°28'59,88" W 3 +
Rufino 34°15'59,76" S 62°42'00,00" W 1 -

Santa Fe San An'_fonio 31°12'37,44" S 61°43'26,76" W 1 +
San Guillermo 30°21'59,76" S 61°54'59,76" W 1 +
Santa Emilia 33°49'59,88"S  61°30'59,76" W 1 -
Santa Teresa 33°25'59,88" S 60°46'59,88" W 1 -
Suardi 30°31'59,88" S  61°57'59,76" W 1
Sunchales 30°57'00,00"S  61°34'59,88" W 1 -
Tacural 30°51'00,00"S  61°36'00,00" W 1 -
Venado Tuerto 33°45'59,76" S 61°57'59,76" W 4 +
Vila 31°12'00,00"S  61°49'59,88" W 1 +
Villa Trinidad 30°12'59,97" S  61°52'59,88" W 1 +
Wheelwright 33°47'60,00" S 61°12'59,76" W 1 -

- :ausencia, +: presencia (al menos un D. maidis por localidad)

En el mapa geoestadistico obtenido con los datos de incidencia, se puede
observar que el mayor nimero de insectos (abundancia) se encuentra ubicado al
norte de la region agricola central, disminuyendo hacia latitudes mayores (Fig.
2.8).
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Fig. 2.8. Distribucion espacial del nimero de Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott)
recolectados por lote en las localidades monitoreadas de las provincias de Cordoba, Santa
Fe y Buenos Aires entre febrero de 2006 y abril de 2007.

DISCUSION

En este capitulo se confirma la presencia del achaparramiento del maiz
causado por S. kunkelii en la regién agricola central del pais. La enfermedad se
encuentra en Cordoba, Santa Fe y en algunas regiones del norte y centro de
Buenos Aires, en la denominada zona ndcleo maicera. Por lo tanto se enfatiza que
el achaparramiento no es solamente un problema fitosanitario en el norte
Argentino (Giménez Pecci et al., 1997; 2002a; 2002b; 2003), sino que también se
encuentra en las tres provincias que concentran la mayor superficie cultivada con
maiz. Estos resultados concuerdan con los mencionados por Giménez Pecci et al.
(2005), quienes observaron por primera vez la presencia del achaparramiento

durante la camparia agricola 2003/04 en la region agricola central del pais.

La incidencia de la enfermedad varia sustancialmente segun la provincia y
la campafa agricola. El achaparramiento tuvo valores de incidencia mas altos en
Santa Fe, le sigue Codrdoba y finalmente Buenos Aires. Las localidades con

incidencia promedios més altos se encuentran en la zona de transicion del clima
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templado al subtropical (entre los paralelos de latitud 30° S y 31° S). En estos lotes
se observd el valor maximo de incidencia detectado, 29% en la localidad de
Suardi (Santa Fe), campafia agricola 2006/07.

En el presente estudio, al analizar el niUmero de D. maidis por lote en las
tres provincias evaluadas de la zona agricola central, vemos que en los meses de
febrero a abril la abundancia de insectos disminuye hacia el sur. La mayor
cantidad de insectos se observa en las areas mas calidas de la zona muestreada. En
Brasil, Oliveira y colaboradores (2002a) relacionaron altas incidencias con
elevada cantidad de D. maidis al inicio del cultivo, cuando las plantas son mas
susceptibles a la infeccion por el patdgeno (Hruska y Gomez Peralta, 1997,
Massola Junior et al., 1999). De esta manera, la mayor cantidad de insectos
encontrada en la zona de transicion al clima subtropical explica la mayor

incidencia de achaparramiento observada en estos lotes.

Durante las dos campafias agricolas, la mayor cantidad de lotes con
presencia de achaparramiento de maiz fueron en la zona de transicion de clima
templado al subtropical. Es probable que en la zona donde se observa la mayor
cantidad de lotes afectados por S. kunkelii, la presencia de D. maidis se vea
favorecida por las condiciones climaticas reinantes permitiéndole la subsistencia
durante todo el afio. Esto podria permitir que las poblaciones de D. maidis
invernantes colonicen rapidamente el cultivo de maiz sembrado en primavera y
afecten de manera favorable la dispersion de S. kunkelii en las localidades
préximas ubicadas en la zona de transicion. La permanencia del insecto vector
durante todo el afio fue observado en Tucuman (Virla et al., 2003), donde
Giménez Pecci et al. (2002b) y Virla et al. (2004) mencionan que el
achaparramiento del maiz se encuentra ampliamente difundido en diferentes

regiones agroecoldgicas.
La menor prevalencia e incidencia del achaparramiento en Buenos Aires y

lotes del sur del area de estudio (zona templada), pueden atribuirse a las menores

poblaciones de D. maidis, ocasionada por las bajas temperaturas de la region.

32



Durante el invierno, se registran temperaturas inferiores a 0 °C (SMN, 2005;
2006). Se conoce que en condiciones de laboratorio, D. maidis no sobrevive con

temperaturas inferiores a los 2 °C (Larsen et al., 1992; 1993).

Por otro lado, la ocurrencia del achaparramiento en altas latitudes puede
explicarse por la presencia de D. maidis durante los meses en que se encuentra
implantado el cultivo cuando la temperatura promedio es de 23 °C. En este
sentido, estudios previos demostraron que el vector en esta zona esta solamente en
el periodo estival (Paradell et al., 2005), por lo que es posible que la presencia de
S. kunkelii se deba a individuos migrantes de D. maidis infectivos que llegan
desde zonas endémicas. De hecho, la actividad migratoria de D. maidis fue
planteada por otros autores, y ha sido mencionada como una especie dotada de

gran capacidad de dispersion (Oliveira et al., 2002b; Moya-Raygoza et al., 2007).

Para las tres provincias, se detectd mayor prevalencia e incidencia en la
campafa agricola 2006/2007. Esto puede relacionarse con el hecho que, previo a
dicha campafia, para varias localidades del centro y norte del pais, el invierno fue
el mas célido de los ultimos 50 afios (SMN, 2006). Esto podria haber causado una
mayor supervivencia de las poblaciones de D. maidis en lugares donde se
encuentran durante la estacion invernal y haber ocasionado el aumento en la
prevalencia e incidencia observada en este estudio, tal como se encontré en el
caso de Delphacodes kuscheli Fennah, el principal vector de Mal de Rio Cuarto
virus (MRCV)(Remes Lenicov et al., 1985; March et al., 1995; Lenardon et al.,
1998).

Con respecto a la distribucién del vector, los resultados de este trabajo
indican que D. maidis se encuentra durante el verano en el cultivo de maiz en la
region central del pais. En el caso de la provincia de Santa Fe, trabajos previos
indican que al insecto se lo encuentra regularmente en el norte de la provincia
(clima subtropical) y en los meses de verano en la zona de transicion al subtropico
(centro de la provincia de Santa Fe) (Paradell et al., 2001; Giménez Pecci et al.,

2003). En este estudio se confirmd la presencia del vector en la zona de transicion,

33



en las localidades de Arrufo, Rafaela, San Antonio, San Guillermo, Suardi, Vila'y
Villa Trinidad. Adicionalmente, se encontré D. maidis en la regién sur de la
provincia de Cordoba, centro-sur de Santa Fe y norte de Buenos Aires, en

localidades de la zona maicera nucleo.

Es importante mencionar que en Junin (campafia agricola 2005/06) y
Arrecifes (campafia agricola 2006/07), localidades de la provincia de Buenos
Aires, se encontré el patdégeno S. kunkelii, pero no el vector D. maidis. Esto

sugiere la presencia de otra especie como vector de S. kunkelii.
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CONCLUSION

El presente trabajo confirma la presencia del achaparramiento del maiz
causado por Spiroplasma kunkelii y de su vector Dalbulus maidis en la region
agricola central de Argentina, hasta los paralelos de latitud 35°37'59,88" S y
35%02'12,51" S, respectivamente.

Se observa una mayor cantidad de individuos de D. maidis al norte del

area estudiada: el area de transicion del clima templado al subtropical, junto a

mayores niveles de incidencia del achaparramiento del maiz.
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CAPITULO 3

ENSAYOS DE TRANSMISION DE Spiroplasma kunkelii
CON CICADELIDOS ENDEMICOS DE ARGENTINA

INTRODUCCION

El “achaparramiento del maiz” es una enfermedad del cultivo de maiz (Zea
mays L.) causada por Spiroplasma kunkelii (Whitcomb et al., 1986). La
chicharrita del maiz, Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) (Hemiptera,
Auchenorrhyncha, Cicadellidae) es considerada la principal especie vectora por su
elevada eficiencia en la transmision (Madden y Nault, 1983; Alivizatos y
Markham, 1986) y su amplia distribucion geografica (Triplehorn y Nault, 1985;
Oliveira et al.,, 2004; Paradell et al., 2001). Sin embargo, en algunas
oportunidades (Capitulo 2) se ha detectado presencia de la enfermedad pero no se
encontraron individuos de D. maidis, lo que sugiere que otras especies de insectos
podrian ser vectores del patogeno. Al respecto, en Argentina se han reportado mas
de 31 especies de cicadélidos (Paradell, 1995) que podrian ser vectores de S.
kunkelii, por lo que en este capitulo, se describen estudios tendientes a esclarecer
la posible existencia de otro vector diferente a D. maidis en Argentina.

