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La ultraestructura de la superficie foliar de cultivares de maiz infectados con el virus del rayado fino®
ANA M, ESPINOZA** RODRIGO GAMEZ *#

Abstract

The ultrasoructural alterations indiced by rayado fino virus in the foliar laming
of infected maize plants vary with plant genotype The clilorotic spots or short stripes,
typical of tne macroscopic disease symptom, do not neccesarily correlate with mumber
and size of the altered areas visible only wider the scanning electron microscope in the
maize cultivars examined. The nature and degree of the morphological distortion
differs also with the genetic constitution of -the plant. These include modifications in
size, shape and anangement of cells, hypertroplyy, atrophy or compression of epider-
mal cells, depression of cells in certain areas of the laming, loss of definition of cell
walls, and structwral modifications of the stomata. The degree of stomatal alterarion is
possibly  associated with modifications i hydric balance, guseous exchange and
photosynthesis  The modifications suffered by cells in lpcalized areas of the foliar
lamina could be related to the physiology of growth and development, and explain the
macroscopic spmptoms aid gross changes associated with the rayado fino virus

infection,

Introduccion

os virus inducen cambios macroscopicos usual-
mente muy noterios en la forma, coloracidn y
tamafio de las plantas infectadas. Es comin ob-
servar alteraciones morfoldgicas de la ldmina foliar de
estas plantas que incluyen distorsiones en el creci-
miento de las venas y de las dreas entre venas, fre-
cuentemente acompaifiadas de cambios en la pigmen-
tacidn que provocan mosaicos, amarillamientos, es-
triados y otras malformaciones.
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Se han hecho numerosos estudios de la ultraestruc-
tura de células de plantas infectadas por virus utilizan-
do microscopia electrénica de secciones ultrafinas (1,
2, 8, 11}; no obstante, se tiene poca informacién so-
bre las modificaciones morfoldgicas de ia superficie
de la hoia enferma.

£l rayado fino del maiz es una enfermedad causa-
da por un virus (VREM) de amplia distribucion e im-
portancia en los trépicos americanos (4, 7},

Los sintemas tipicos del rayado fino son pequefias
manchas clordticas que se desarrollan paralelas a las
venas de las hojas y forman lineas de puntos. La seve-
Adad de los sintomas varia con el genotipo de la plan-
ta y la edad en que ocurre la infeccién (6, 7, 9).

En un estudio preliminar de Flores (3} y Flores y
Gémez (4) en que utilizaron microscopia electronica
de rastreo, se describieron alteraciones foliares de
plantas de maiz infectadas con el VRFM que inclufan
ausencia de macropelos, proliferacién de micropelos,
reduccidn, malformacion y obliteracion de los esto-
mas vy desarrollo anormal de varios tipos de células
epidérmicas. Con el propdsito de profundizar las in-
vestipaciones sobre los cambios morfoldgicos induci-
dos por el VREM, en el presente trabajo se emplearon
diferentes genotipos de maiz que reaccionan a la in-
feccion viral mostrando sintomas foliares severs de
la enfermedad. Se buscé una relacién entre los sin-
tomas macroscépicos, el grado de alteracion ultraes-
tructaral y la frecuencia de aparicidn de zonas de
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caracteristicas anormales. Ademés se quiso saber si
estas modificaciones ocurren tanto en la haz como en
el envés de Ia hoja. Los estudios previos sobre la mor-
fologia foliar de plantas sanas de maiz (5) sirvieron de
base para establecer cudles cambios son debidos a Ia
infeccion viral Nuestros resultados evidencian diver-
sas alteraciones novedosas provocadas por la infeccion
viral v no confirman varias de las observaciones ante-
riores de Flores (3) v Flores y Gimez (4).

Materiales y Métodos

Se utilizé material proveniente de plantas infecta-
das bajo condiciones de invernadero y campo de los
cultivares Tico H-4, Amarillo Cristalino HE--2, Tux-
pefio, Peruanc v el hibrido Antioquefio X Repiiblica
Dominicana, pertenecientes a la coleccion de maiz de
la Estacion Experimental Apricols de ka Universidad
de Costa Rica.

Las hojas se fijaron con glutaraldehido al 2,5% en
un amortiguador del fosfato de sodio 0,2 M, pH 7.2

por 4 horas ¥ luego en tetradxido de osmio al 1%
durante 16 horas. Posteriormente el material se deshi-
draté en series de etanol que luego se sustituyd por
acetato de amilo. Los especimenes se colocaron en un
secador de punto critico Hitachi Modelo HCP—1 has-
ta alcanzar el punto de secado critico con CO,. Des
pués se montaron en soportes de alurminio y se fijaron
a la base con cinta de doble superficie adhesiva y
pintura de plata. Se cubrieron con oro en un cobertor
idnico EICO IB-3 y se observaron luego con un mi-
croscopio electronico de rastreo Hitachi HHS—-2R.