Diversas especies han sido evaluadas para determinar si son vectoras de S.
kunkelii. En condiciones controladas se logré transmision de S. kunkelii con
Dalbulus maidis DeLong y Wolcott, D. guevarai DeLong, D. gelbus DeLong, D.
quinquenotatus DeLong y Nault, D. tripsacoides DeLong y Nault, D. elimatus
Ball, Baldulus tripsaci Kramer y Whitcomb (Madden y Nault, 1983), D. longulus
DelLong (Nault et al., 1984), Exitianus exitiosus Uhler, Graminella nigrifrons
Forbes (Nault, 1980; Bratfute et al., 1981) y Stirellus bicolor Van Duzee (Nault,
1980). En Argentina D. maidis ha sido mencionada como la Unica especie

39



presente del género Dalbulus (Virla et al., 1991; Paradell et al., 2001; Paradell
1995).

S. kunkelii se encuentra en el floema de las plantas que infecta (Davis et
al., 1972; Nome et al., 2009) y puede ser adquirido por D. maidis después de 25
minutos de alimentacién (Alivizatos y Markham, 1986). Cuando los
espiroplasmas ingresan al cuerpo del insecto, se multiplican y circulan hasta
alcanzar las glandulas salivales accesorias (Kwon et al., 1999; Ozbek et al., 2003;
Ammar y Hogenhout, 2005). Dicho lapso es el periodo de latencia en D. maidis,
que puede variar entre 17 y 23 dias (Nault, 1980). Una vez que S. kunkelii es
adquirido, el vector permanece infectivo durante toda su vida (Nault, 1980;
Alivizatos y Markham, 1986). Para poder ser inoculado a otras plantas, el
patdgeno debe ser introducido al floema de una nueva planta durante la
alimentacion (Fletcher et al., 1998; Bove et al., 2003). La eficiencia de
transmision de estos insectos es variable, siendo D. maidis la especie mas
eficiente (Nault, 1980; Madden y Nault, 1983). La inoculacion puede ocurrir
después de solamente una hora de alimentacion del insecto (Alivizatos y
Markham, 1986) y su eficiencia aumenta con el tiempo hasta llegar cerca del
100%.

En plantas de maiz los sintomas de S. kunkelii requieren un periodo de
latencia para comenzar a expresarse. Dependiendo de la temperatura y del
cultivar, los primeros sintomas comienzan a observarse entre 3 y 4 semanas luego
de finalizado el periodo de inoculacién (Bratfute et al., 1981; Nault, 1980). Los
sintomas tipicos en las plantas son estrias cloréticas que se inician desde la base
de las hojas (Nault, 1980). En condiciones de campo, el desarrollo del cuadro
sintomatologico es variable, y las diferencias pueden deberse al clima, al cultivar
y a la edad de la planta al momento de infeccion (Massola Junior et al., 1999;
Bedendo, 1999).

En la mayoria de los casos, la distribucion geografica de los patdgenos

transmitidos por insectos en maiz, estd determinada por la distribucién de sus
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vectores y de sus plantas hospedantes (Lopes y Oliveira, 2004). En el caso
particular de S. kunkelii, el rango de plantas hospedantes naturales del patégeno
esta limitado a muy pocas especies del género Zea sp. (Nault, 1980). Esto puede
estar dado por las preferencias alimenticias de D. maidis su principal especie
vectora (Markham, 1983; Fletcher et al., 2006). Sin embargo, el hecho de que S.
kunkelii pueda colonizar ciertas dicotiledoneas cuando se utiliza Euscelidius
variegatus Kirschbaum como vector en condiciones experimentales (Markham et
al., 1977; Alivizatos, 1984), sugiere que la gama de plantas hospedantes de S.

kunkelii puede ser mayor.

Estudios realizados en Argentina, han indicado la presencia de D. maidis
en varias provincias del norte donde se cultiva maiz (Paradell et al., 2001,
Giménez Pecci et al., 2002a; 2003; Virla et al., 2003; Albarracin et al., 2008). Sin
embargo, la no deteccion del principal vector en algunos lotes afectados por el
achaparramiento ubicadas en la region agricola central (Capitulo 2), podrian
suponer la presencia de otra especie diferente a D. maidis como vector de S.
kunkelii. D. maidis no es la Unica chicharrita asociada al cultivo de maiz
(Albarracin et al., 2008), habiéndose mencionado 31 especies de cicadélidos
relacionadas al cultivo (Paradell, 1995).

Paradell et al. (2001) observaron que sobre maiz hay especies de insectos
que ocurren al norte del paralelo de latitud 30° S y otras al sur del mismo. La
especie mas frecuente y abundante en la regién subtropical fue D. maidis,
mientras que en la regidn agricola central del pais al sur del paralelo de latitud 30°
S la especie mas frecuente fue Exitianus obscurinervis (Stal, 1859). Este
cicadélido se encuentra ampliamente distribuido en Argentina, donde se lo
registra con mayor frecuencia en maiz y malezas asociadas al cultivo (Paradell et
al., 2001; 2005; Remes Lenicov et al., 2006).

En América del norte, E. exitiosus actia como transmisor de S. kunkelii

(Nault, 1980). En nuestro pais, E. obscurinervis es la Gnica especie del genero, y

su distribucion en areas afectadas por achaparramiento del maiz hacen suponer un
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rol en la epidemiologia de esta enfermedad (Paradell et al., 2001; 2005; Virla,
2000). La existencia de un insecto diferente a D. maidis con capacidad de
transmitir a S. kunkelii tendria implicaciones epidemioldgicas importantes en la
enfermedad. Como por ejemplo, justificar la presencia de la enfermedad en areas
donde no se encuentra D. maidis y la posibilidad de la existencia de nuevos
hospedantes alternativos para ese patdgeno.

En base a lo planteado, en este capitulo se estudian transmisiones con
diferentes especies de cicadélidos para determinar si existe en Argentina otro
vector diferente de D. maidis con capacidad de transmitir S. kunkelii a plantas de

maiz.

MATERIAL Y METODOS

La cria de insectos se realizd en invernadero en el Instituto de
Fitopatologia y Fisiologia Vegetal (IFFIVE), Cérdoba, Argentina. Los insectos se
mantuvieron en jaulas de aluminio de 80 x 50 x 25 cm con paredes de voile. Las
mismas se colocaron en condiciones controladas de temperatura (24-27 °C),
fotoperiodo (16 h de luz natural suplementada con luz artificial y 8 h de
oscuridad) y humedad relativa (70-80%).

3.1.- Obtencidn del vector y del aislamiento del patégeno

El aislamiento inicial de S. kunkelii para los ensayos de transmision se
obtuvo de plantas de maiz sintomaticas infectadas empleando D. maidis
recolectados en la localidad de EI Manantial, provincia de Tucuman. La presencia
de S. kunkelii en plantas de maiz fue corroborada mediante la técnica “Reaccion
en cadena de la polimerasa” (PCR) segin se describe en el item 3.3. El
aislamiento, denominado Tucuman 1, no tuvo reaccion positiva para Maize bushy

stunt phytoplasma (MBSP) ni para Maize rayado fino virus (MRFV), patdgenos
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transmitidos por el mismo vector (Nault, 1980; Nault et al., 1980), de acuerdo a
las técnicas de PCR y PTA-ELISA, respectivamente.

El aislamiento de patdgeno se mantuvo mediante transmision con insectos
de acuerdo a Nault (1980) en invernadero y en la figura 3.1 se observan los pasos
seguidos para este procedimiento. Como vector se emplearon individuos de la
especie D. maidis criados en condiciones controladas, recolectados en cultivos de
maiz en ElI Manantial. Estos se colocaron en jaulas por 48 h y se utilizaron para
iniciar las colonias sanas de acuerdo a Lopes y Oliveira (2004) con
modificaciones (Fig. 3.2). En dichas jaulas se colocaron 4 macetas plasticas con
plantas de maiz cv. Pop Zélia en estado de desarrollo de 1 a 3 hojas, que sirvieron
como alimento y lugar de oviposicion. Las colonias se obtuvieron a partir de
ninfas recién emergidas de huevos extraidos de estas plantas colocadas en cajas de
Petri con papel de filtro humedecido. Estas colonias fueron mantenidas en jaulas
que contenian plantas sanas de maiz cv. Pop Zélia en estado de desarrollo de 4 a 6
hojas. Periodicamente se reemplazaron las plantas para mantener un suministro

constante de plantas frescas.

Periodo de latencia en
vector D. maidis

Periodo de acceso
de adquisicion

Ninfas sanas se
alimentan en plantas
durante 2 — 7 dias .

Ninfas sanas de 2° o Fuente de inéculo.

_|

3° estadios de D. Plantas de maiz con
maidis sintoma de S. kunkelii

Alimentacion en plantas de
maiz sanas durante 17 — 23

dias
Nueva fuente de in6culo
il #¥  Pperiodo de latenciaen la Periodo de acceso
; planta de inoculacion
Aparicion de Adultos infectivos se
sintomas en hojas. alimentan en plantas

sanas por 2 — 7 dias

Fig. 3.1. Obtencién y manutencidon del aislamiento de Spiroplasma kunkelii (Whitcomb)
mediante transmision con Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) en invernadero.
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Oviposicion de adultos de D. maidis
durante un periodo de 8-9 dias a 25 + 2 °C

\3 Y| ”
¥H;! ) Extraccion de huevos

| "-
i

A

Transferencia de ninfas a plantas sanas y Placa de Petri con papel de filtro humedecido

manutencién de colonias

Fig. 3.2. Obtencion de colonias sanas de Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) en
invernadero.

3.2.- Ensayos de transmision con potenciales vectores

3.2.1.- Ensayos de transmision con cicadélidos colectados a campo

Durante las campafias agricolas 2004/05 y 2005/06 se colectaron insectos
con red entomoldgica de arrastre en lotes de maiz en ElI Manantial, Tucuman. Se
probaron individuos de 5 especies de cicadélidos (Tabla 3.1), Hortensia similis
(Walker, 1851), Xerophoea viridis (Fabricius, 1794), Clorotetix sp., Plesiommata
mollicella (Fowler, 1900) y Exitianus obscurinervis (Stal, 1859). El transporte de
los insectos se realiz6 en jaulas plasticas con hojas de maiz y papel absorbente
humedecido para evitar la desecacion durante el transporte. Los experimentos de
inoculacion se realizaron en el INTA IFFIVE (Cordoba). Los insectos
provenientes de campo se separaron individualmente y se colocaron durante 7
dias sobre plantas de maiz cv. Pop Zélia al estado de una hoja desplegada. Luego
de este periodo, las plantas se mantuvieron en invernadero y fueron evaluadas

semanalmente para detectar la presencia de sintomas de la enfermedad. Los
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individuos fueron identificados en la Catedra de Entomologia de la Facultad de
Ciencias Naturales y Museo de la Plata (UNLP), Argentina.

3.2.2.- Ensayos de transmision con individuos de Exitianus obscurinervis

criados en condiciones controladas

Para la cria de estos insectos, se utilizé la metodologia descripta por Virla
(1990a y 1990b) con modificaciones. Se emplearon individuos de la especie de
Exitianus obscurinervis recolectados en EI Manantial durante la campafia agricola
2005/06. Para la obtencion de colonias sanas, los insectos adultos se colocaron en
jaulas con plantas sanas durante un periodo de 7 dias, luego del cual se retiraron.
Las ninfas recién eclosionadas se retiraron con las ayuda de un aspirador bucal y
se llevaron a jaulas de cria hasta la etapa de adultos. Como fuente de alimento y
lugar de ovipostura se utilizéd una mezcla de la siguientes plantas: maiz (Zea mays
L.), gramilla (Cynodon dactylon (L.) Pers.), sorgo de alepo (Sorghum halepense
L. Pers.), avena (Avena sativa L.), cebadilla criolla (Bromus unioloides HBK) y
pata de gallina (Digitaria sp). Las plantas fueron reemplazadas semanalmente y
las que estuvieron en contacto con los insectos, se mantuvieron en invernadero
para comprobar la condicion de plantas sanas mediante la observacion de
sintomas y serologia. La colonia se mantuvo durante un periodo de 90 dias, plazo

a partir del cual se consideré sana.

Para adquirir S. kunkelii a partir de plantas de maiz con sintomas, se
colocaron aproximadamente 150 adultos sanos de E. obscurinervis durante 4 dias.
Luego de este periodo, los insectos fueron removidos y las plantas colocadas en
jaulas en invernadero. Las ninfas procedentes de los huevos colocados por los
insectos se mantuvieron sobre las plantas con sintomas de S. kunkelii durante 10 a
14 dias desde la emergencia de las primeras ninfas, considerado periodo de
adquisicion. Transcurrido éste, y utilizando un succionador, las ninfas se
trasladaron hacia jaulas con plantas sanas de Z. mays, C. dactylon, S. halepense,
A. sativa, B. unioloides y Digitaria sp. donde permanecieron por un periodo de

incubacion de 21 dias. Los individuos sobrevivientes se utilizaron para realizar
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inoculaciones en plantas de maiz cv. Pop Zélia, en estado de 1 a 3 hojas. Estas
plantulas se cubrieron con jaulas construidas con botellas plésticas desechables de
2 litros, con aberturas recubiertas de voile. Dentro de estas, fueron depositados 3
insectos por planta, durante un periodo de inoculacién de 7 dias. Como control
sano se utilizé la misma cantidad de insectos en 5 plantas de maiz del mismo

cultivar, provenientes de colonias sanas.

Al finalizar el periodo de inoculacién, los insectos se retiraron de las
plantas y se conservaron a -20 °C hasta determinar la presencia de S. kunkelii
mediante la técnica de PCR. Algunos de los insectos utilizados en la transmision
fueron sumergidos en fijador glutaraldehido/paraformaldehido 2,5% en tampodn
cacodilato 0,5 M para ser analizados en microscopia electronica. Las plantas se
colocaron en invernadero y fueron pulverizadas semanalmente con insecticida.
Durante el ensayo, la temperatura media del invernadero fue de 25 + 3 °C dia y 18

+ 3 °C noche.

3.3.- Evaluacion de sintomas y deteccion del patogeno en plantas e

insectos

La transmisién del patdgeno en plantas fue determinada por la presencia
de sintomas tipicos de achaparramiento (Nault, 1980) y mediante la técnica
serologica de DAS-ELISA, utilizando antisueros comerciales provistos por
AGDIA Inc, USA (Capitulo 2). Para ello las plantas de maiz fueron mantenidas
en invernadero observando el desarrollo de sintomas. A los 90 dias de finalizar el
periodo de inoculacion (estado reproductivo) o al observar indicios de muerte de
las plantas, se tomaron muestras de la pendltima hoja desplegada y se conservaron

a -20 °C hasta determinar la presencia del patdgeno por serologia.

La presencia de S. kunkelii en los insectos se confirmé mediante la técnica
PCR. Los 3 insectos utilizados en la transmision de cada planta, se colocaron en
un microtubo de 1,5 ml. La extraccion de acidos nucleicos se realizo de acuerdo a

Doyle y Doyle (1994) con modificaciones segun se describe a continuacion. Cada
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muestra se macer6 con 500 pl de tampdén CTAB (TrisHCI 0,1 M pH 8,0, NaCl 1,4
M, EDTA 0,02 M pH 8,0, CTAB 2 gr/100 ml) y 1 ul de p-mercaptoetanol. Las
muestras fueron incubadas a 65 °C por 30 min homogenizando cada 5-10 min.
Luego de enfriar a temperatura ambiente durante 1 min, se le agregé 500 ul de
cloroformo/alcohol isoamilico (24/1 v/v) y se agito en vortex durante 30 seg. Se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 min y el sobrenadante (300 pl) se colocé en
un nuevo tubo con 180 pl de isopropanol y se incubd a temperatura ambiente
durante 30 min. Luego se centrifugaron a 10.000 rpm por 10 min y se descarto el
sobrenadante. El precipitado se lavé con etanol 70% (v/v), se secd y resuspendio
en 30 ul de tampon TE (Tris C1 0,01 M, EDTA 0,01 M pH 8,0).

La amplificacion del gen de la espiralina de S. kunkelii se realizo siguiendo
el método de Barros et al. (2001). Se amplifico el DNA extraido de los insectos
utilizando los iniciadores CSSF2/CSSR6 (CSSF2: 5"-GGCAAAAGATGTAACA
AAAGT-3" y CSSR6: 5-GTTACTTCAACAGTAGTTGCG-3"). La reaccion de
PCR se realizé en un volumen final de 25 pl, conteniendo 1 pl de DNA (20 a 200
ng), 1X de tampon (Tris-HCI 6 mM pH 8,8, KCL 50 mM), MgCl> 1,5 mM, 0,2
mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada iniciador y 1 U de Tag DNA polimerasa
(Invitrogen). La amplificacion se realizé en un termociclador (T3 Thermocycler,
Biometra, Gottingen, Alemania) y los pardmetros de ciclado fueron: 94 °C por 2
min, 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 60 °C por 2 min, 72 °C por 2 min, con
extension final de 72 °C por 10 min. Los productos de amplificacidn se corrieron
en un gel de agarosa 1,4% junto a un marcador de peso molecular (100 pb DNA
Ladder, Promega Corp.) y se tifieron con bromuro de etidio para su visualizacion

bajo luz ultravioleta.