Resultados

Los sintomas macroscopicos {ipicos del rayado
fino aparecen en la Figura 1. Las manchas clordticas y
estrias que se forman al coalescer dichas manchas se
observan principalmente en las dreas intercostales (en-
tre venas), aunque con cierta frecuencizs parecen abar-
car también el drea costal {venz) o centrarse sobre
ésta {Fiz. 2). Los sintomas macroscopicos son simila-

Pig. 1

Sintomas tipicos del rayado fino en la !amina foliar
de plantas de maiz del cv. Tico H-4 Las puntosy
estrins ciordticas corren paralelos o fas vemas La
Hnea representa 1,5 cm.

Fig 2.

Vista de ta Figura !, a mayor aumento. Se distin-
guen manchas clordticas localizadas en dreas intes-
costales y su coalescencia para formar estrins La
linea representa 0,3 em
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res en todos los cultivares estudiados detectindose
tanto en la haz como en el envés de Ia ldmina foliar.
Al observar el material infectado con el microscopio
electrdnico de rastreo a bajo aumento (25 a 50X)
aparecen zonas alteradas que en forma, distribucién y
ntimero, son similares a las manchas y estrias cloroti-
cas macroscopicas en los cvs. Amarillo Cristalino y

Fig. 3. Vista panordmica de la supesficie abaxial (envés) de
la {mina foliar del cv. Amaritio Cristalino infecta-
da con ¢l VRFM La flecha indica las maiformacio-
nes severas sufridus por el tejido epidérmico. La
linea representa 310 um.

Peruano (Figs. 3,4)  Sin embargo el cv. Tico H-4 y
el hibrido Antioquefio X Reptblica Dominicana, que
también presentan sintomas macroscopicos severos,
muestyan Gnicamente pocas zonas alteradas con mal-
formaciones leves (Fig, 5, 6). Todos los cambios ob-
servados aparecen tanto en la haz (superficie adaxial)
como en el envés de la ldmina (superficie abaxial)

e

Fig 4. Visti panozémica de la superficie adaxial (haz) de
la lamina foliar del cv. Peruano infectado con el
VREFM. Aparecen extensas zonas alteradas (ZA) del
tejido intercostal v engrosamientos anormales (EA)
de ciertas venas. La linea represenin 689 gim,

Fig. 5. Vista panordmica de fa superficie adaxial de la 14-
mina foliar del cv. Tico H-4 infectada con el
VREM, que muestra fa presencia normal de macro-
pelos. Se sefiplan pequefias zonas con leves altera-
ciones en el tejido intercostal La linea representa

733 m,

Fig. 6 Detatle de una zona levemente alterada de la Fig. 5
Se sefalan pequenos grupos de células hipertrofia-

das (CH) v una vena (V) de apariencia normal La

finea representa 64 fm.
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(Figs. 7, 8) vy no ocurren en el tejido sano (Figs. 9, engrosamientos anormales (Figs. 3, 4). Las hojas in-
10). La localizacién aparente de una mancha sobre fectadas tienen numerosos macropelos y micropelos
una vena (Fig 2) podria deberse a la coalescencia de smilares en nimero y distribucién a los de la planta
dos manchas adyacentes y opuestas a una misma vena sana (Figs. 4, 5, 7,9). Estas observaciones son vilidas
(Fig. 4). Sin embargo, éstas ocasionalmente muestran para todos los cultivares estudiados.

Fius Laming foliar del ¢v Peruano. Se sefiaian maltiples

7v8 lesiones debidas a la infeccion viral (Fig, 7) supee-
Ficie adaxial, la linea representa 372 um, (Fig 8)
superficie abaxial. f Hinea representa 498 tm

Figs. Limina foliar sana del cv. Peruano. Se destaca el

9.y 10,  ordenamiente y uniformidad en el tamafio y mor-
fologia del patrdn de desarrollo de las células epi-
dérmicas; (Fiz. 9) superficie adaxial, la linea repre-
senta 435 pm, {Fig. 10) superficie abaxial, la Hinea
representa 320 Um.
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Si se examinan muestras del cv, Tico H—4, toma-
das secuencialmente en la idmina de una misma hoja,
puede verse un mayor nlimero de zonas alteradas en
la regidn proximal de laldmina Este ndmero disminu-
‘ye en forma progresiva hacia el extremo distal,