Adicionalmente, un grupo de insectos que inoculo el patdégeno se observo
con microscopio electronico de transmision (MET) (JEOL JEM EXII) luego de
procesarlos utilizando protocolos de Kitajima (1997) y Maunsbach (1998) con
modificaciones. Los insectos fueron sumergirlos en fijador gluteraldehido/
paraformaldehido 2,5% (v/v) en tampdn cacodilato 0,5 M. Luego, se les

extrajeron las cabezas donde se encuentran las glandulas salivales y se enjuagaron
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con agua destilada 3 veces durante 5 min. Se colocaron en solucion de acetato de
uranilo 0,5% (v/v) durante toda la noche. Posteriormente se lavaron y
deshidrataron en una serie de diluciones de etanol durante 10 min cada una (50%,
70%, 90% v/v) y finalmente 10 min de etanol 100%. Los tejidos fueron
preincluidos en una solucién que contenia igual cantidad de resina Spurr y etanol
100% (v/v) durante 12 h. Finalmente fueron incluidos en resina pura, Yy
polimerizados en camara con luz ultra violeta a 4 °C durante 72 h. Los cortes
ultrafinos (70 nm), obtenidos con ultramicrétomo (RMCMT6000-XL), se
colocaron sobre rejillas de cobre de 50 mesh. Las rejillas fueron tratadas con
acetato de uranilo y citrato de plomo y se examinaron al MET a 80 kV.

Para identificar los espiroplamas en las glandulas de los insectos, los cortes
ultrafinos fueron inmunomarcados con particulas de oro de 10 nm (Sigma-
Aldrich). Las rejillas fueron blogueadas a temperatura ambiente, usando PBS
(ImM KH2POs; 8 mM NaxHPOg4; 0,13 M NaCl; 3 mM KCI) + BSA 1% (Suero
Fetal Bovino) durante 30 min. Luego se incubaron durante 2 h sobre gotas de PBS
y antisuero policlonal (dilucién 1/10 v/v) para S. kunkelii obtenido por Giménez
Pecci et al., 2009. Después de 5 lavados con PBS, fueron nuevamente incubadas
durante 1 h sobre gotas de suero anti-lgG conjugado con oro coloidal (cabra anti-
conejo) (Sigma- Aldrich) diluida 1/10 v/v en PBS. Finalmente los cortes fueron

observados en el microscopio electronico de transmision.

RESULTADOS

3.2.- Ensayos de transmision con potenciales vectores

3.2.1.- Ensayos de transmision con cicadélidos colectados a campo

Ninguno de los insectos recolectados en condiciones naturales de los 5
géneros empleados en los ensayos de transmision inoculd el patégeno (Tabla 3.1),

ya que ninguna de las plantas utilizadas en estos ensayos desarroll6 sintoma de la
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enfermedad. Ademaés, las pruebas seroldgicas no detectaron la presencia de S.
kunkelii en las 133 plantas donde se alimentaron estos insectos (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Transmisiones experimentales de Spiroplasma kunkelii (Whitcomb) bajo
condiciones controladas, utilizando cicadélidos recolectados a campo en los afios 2005 y
2006.

Ndmero de NUmero de

Provincia Localidad  Especie de insectos Fecha .
insectos plantas (*)

Exitianus obscurinervis 16/02/2005 8 0/8

Hortensia similis 16/02/2005 21 0/21

Plesiommata mollicella 16/02/2005 51 0/51

. ., Xerophoea viridis 16/02/2005 3 0/3
Tucuman  EIManantial - ot tix sp 16/02/2005 18 0/18
Exitianus obscurinervis 17/02/2006 16 0/16

Hortensia similis 17/02/2006 8 0/8

Plesiommata mollicella 17/02/2006 8 0/8
Total 133 0/133

(*) Nimero de plantas de maiz (Zea mays L.) positivas para S. kunkelii sobre el total analizadas
por serologia.

3.2.2.- Ensayos de transmision con individuos de Exitianus obscurinervis

criados en condiciones controladas

El aislamiento inicial de S. kunkelii fue transmitido en condiciones
controladas por la especie Exitianus obscurinervis (Fig. 3.3) a plantas de maiz cv.
Pop Zélia. De un total de 11 plantas que estuvieron en contacto con insectos
alimentados de plantas enfermas, en grupos de 3 individuos por planta, el
patogeno fue inoculado a 7 de ellas (Tabla 3.2). Este valor, representa el 63% de

plantas inoculadas.

Fig. 3.3. Adulto de Exitianus obscurinervis (Stal, 1859) alimentandose en planta de maiz
(Zeamays L.).
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3.3.- Evaluacidn de sintomas y deteccion del patdgeno en plantas e

insectos

En las 7 plantas con sintomas del achaparramiento de maiz, la presencia
del patogeno fue confirmada mediante la técnica DAS-ELISA, mientras que en las
5 plantas de maiz inoculadas con insectos de colonias sanas no se observaron

sintomas de S. kunkelii ni se detecto el patdgeno por serologia.

Las plantas de maiz que estuvieron en contacto con E. obscurinervis
inoculativos mostraron los sintomas tipicos de la enfermedad causados por S.
kunkelii y fueron similares a los descriptos previamente (Nault, 1980). Los
sintomas aparecieron alrededor de los 60 dias después de finalizado el periodo de
inoculacion y comenzaron con estrias cloréticas en los bordes de la base de las
hojas jovenes. Luego la clorosis aumentd hasta cubrir a toda la hoja y se extendid
a todas las hojas que se desarrollaron subsecuentemente (Fig. 3.4). A los 90 dias
cuando se dio por concluido el ensayo, todas las plantas positivas por DAS-
ELISA presentaron sintomas tipicos de la enfermedad. Algunas plantas
desarrollaron un crecimiento achaparrado, debido a un acortamiento de los
entrenudos superiores. Ademas, pudo observarse bordes recortados de las hojas
superiores (Fig. 3.4). En ninguna de las plantas se observd enrojecimiento de los
margenes de las hojas (Carpane et al., 2006). Algunas plantas no llegaron al dia
90, ya que la mayoria de ellas presentaron un deterioro prematuro después de

alcanzar el estado reproductivo o los sintomas tipicos de la enfermedad.
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Fig. 3.4. Sintomas del achaparramiento del maiz causados por Spiroplasma kunkelii
(Whitcomb) en plantas de maiz (Zea mays L.) cv. Pop Zélia, obtenidos mediante
transmisiones experimentales con Exitianus obscurinervis (Stal, 1859). A-C) tipicas
estrias cloréticas partiendo de la base de las hojas. D) planta con sintomas severos de
achaparramiento. E-G) detalle (flecha) de: E) acortamiento de entrenudos, F)
acartuchamiento de hojas, G) corte longitudinal y H) bordes recortados.

La presencia de S. kunkelii en E. obscurinervis se corrobor6 mediante PCR
(Fig. 3.5). Un fragmento de aproximadamente 500 pb fue amplificado por PCR
desde la muestra de DNA extraida de los insectos (3 insectos cada muestra) y las
7 muestras fueron encontradas positivas para S. kunkelii, utilizando los iniciadores
CSSF2/R6, especificos para S. kunkelii (Barros et al., 2001).
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Fig. 3.5. Identificacion y deteccion de Spiroplasma kunkelii (Whitcomb) en Exitianus
obscurinervis (Stal, 1859) utilizados como vectores experimentales. Electroforesis en gel
de agarosa 1,4 %. Producto de PCR (500 pb) obtenidos con par de iniciadores especificos
(CSSF2/R6) para S. kunkelii. M: Marcador de peso molecular. TS: Testigo sano (ADN de
E. obscurinervis sano). TE: Testigo enfermo (Planta de maiz experimentalmente
inoculada con el aislamiento T1). Calles 1-7: ADN derivado de 7 muestras de E.
obscurinervis (3 insectos/muestra) experimentalmente inoculados con S. kunkelii.

La identificacion de S. kunkelii con el MET en individuos de E.
obscurinervis que transmitieron el patdgeno se realiz6 en base tamarfio, morfologia
e inmunomarcacion en los tejidos de glandulas salivares (Fig. 3.6). Se observaron
cuerpos tipo espiroplasmas en los cortes ultrafinos de los insectos infectivos, cuya
dimension promedio fue de 263,5 nm de didmetro (+ 74,5 nm). Estos cuerpos
redondeados o pleomdrficos, estan rodeados por una membrana conteniendo
ribosomas y material fibrilar (DNA) (Fig. 3.7). Ademas, se observaron dentro de

vesiculas constituidas por una membrana.
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Fig. 3.6. Técnica de inmunomarcacion con oro usando antisuero especifico para
Spiroplasma kunkelii (Whitcomb). Confirmacion de S. kunkelii en las glandulas salivales
de Exitianus obscurinervis (Stal, 1859). A. Los circulos indican las particulas de oro
sobre los espiroplasmas. Secciones ultrafinas incubadas con anticuerpo policlonal para S.
kunkelii. B. Detalle de la figura A (flecha). Barra = 1um y 200 nm en figura A y B,
respectivamente.
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Fig. 3.7. A: Vista general de glandulas salivares de Exitianus obscurinervis (Stal, 1859)
infectadas con Spiroplasma kunkelii (Whitcomb). B: Detalle de A, las flechas indican
espiroplasmas. Espiroplasma individual dentro de vesiculas (C) y rodeados por una
simple membrana (D). Barra = 5umy 1um en figura A y B, respectivamente.
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Tabla 3.2. Deteccion de Spiroplasma kunkelii (Whitcomb) en plantas de maiz (Zea mays
L.) cv. Pop Zélia transmitidas bajo condiciones controladas utilizandose una densidad de
3 individuos de Exitianus obscurinervis (Stal, 1859) como vectores.

Deteccion de Spiroplasma kunkelii

Plantas Sintomas DAS-ELISA PCR
- - +

O©CoOo~NOOh~ WNPE
1
1
+

10 (*)
11 (*)
Control 0/5 0/5 *)

Plantas positivas (+) y negativas (-) por sintomas y DAS-ELISA. 0/5: Numero de plantas
infectadas / nimero de transmisiones (Testigo sano). La presencia del patégeno en el insecto (b) se
confirmd mediante la técnica PCR. (*): Insectos a los cuales no se le realiz6 PCR y se colocaron
en fijador para ser observados por microscopia electrdnica.

DISCUSION

Durante la campafia agricola 2005/06, insectos de cinco géneros de
chicharritas, H. similis, X. viridis, Clorotetix sp., P. mollicella' y E. obscurinervis,
se utilizaron en ensayos de transmision para determinar si estas especies son
vectores de S. kunkelii a campo. Sin embargo, no se pudieron encontrar insectos
infectivos. Considerando que el principal vector, D. maidis, presenta un
porcentaje de individuos inoculativos de S. kunkelii en Tucuméan del 0,70 %
(Capitulo 4) y en este ensayo se utilizaron un total de 133 insectos, no es posible
descartar a estas especies como vectores de S. kunkelii, debido al namero

insuficiente de insectos utilizados en las pruebas.

Por otro lado, en transmisiones experimentales se comprobo que E.

obscurinervis es vector de S. kunkelii. Este hallazgo se corrobora por la
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sintomatologia de las plantas inoculadas, deteccion del patdgeno por serologia en
plantas y por PCR en el insecto, y por la aparicion de corpusculos similares a
mollicutes en microscopia electronica que reaccionaron serologicamente en
inmunomarcacion con antisuero para S. kunkelii. EI hecho de que S. kunkelii fue
adquirido de una planta con sintomas y transmitido a plantas sanas de maiz,
involucra al insecto como vector experimental y sugiere que puede ser un vector a

campo.

Las estrias cloréticas en la base de las hojas desarrolladas en las plantas de
maiz transmitidas con E. obscurinervis, confirman la presencia de S. kunkelii. Los
primeros sintomas empezaron a ser visibles a partir de las 6 semanas de concluido
el periodo de transmision. Este tiempo, extiende dos semanas al intervalo
reportado previamente por otros autores (Nault, 1980; Carpane et al., 2006),
quienes trabajaron con temperaturas similares (temperatura media: 27 °C dia - 18
°C noche). En este trabajo, la temperatura media durante el ensayo fue menor y
vario entre 25 £ 3 °C dia y 18 + 3 °C noche. En este sentido, Nault (1980) indica
que el tiempo requerido en la expresion de los sintomas causados por S. kunkelii
depende de la temperatura, pudiendo acortarse o alargarse si las plantas son
sometida a altas o bajas temperaturas respectivamente. Es posible que el retraso
observado en la expresion de los primeros sintomas, se deba a la menor

temperatura en la cual fue conducido este experimento.

En este trabajo, se confirmé mediante inmunomarcacion la presencia de S.
kunkelii en las glandulas salivales de E. obscurinervis. Este resultado indica que S.
kunkelii infesta las glandulas salivales de E. obscurinervis del mismo modo que
en D. maidis (Ammar y Hogenhout, 2005) y que S. citri en Circulifer tenellus
(Wayadande y Fletcher, 1995; Kwon et al., 1999). Este hecho sugiere que, al igual
qgue en los otros sistemas espiroplasma-vector mencionados, E. obscurinervis
inocula S. kunkelii a plantas de maiz durante su alimentacion en floema (Fletcher
et al.,, 1998; Bové et al., 2003). Adicionalmente, la observacion de cortes
ultrafinos de glandulas salivares de E. obscurinervis, en aquellos insectos que

transmitieron el patdgeno, permitieron confirmar la presencia de cuerpos de
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tamafio y forma similar a descriptas para S. citri y S. kunkelii anteriormente
(Kwon et al., 1999; Ozbek et al., 2003).

E. obscurinervis tiene una distribucion geografica mas amplia en
Argentina que D. maidis, incluyendo el area templada (Paradell et al., 2001;
Remes Lenicov et al., 2006), encontrdndolo normalmente en el cultivo y en
malezas aledafias (Paradell, 1995; Paradell et al., 2005; Albarracin et al., 2008).
Por otra parte, es capaz de adquirir y transmitir S. kunkelii desde y a plantas de
maiz. Estas evidencias sugieren que esta especie podria tener un rol importante en
la transmision de S. kunkelii, pudiendo ser vector en areas donde no ha sido
observada la principal especie vectora, D. maidis. Tal seria el caso de la region
agricola central de Argentina, al sur del paralelo de latitud 30° S donde E.
obscurinervis es la especie mas frecuente, se encuentra en el 90% de las
localidades monitoreadas (Paradell et al., 2001) y se ha detectado la presencia de

la enfermedad (Capitulo 2).

Otro aspecto importante a tener en cuenta de este nuevo vector, es la
posibilidad de que otras especies de plantas diferentes al maiz puedan hospedar a
S. kunkelii. En las enfermedades causadas por espiroplasmas, se sugirié que el
rango de hospedantes vegetales estd necesariamente incluido dentro del rango de
hospedantes del insecto vector (Markham, 1983; Fletcher et al., 2006). En el caso
particular de S. kunkelii, las plantas mencionadas como hospedantes naturales a
campo estan circunscriptas dentro del género Zea (Nault, 1980), posiblemente
porque D. maidis se alimenta s6lo de representantes de este género (Prite, 1967;
Nault y DeLong, 1980). Sin embargo, en ensayos realizados en condiciones
controladas utilizando a Euscelidius variegatus Kirschbaum como vector, se pudo
inocular S. kunkelii a seis especies de dicotiledoneas (Markham et al., 1977,
Alivizatos, 1984). Como E. obscurinervis ha sido criado exitosamente en sorgo
(Sorghum vulgare L.), cebadilla (Bromus sp.) (Virla, 1990a) y trigo (Triticum
aestivum L.) (Virla, 1990b), y ha sido encontrado a campo sobre un amplio rango
de plantas silvestres y cultivadas (Paradell, 1995, Paradell et al., 2005; Remes
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Lenicov et al., 2006) es posible que el rango de especies vegetales que son

reservorio del patdgeno sea mas amplio de lo que se conoce actualmente.

Este trabajo demuestra por primera vez la capacidad de transmitir S.
kunkelii utilizando como vector a E. obscurinervis en condiciones experimentales.
Este descubrimiento abre la posibilidad de que E. obscurinervis sea un vector de
S. kunkelii en condiciones naturales. Este hecho traeria importantes implicaciones
epidemioldgicas que deberian ser evaluadas para comprender mejor el patosistema

de achaparramiento del maiz en Argentina.
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CONCLUSION

Exitianus obscurinervis es un vector experimental de S. kunkelii, puesto
que adquiere espiroplasmas desde plantas de maiz infectadas y lo transmite a

plantas sanas.
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CAPITULO 4

VARIACION ESTACIONAL DE LA TASA
PORCENTUAL DE Dalbulus maidis PORTADORES E
INFECTIVOS DE Spiroplasma kunkelii EN UNA
POBLACION DE TUCUMAN

INTRODUCCION

La chicharrita del maiz, Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae) es una plaga importante del maiz (Zea mays L.) en América debido
a que es la principal especie vectora del mollicute Spiroplasma kunkelii (Madden
y Nault, 1983; Whitcomb et al., 1986), uno de los agentes causales del
achaparramiento del maiz. En el norte argentino, S. kunkelii y su vector D. maidis
se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes regiones agroecoldgicas
(Paradell et al.,, 2001; Giménez Pecci et al., 2002a). La incidencia de la
enfermedad puede llegar al 100% en algunos lotes, y en plantas severamente
afectadas la produccion puede ser nula (Giménez Pecci et al., 2002b; Virla et al.,
2004). Los géneros Dalbulus sp. y Zea sp. son usualmente reconocidos como los
unicos hospedantes naturales de S. kunkelii y, a pesar de la importancia de la
enfermedad, poco se sabe donde inverna el patégeno cuando no se encuentra el

cultivo.