Al comparar hojas infectadas de plantas de diver-
s0s genotipos, se encontraron diferencias en el nlime-
ro de dreas distorgonadas y en el tipo de alteracion.
Los cambios mis notables se detectaron en los cvs.
Amarillo Cristalino y Peruano (Figs. 3,4, 7, 8). Al
trabajar a un mayor azmento {100 a 300X) con el ev.
Peruano, las dreas distorsionadas aparecen muy bien
delineadas v en nivel inferior que el tejido circun-
dante de aparienciz normal (Fig. 11). Es probable que
las células de dichas zonas experimenten cambios en
fa cuticula, ya que, al prepararse los especimenes, no
fue posible lograr en éstas una cobertura adecuada
con oro. Las células epidénmicas de las lesiones evi-
dencian cambios notorios en 2 forma, tamatio y orde-
namiento. Algunas células aparecen hipertrofiadas
mientras que otras adyacentes se atrofian y presentan
una apariencia comprimida en el eje longitudinal. Los
estomas que en hojas sanas tienen un arreglo lineal, se
hunden quedando confinados en el fondo de fisuras
lengitudinales (Fig. 12}. Qcurre ademds desaparicién
o pérdida parcial de las ondulaciones omega de la
pared celular, caracteristica de células sanas. A dife-
renicia de las malformaciones sufridas por el ev. Perua-
10, los cvs. Amarillo Cristalino y Tuxpefio muestran a

bajo aumento una mayor distorsién en la forma, ta-
mafio y ordenamiento de las células, mientras que el
relieve de la lesidn es variable v de periferia indefinida
(Fig. 13). A mayor aumento (Fig. 14) se aprecia que
en ciertas zonas las células han experimentado tal
transformacién que pierden su delimitacién v se
aplastan. Elev. Tico H—4 v el hibrido Antioquefio
X Repiiblica Dominicana muestran respuesta leve a la
infeccidn ya que las dreas afectadas aparecen muy
dispersas en la ldmina, abarcan pocas células y el gra-
do de distorsién es menor (Fig. 6). En estos genotipos
las células exhiben alteraciones similares a las descri-
tas para los otros cultivares. Por otra parte, se evalud
la severidad de la enfermedad determinando en las
fotografias al microscopio de rastreo, el porcentaje de
tejido dafiado en una drea de 4,3 x 3 mm. En los
cultivares de resccidn severa dicho porcentaje fue de
24 mientras que en los de reaccion leve fue de 34
Estos resultados son vdlidos para especimenes toma-
dos de regiones de Iz limina foliar cercanas a la vaina,
donde los sintomas macroscOpicos son mds severos.

Los estomas del cv. Tico H-4, de reaccion leve,
Unicamente experimentan una ligera reduccién en el
tamaiio def poro. Se midieron 20 poros de hojas sanas
¢ infectadas, EI tamafio del eje mayor de la abertura
estomdtica oscild entre 24 y 57 um con una moda de
34 um en hojas sanas, mientras que en el tejido
infectado varié entre 18 v 38 um con una moda de 26
pm. No se detectaron disminuciones importantes en

Fig. 11, ampliscién de una drea distorsionada de la Fig. 4,
La lesion aparece bien delineada y en nivel inferior
que el tejido circundarte de apariencia normal La

linea representa 178 um

Fig. 12 Ampliacién de una area de la Fig. 7. Se destacan
cambios notorios en el tamafio, forma y ordena-
miento de las offulas, Los estomas (E) quedan con-
finados en fisuras longitudinales. La linea represen-
ta 63 pm
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el tamafio del poro estomdtico ni oclusion o ausencia
de estomas en este cultivar, a diferencia de lo infor-
mado por Flores (3) y Flores y Gdmez (4). Por otra
parte, en el cv. Tico H—4 y el hibrido Antioqueiio
X Reptblica Dominicana, los poros de los estomas
localizados en una lesidn muestran un marcado engro-
samiento de los bordes internos (Fig. 15), lo cual con-
trasta notablemente con la apariencia del poro normal
(Fig 16). Ademds puede apreciarse en las dreas altera-
das del ev. Amarillo Cristalino una mayor disminu-
cién en el tamafio de algunos estomas, unos se obser-
van parcialmente colapsados, e inclusive otros no son
visibles en ciertas regiones de la lesion (Fig. 14).

Biscusion

Nuestros resultados evidencian que las alteraciones
estructurales de la Kimina foliar de plantas de maiz
infectadas con el VRFM varian con el genotipo de la
planta, Las manchas o estrias clordticas no se correla-
cionan necasariamente en nimero y fzmafio con las
zonas alteradas, visibles al microscopio electroni-
co de rastreo. Fue posible establecer dicho grado de
correlacion al tomar fotografias, a bajo aumento, de
dreas extensas de la ldmina foliar y al cuantificar, por
medicion directa, el porcentzje total de drea afectada.
En los cvs. Peruano y Amaritlo Cristalino los sintomas
macroscépicos parecen correlacionarse con el drea
afectada, mientras que esto no sucede en el caso de
el cv. Tico H—4 y el hibrido Antioquefio X Repii-
blica Dominicana. El cv. Tuxpefio ocupd una posicidn

Fig. 13 Ampliacidn de una aren alterada de la Fig. 3. Se
chservan severas distersiones en ba forma, tamafio y
ordenamiento de las célufas. A diferencia de la Fig
11 la lesidn tiene relieve variable y periferia indefi-
nida. La linea representa 186 Lm

intermedia entre ambos grupos. Estos resultados su-
gieren que las alteraciones descritas para el Tico H-4,
y atribuidas a las dreas clordticas en el estudio de
Flores (3}, ocurren con poca frecuencis, lo cual pare-
ciera confirmarse en la vista panordmica de la ldmina
foliar publicada en ese trabajo (Fig. 2 ref. 3).