Los insectos vectores son los encargados de albergar y/o dispersar S.
kunkelii desde una planta enferma a plantas de maiz sanas (Fletcher et al., 2006).
El género Dalbulus pertenece a la familia Cicadellidae y presenta la mayor
cantidad de especies vectoras de S. kunkelii (Nault, 1990): D. maidis, D. elimatus,
D. gelbus, D. guevarai, D. quinquenotatus, D tripsacoides y D. longulus (Madden
y Nault 1983; Nault et al., 1984). Sin embargo, por su alta eficiencia de

transmision y su amplia distribucion, D. maidis es considerada la principal especie
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vectora del patégeno (Madden y Nault 1983; Nault, 1990; Oliveira et al., 2004).
Adicionalmente, D. maidis es la Unica especie del género que esti presente en
Argentina (Virla et al., 1991; Paradell, 1995) y se la encuentra regularmente al
norte del paralelo de 30 °LS, por lo que se considera que esta habitualmente en el

area subtropical del pais (Paradell et al., 2001).

Dalbulus maidis se alimenta solamente de maiz y teosinte (Nault, 1980;
Nault y Madden, 1985; Larsen et al., 1992). En nuestro pais, a pesar de que se
observd el insecto en teosinte (Virla et al., 1991), esta especie vegetal carece de
importancia epidemioldgica porque su distribucién geografica es muy baja,
limitada solamente a algunas parcelas experimentales. Es por eso que se considera
al maiz como el Unico hospedante vegetal del vector D. maidis, y por ende del
mollicute S. kunkelii. Debido a que D. maidis s6lo se alimenta de plantas
cultivadas anuales, la pérdida de su hospedante representa un serio obstaculo
dentro de su ciclo de vida. Varios trabajos han sido realizados para esclarecer
como sobreviven el periodo invernal D. maidis y el espiroplasma que transmite al
perder su principal fuente de alimento (Larsen et al., 1992; Virla et al., 2003;
Summers et al., 2004; Moya-Raygoza et al., 2007a; 2007b).

Estudios realizados en laboratorio demostraron que los adultos de D.
maidis criados en condiciones climaticas que simulan la estacion seca mexicana
(invierno) pueden sobrevivir con tan solo agua durante dos meses (Larsen et al.,
1992). Esto sugiere que las chicharritas pasan el invierno Gnicamente como
adulto, invernando en lugares protegidos en las regiones mas elevadas de México
(Larsen et al., 1993). Por otro lado, se ha visto que la sobrevivencia de D. maidis
no es afectada por la presencia de S. kunkelii (Madden y Nault, 1983; Moya-
Raygoza et al., 2007b), sino que eventualmente la presencia del patdgeno dentro
del insecto beneficiaria su supervivencia (Ebbert y Nault, 2001), pudiendo
contribuir a que D. maidis pueda sobrevivir durante el invierno (Ebbert y Nault,
1994).
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En nuestro pais, D. maidis y S. kunkelii han sido detectados en varias
provincias del norte argentino cuando el maiz se encuentra en la etapa de
crecimiento (Giménez Pecci et al., 2002b; 2003). En la provincia de Tucuman
(Argentina), D. maidis y S. kunkelii reaparecen todos los afios en el maizal luego
del periodo invernal en ausencia de plantas de maiz (Virla et al., 2003, Giménez
Pecci et al., 2002b). Dalbulus maidis sobrevive el invierno como adulto y
coloniza los cultivos de maiz durante la primavera siguiente (Virla et al., 2003).
Sin embargo, se desconoce la tasa porcentual de individuos portadores e
infectivos de S. kunkelii que seran indculo inicial en la campafa agricola que

comienza, factor fundamental en el desarrollo de una epidemia.

En este capitulo se plantea como objetivo conocer el porcentaje de D.
maidis portadores e infectivos de S. kunkelii en la provincia de Tucumén, para
determinar la capacidad de la poblacion del vector para albergar S. kunkelii en

distintas estaciones del afio.

MATERIAL Y METODOS

4.1.- Muestreo de insectos

Se realizaron 17 muestreos de D. maidis entre agosto de 2004 y enero de
2007 en la localidad de ElI Manantial, provincia de Tucuman, abarcando tres
campanas agricolas (2004/05, 2005/06 y 2006/07). Los muestreos se realizaron en
cultivos de maiz cuando éstos estaban presentes, y en los rastrojos o vegetacion

silvestre circundante a dichos lotes cuando el cultivo no estaba presente.

La localidad de El Manantial, esta ubicada a 495 m.s.n.m. a los 26° 49’
50,2” latitud sur y 65° 16 59,4” longitud oeste. Presenta un clima netamente
tropical, con un periodo de sequia entre los meses de mayo a septiembre. La
temperatura media anual de los meses mas calidos es de 24,7 °C (enero) y de 11,6

°C en los meses mas frios (julio). La fecha probable de la primera helada el 15 de
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mayo Y la ultima es el 30 de agosto. La precipitacion media anual histérica es de
1050 mm y el 84% ocurre entre noviembre y marzo. En esta localidad, el cultivo
de maiz se siembra a partir de las primeras lluvias de primavera - verano, las que a
veces permiten tener siembras tempranas (noviembre - diciembre) y/o siembras
tardias (enero - febrero) (Diaz et al., 2005; Albarracin et al., 2008).

La recoleccion de insectos se realizé utilizando una red entomologica de
arrastre (Virla et al., 2003). En todos los muestreos, los insectos fueron
identificados y colocados en jaulas plasticas de polietileno conteniendo papel
absorbente humedecido y hojas de maiz. El procedimiento permitio el transporte
de las chicharritas vivas al Instituto de Fitopatologia y Fisiologia Vegetal
(IFFIVE) en la provincia de Coérdoba, Argentina. En laboratorio, los insectos

fueron sexados para utilizarlos en los ensayos de transmision.

4.2.- Porcentaje de insectos infectivos de S. kunkelii

Se realizaron ensayos de inoculacion para determinar el porcentaje de D.
maidis que transmiten S. kunkelii a plantas sanas de maiz. Cada insecto fue puesto
individualmente en contacto con una planta de maiz sana (cv. Pop Zélia) en el
estado de 1 hoja dentro de un cilindro plastico (2 Its.) de polietileno con aberturas
recubiertas con tela de voile. Las transmisiones se realizaron en invernadero (24-
27 °C, fotoperiodo 16 horas de luz natural suplementada con luz artificial y 8 hs.
de oscuridad). Los insectos se mantuvieron en contacto con las plantulas durante

un periodo de acceso a la inoculacion de 7 dias (PAI) (Nault, 1980).

Las plantas se mantuvieron en el invernadero y fueron asperjadas
periédicamente con insecticida para eliminar las ninfas eclosionadas de
oviposiciones realizadas durante el PAI. Los maices fueron -evaluados
semanalmente para detectar la presencia de sintomas del achaparramiento causado
por S. kunkelii (Nault, 1980). Todas las plantas utilizadas en los ensayos de
transmision se analizaron mediante la técnica DAS-ELISA para detectar S.

kunkelii como se describio anteriormente (Capitulo 2). La proporcion de insectos
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infectivos se determiné como el cociente entre el nimero de plantas de maiz
positivas en relacion al nimero total de plantas utilizadas en los ensayos de

transmision.

4.3.- Porcentaje de insectos portadores de S. kunkelii

Luego del PAL, los insectos sobrevivientes de los ensayos de transmision
se analizaron individualmente para detectar S. kunkelii mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los insectos se recuperaron con un
aspirador bucal, se colocaron individualmente en microtubos de 1,5 ml y
almacenaron a — 20 °C para determinar la presencia S. kunkelii mediante (PCR)
(Capitulo 3). Se incluyeron como controles ADN extraido de un ejemplar de D.
maidis que en ensayos previos transmitié S. kunkelii a plantas sanas de maiz y
ADN de adultos de D. maidis de colonias sanas obtenidas como se describe
anteriormente (Capitulo 3). La proporcion de insectos portadores se determino
como el cociente entre el nimero de insectos con reaccion de PCR positiva para S.

kunkelii en relacién al nUmero total de insectos utilizados de cada muestreo.

4.4.- Analisis estadistico

Los insectos colectados en cada muestreo se agruparon por estacion de la
siguiente manera: junio, julio y agosto (invierno); septiembre, octubre y
noviembre (primavera); diciembre, enero y febrero (verano), marzo, abril y mayo
(otofio). El porcentaje de insectos portadores y transmisores de S. kunkelii se
relaciond con la estacion del afio y con el sexo a través de tablas de contingencia

utilizando el software estadistico InfoStat (InfoStat, 2007).
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RESULTADOS

4.1.- Muestreo de insectos

Se recolectaron 1.227 insectos en 17 muestreos. Del total de insectos
colectados, 1048 fueron sexados, de los cuales 631 (60%) fueron hembras y 417
(40%) machos (Fig. 4.1). Fueron descartados del analisis estadistico aquellos
insectos y las transmisiones correspondientes, donde no se encontr6 el insecto o

estaba muerto luego del PAI, quedando un total de 955 insectos.

Macho (40%)

Hembra (60%)

Fig. 4.1. Proporcion de sexos en adultos de Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott)
colectados en la localidad El Manantial, Tucuman, entre agosto del 2004 y enero de 2007.

El analisis por estacion y sexo permitié sefialar que la cantidad de hembras
y machos dependi6 de la estacion en la que se realizé el muestreo (p = 0,0035),
siendo en todas las estaciones mayor la cantidad de hembras que de machos, y el

verano la estacion con mayor cantidad de insectos.
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4.2.- Porcentaje de insectos infectivos de S. kunkelii

Durante los muestreos realizados en los primeros cuatro meses de la
camparia agricola 2004/05 (septiembre, noviembre, diciembre y enero) no se
realizaron ensayos de transmision y los insectos fueron evaluados solamente para

determinar el porcentaje de D. maidis portadores de S. kunkelii.

Se analizaron 616 plantas por serologia (Tabla 4.1) y debido a la muerte
prematura de algunos maices, 29 plantas utilizadas en los ensayos de transmision
no pudieron ser analizadas mediante DAS-ELISA. Todos los insectos utilizados
en estas inoculaciones se analizaron individualmente mediante PCR. Las
chicharritas utilizadas en la inoculaciones de estas plantas fueron 641, de las
cuales 407 (63,49%) fueron hembras y 234 (36,51%) machos. Mediante el analisis
de PCR se confirmo que del total de D. maidis utilizados 628 (97,97 %) fueron
negativas y 13 (2,03%) con reaccién positiva para S. kunkelii. De los insectos
positivos 9 (69,23%) fueron hembras y 4 (30,77%) machos. El porcentaje de
insectos transmisores fue de 0,70%, porque solamente 4 plantas dieron reaccién
positiva a S. kunkelii del total de plantas analizadas. De los 4 insectos
transmisores (30,77%), 2 fueron hembras y 2 fueron machos. En 1 planta
inoculada con un insecto positivo no se pudo determinar el resultado de la
transmision. No se detectd asociacion significativa entre el sexo del insecto y el
resultado de la transmision (p = 0,6336). La proporcién de hembras y de machos

infectivos fue igual en las plantas positivas.

Tabla 4.1. Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) analizados para determinar el nimero de
insectos portadores (PCR) e infectivos (DAS-ELISA) de Spiroplasma kunkelii
(Whitcomb) durante 4 estaciones del afio de una poblacion de insectos de EI Manantial,
Tucuman.

D. maidis Plantas de maiz
Insectos portadores (PCR) Insectos transmisores (DAS - ELISA)
Estacion Analizados Positivos (%) Analizadas Positivas (%)
Invierno 146 0 0 70 0 0
Primavera 250 2 0,8 123 0 0
Verano 287 9 3,14 160 3 1,88
Otofio 272 6 2,21 263 1 0,38
Total 955 17 1,78 616 4 0,70
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4.3.- Porcentaje de insectos portadores de S. kunkelii

Fueron analizados 955 insectos mediante la técnica PCR, de los cuales 581
fueron hembras y 374 machos, representando el 60,84% vy 39,16%
respectivamente. El detalle del nimero de insectos utilizados para determinar el
porcentaje de insectos portadores con S. kunkelii por estacion y sexo se encuentra

en las figuras 4.2 y 4.3.

300+ 287
272

250

225+

1504 146

Numero de insectos

754

0 1 1 1 1 1
Invierno Primavera Verano Otofio

Estacion del afio

Fig. 4.2. Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) analizados mediante PCR para determinar
la presencia de S. kunkelii (Whitcomb) entre agosto de 2004 y enero de 2007 en El
Manantial, Tucuman.
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Fig. 4.3. Adultos machos y hembras de Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) analizados
mediante la técnica PCR para determinar la presencia de Spiroplasma kunkelii
(Whitcomb) entre agosto de 2004 y enero de 2007 en EI Manantial, Tucuman.

Esta metodologia de trabajo permitio confirmar la presencia de S. kunkelii
en los insectos que transmitieron el patdgeno en los ensayos de transmision. En la
figura 4.4 se puede observar, a modo de ejemplo, la reaccion positiva de PCR que
confirma la presencia de S. kunkelii en algunos insectos (calles 12, 17 y 19) en gel
de agarosa utilizado para correr el producto de PCR del muestreo de verano.

1 2 34 56 7 8 910111213 14 1516 1718 19 20 TeTs M

Fig. 4.4. Gel de agarosa (1,4% p/v) donde se muestra la banda del producto de
amplificacion de PCR (500 pb) obtenida con iniciadores especificos para Spiroplasma
kunkelii (Whitcomb). Calle 1-20. ADN de Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott)
colectado a campo de la provincia de Tucuman. Ts. Control sano. Te. Control enfermo.
M. Marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder, Promega Corp.)
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Estos estudios permitieron comprobar la presencia de S. kunkelii en D.
maidis colectados sobre maiz durante primavera, verano y otofio. No se detecté la

presencia del patégeno en D. maidis durante la estacion invernal (Fig. 4.5).

10+

Numero de insectos

2_ H

0 1 1 1 1

Invierno Primavera Verano Otofio
Estacion del afio

Fig. 4.5. Dalbulus maidis (DeLong y Wolcott) portadores de Spiroplasma kunkelii
(Whitcomb) colectados durante agosto de 2004 y enero de 2007 en ElI Manantial,
Tucuman.

En la tabla 4.1 se observa el nimero de insectos portadores con S. kunkelii
en las cuatro estaciones y se detallan los porcentajes que representan estos valores
analizados. Del total de las 955 chicharritas analizadas mediante la técnica PCR,
17 (1,78%) fueron portadoras de S. kunkelii. En el estudio de la asociacion entre la
condicién de D. maidis como portador y la estacion del afio de los insectos no se
detectd asociacion significativa entre las estaciones analizadas y la condicién de
D. maidis portador de S. kunkelii (p = 0,0852).

En los insectos portadores, 13 chicharritas fueron hembras (76,47%) y 4
(23,53%) fueron machos. No se detectd asociacion significativa (p = 0,1827) entre
el sexo del insecto y la condicion de portador de S. kunkelii, es decir que la

proporcion de insectos portadores fue similar en ambos sexos.
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DISCUSION

En este estudio se analizd la fluctuacion temporal de S. kunkelii en
poblaciones de D. maidis en la localidad ElI Manantial, Tucuméan, un &rea
subtropical donde se cultiva el maiz solamente en el periodo primavero - estival.
Se encontro que el principal vector de S. kunkelii sobrevive el invierno como
adulto en la zona de estudio, de acuerdo a lo mencionado anteriormente (Virla et
al., 2003). La proporcion de sexos en el campo favorece a las hembras.
Resultados similares fueron reportados por Virla et al. (2003), quienes

encontraron mayor proporcion de hembras durante un ciclo del cultivo.

Los resultados demuestran que la mayor cantidad de D. maidis se
encuentra durante los meses de verano, al igual que lo observado por Virla et al.
(2003). Esto se explica ya que D. maidis es una especialista del maiz y utiliza a
esta especie para alimentarse y reproducirse (Nault y Madden, 1985). Ademas,
estd dotada de un elevado tiempo de desarrollo (huevo a adulto) y es una de las
especies méas fecundas del género en maiz (Nault y Madden, 1985). Pueden las
hembras oviponer hasta 480 huevos (Remes Lenicov et al., 1993) y en Tucuman
D. maidis tiene cinco generaciones que se desarrollan entre noviembre y mayo
(Virla et al., 2003). Sin embargo, cuando el maiz comienza a secarse, en los
meses de otofio las poblaciones disminuyen y se preparan para invernar como

adulto en lugares protegidos (Virla et al., 2003).

Cuando se analizaron mediante PCR los insectos utilizados, se registrd que
algunos insectos no transmitieron S. kunkelii a pesar de ser portadores del
patégeno, al igual que lo encontrado anteriormente por otros investigadores
(Ebbert et al., 2001; Oliveira et al., 2002). En este estudio, con D. maidis
colectados en la localidad ElI Manantial, Tucuman, el 30,77% de los insectos
portadores con S. kunkelii fueron inoculativos, lo que concuerda con lo
encontrado en poblaciones de Poza Rica y Tlaltizapan, en México, donde el
porcentaje de transmision por D. maidis portadores de S. kunkelii fue del 30 +
14% y 44.4 + 17%, respectivamente (Ebbert et al., 2001). Esto puede deberse a
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que el resto de los insectos puede haber adquirido S. kunkelii poco antes de su
recoleccion, sin dar tiempo a que el patdgeno colonice los tejidos de D. maidis y
llegue a las glandulas salivales, momento a partir del cual el insecto es
inoculativo. De hecho, después que D. maidis se alimenta de una planta enferma,
el patdgeno necesita un periodo de 19 + 2 dias de latencia en el insecto para poder
ser transmitido (Nault, 1980), siendo que en el presente trabajo el periodo de
acceso a inoculacion fue de solamente 7 dias. De este modo, mediante PCR se
detecta S. kunkelii en el cuerpo de D. maidis durante el periodo de latencia, antes
de que este patdgeno alcance las glandulas salivales y convierta al insecto en

inoculativo.