La naturaleza v el grado de distorsién morfoldgica
difirid también con la constitucién genética de la
planta. Aunque en todos los cultivares estudiados las
alteraciones muestran algunas caracteristicas en co-
niiin, tales como tamafio y forma de las células, la
morfologia general de las dreas afectadas si varia con
¢l genotipo. En el presente estudio el cv. Tico H-4
(Figs 4, 5, 7)) no muestra ausencia de micropelos y
macropelos, proliferacion de micropelos, deformacio-
nes severas v obliteracién de los estomas, ni el tipo de
crecimiento anormal descrito anteriormente por Flo-
res (3} y Flores y Gdmez (4). Nuestros resultados se
basan en una extensa busqueda de cambios ultraes-
tructurales en diversos genotipos que incluian los em-
pleados en fos estudios anteriores (3, 4), infectados
bajo las mismas condiciones ambientales y con el mis-
mo aistamiento del virus, Se ignoran las razones por
las cuales log resultados preliminares (3, 4) no pudie-
ron ser confirmados, pero podria especularse quie re-
presentan fendmenos aislados de naturaleza descoro-
cida encontrados fortuitamente en plantas infectadas
con el VRFM,

Fig. 14 Ampliacidn de una seccidn de Iz Fig. 3. Lascélulas
pierden su forma y delimitacion, algunas sufren hi-
pertrofia (CH) v otras se aplastan {CC). La linea
representa 94 m.
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Fig. 15 Detalle de un estoma aiterado de la ldmina foliar
del ¢v. Tico H~4. Ocurre engrosamiento de los bor-
des del poro (EB) v pérdida parcial de las ondula-
ciones omega (00) de a pared de céiulas epidérmi-
cas vecinas. La linea representa 8,5 Mm.

Fig 16  Lstoma de la idmina foliar sama def ov. Tico H—4.
Se distinguen sus bordes finos (BF) v las ondukacio-
nes omega (00) de la pared ceiular en fas células
epidérmicas circundantes. La linea representa 11
Hm.
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Es obvio que ¢l virus induce desequilibrios en el
crecimiento vy desarrollo de algunag células epidér-
micas y probablemente afecte tejidos internos de Ia
hoja. Quizds tales alteraciones no se apreciaron en los
estudios citologicos previos de Kitaiima y Gdamez (8)
debide a que en eHos se utilizd un cultivar de maiz de
raccién leve, como es el Tico H—4,

Las modificaciones estructurales sufridas por los
estornas son de particular interés desde el punto de
vista morfoldgico y fisiologico. Se encontrd una co-
rrelacién entre el grado de alteracidn estomdtics y el
genotipe de la planta, Los cultivares de reaccion leve
exhiben solamente ligeras reducciones en el tamafio
del estoma acompafadas de engrosamientos de los
bordes internos del poro. Sin embargo, los cultivares
de reaccidn severa sufren mayores reducciones en el
tamafio del estoma y un colapso provocado aparente-
mente por compresion de las células del tejido cir-
cundante. Al perder los estomas su capacidad normal
de apertura y cieme, la planta afectada probablemente
tenga dificultad de mantener un balance hidrico apro-
piado, afectindose el intercambio de gases y la foto-
sintesis. Podria también existir una relacion entre la
alteracién de la lamina foliar en dreas localizadas y fa
fisiologia del crecimiento y desarrcilo de la planta,
que incluye clorosis localizada, marchitamiento y re-
duccibn en el tamafio de laplanta, de 1a mazorca, del
drea foliar, asi como del nimero y peso de los granos
por mazorca (7, 9, 10} Nuestros resultados sugleren
que esta relacion se presenta en el caso del cv. Tico
H-—-4, que al examinarse con el microscopio electroni-
co de rastreo muestra alteraciones leves y por otra
parte se comporta como tolerante a la enfermedad
bajo condiciones de campo {D. Mo y R, Gimez,
informacion no publicada). Es necesario realizar estu-
dios adicionales en otros cultivares para establecer si
este tipo de relacion se da consistentemente tanto en
nivel morfoldgico externo como citologico.
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