El porcentaje de insectos portadores con S. kunkelii vario del 0% en
invierno al 3,14% en verano, con un promedio de 1,78% en las cuatro estaciones,
siendo similar a lo mencionado por otros autores (Ebbert et al., 2001; Oliveira et
al., 2002; Moya-Raygoza et al., 2007b). En el presente trabajo, el porcentaje de
insectos portadores representa el promedio de los meses que se realizaron colectas
de insectos en las diferentes estaciones del afio y, si se analiza un mes en
particular, el porcentaje maximo de insectos con S. kunkelii alcanza el 6,36%
(enero de 2007). Sin embargo en Brasil, la probabilidad de encontrar D. maidis
portadores con S. kunkelii varia del 2 al 20% (Oliveira et al., 2002). Es posible
que el numero maximo de D. maidis portadores de S. kunkelii en la provincia de
Tucuman sea menor al observado en sus congéneres colectados en otras areas de
América. Esto puede deberse, entre otros motivos, a un porcentaje mayor de S.
kunkelii en Brasil en comparacion a Argentina, lo que incrementaria la posibilidad

de que los insectos adquieran el espiroplasma.

En el presente estudio no se encontraron D. maidis portadores de S.
kunkelii en los insectos colectados en invierno. En base a los estudios de Summers
et al., (2004) y al comportamiento de D. maidis en laboratorio reportado por
Ebbert y Nault (1994, 2001) y por Larsen et al. (1992), se esperaba encontrar
insectos con S. kunkelii durante dicha estacion. La no deteccion de insectos

portadores puede ser debida al bajo nimero de insectos recolectados durante el
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invierno (146 individuos) en relacion al bajo porcentaje de insectos portadores
(1,78%) del total analizado para las 4 estaciones.

Sin embargo, en primavera pudo detectarse la presencia de S. kunkelii
(0,80%), sugiriendo que el patdgeno sobrevivio en D. maidis durante el invierno.
Esta suposicion se basa en que después que D. maidis adquiere el patégeno de una
planta enferma, tiene un periodo de incubacion de S. kunkelii de aproximadamente
19 £ 2 dias a 27 + 2 °C, después de los cual puede transmitirlo (Nault, 1980). En
plantas de maiz, los sintomas causados por S. kunkelii aparecen luego de un
periodo de latencia de 43 + 4 dias a 27 °C (Nault, 1980). En Tucuman, las
siembras de estacion del cultivo se realizan generalmente entre la Gltima semana
de noviembre y la primera de diciembre (Diaz et al., 2005; Albarracin et al.,
2008), en la que la temperatura promedio es alrededor de 25 °C. Teniendo en
cuenta los tiempos de latencia requeridos en el insecto y en la planta, es poco
probable que las chicharritas infectivas en la colecta de primavera hayan adquirido
S. kunkelii de plantas enfermas en la misma primavera, sino es mas probable que

lo hayan adquirido durante el otofio anterior y sobrevivieron durante el invierno.

D. maidis es el vector més eficiente de S. kunkelii (Nault et al., 1984) y ha
sido utilizada experimentalmente en varios trabajos, para conocer aspectos
epidemioldgicos relacionados al manejo de la enfermedad: hospedantes (Nault,
1980), susceptibilidad de hibridos (Massola Junior et al., 1999a), medidas de
control (Oliveira et al., 2007), efectos del tiempo de inoculacién y pérdidas
ocasionadas por la enfermedad (Hruska y Gomez Peralta, 1997; Massola Janior et
al., 1999b), trabajos en lo que fueron utilizados insectos de ambos sexos. En el
presente estudio, en una poblacion de la provincia de Tucuman, no se encontrd
una asociacion significativa en la condicion sexo (macho — hembra) y la
capacidad de ser portador o inoculativos de S. kunkelii. Por tal motivo, se infiere
que tanto hembras como machos de D. maidis juegan el mismo rol como

diseminadores de S. kunkelii a campo.
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CONCLUSION

Dalbulus maidis se encuentra presente durante todo el afio en areas
subtropicales, incluso cuando el cultivo de maiz no estd implantado, debido a que

el vector inverna en la vegetacion espontanea.

El 0,70% de la poblacion de D. maidis es inoculativo de S. kunkelii no

siendo significativo el sexo y la estacion de recoleccion.

El 1,78% de la poblacion de D. maidis es portador de S. kunkelii, y el
30,77% de los insectos portadores son inoculativos, no siendo significativo la

condicion de hembras y machos ni la estacion de recoleccion.
Las hembras y los machos de D. maidis se encuentran con proporciones

similares de insectos portadores e inoculativos, lo que sugiere que ambos sexos

tienen roles similares en la transmision y diseminacion de S. kunkelii.
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CAPITULO5

CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo se confirmd que la region agricola central de
Argentina presenta un ambiente adecuado para el desarrollo del achaparramiento
del maiz causado por S. kunkelii durante el periodo estival. En esta region los
valores de prevalencia mas altos estan en la provincia de Santa Fe y los niveles
mas altos de incidencia se encuentran en localidades ubicadas al norte de la region
agricola central, en la zona de transicion del clima templado al subtropical entre
los paralelos 30° y 31° de latitud sur. Los valores de incidencia de la enfermedad
decrecen hacia el sur. Las localidades méas australes donde se encontré el
achaparramiento del maiz durante las campafias agricolas 2005/06 y 2006/07

fueron en Junin (34° LS) y Saladillo (35° LS), respectivamente.

Se determin6 una amplia distribucién de D. maidis en la zona agricola
central de Argentina y se confirmd su presencia en aquellas areas donde se detecto
el achaparramiento del maiz. Se determind una mayor cantidad de individuos de
D. maidis al norte del area estudiada, en el area de transicién del clima templado
al subtropical, junto a mayores niveles de incidencia de la enfermedad. La
localidad maés austral donde se encontrd el vector fue en General Villegas (35°
LS). La no deteccion del principal vector en algunos lotes afectados por el
achaparramiento del maiz ubicadas en la provincia de Buenos Aires, podrian
suponer la presencia de otra especie diferente a D. maidis como vector de S.

kunkelii.

En condiciones experimentales se identificO un nuevo vector de S.
kunkelii, al cicadélido Exitianus obscurinervis (Stal, 1859). Es el segundo vector
de S. kunkelii identificado en Argentina. El vector tiene una amplia distribucién en
el pais y presenta un amplio rango de hospedantes de especies silvestres y

cultivadas. Este hallazgo requiere profundizar el conocimiento sobre la especie,
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indagando el rol de especies silvestres y cultivadas hospedantes del vector que
podrian ser reservorios y fuentes de indculo del patégeno. Por su amplia
distribucion, este insecto podria actuar como transmisor de S. kunkelii al cultivo
de maiz en las zonas de menor temperatura de la region agricola central del pais,
donde no se halla la principal especie vectora en lotes afectados por la
enfermedad.

En areas subtropicales D. maidis se encuentra presente durante todo el afio,
incluso cuando el cultivo de maiz no estd implantado, debido a que el vector
inverna como adulto en la vegetacion espontanea. El porcentaje promedio de D.
maidis portadores e inoculativos de S. kunkelii fue del 1.78% y 0.70%
respectivamente. Las hembras y los machos de D. maidis se encuentran con
proporciones similares de insectos infectivos, lo que indica que ambos sexos

pueden tener roles similares en la transmision y dispersion de S. kunkelii.

Este estudio sirve de base para futuras lineas de investigacion, las cuales

deberian estar orientadas a:

Determinar los dafios econémicos que ocasiona el achaparramiento del
maiz en la zona de transicién de clima templado al clima subtropical, debido que
en los monitoreos realizados durante las dos campafas agricolas 2005/06 y

2006/07 se identificd la enfermedad con incidencias de hasta un 29 %.

Evaluar el comportamiento de distintos cultivares de maiz de clima
templado que se utilizan comercialmente, para determinar los germoplasmas mas
tolerantes para ser utilizados como una estrategia de manejo que minimice los

dafos econdémicos ocasionados por esta enfermedad.
Realizar estudios con el nuevo vector, E. obscurinervis, referidos a la

posibilidad de la existencia de nuevos hospedantes alternativos que sirvan como

fuentes de indculo de S. kunkelii.
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Continuar estudios de transmision con otras especies de cicadélidos
endémicos abundantes en maiz y gramineas silvestres asociadas, incrementando el

ndmero de individuos analizados.
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