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Caracterizacion histolégica de las
enaciones de hojas de maiz (Zea mays L.)
afectado por el Mal de Rio Cuarto.

Vigliocco, A., M. Tordable, N. Paloni, J. Ornaghi, G. Abdala, E. Lorenzo

RESUMEN

En el presents trabajo se analizé la histologia de hojas de malz (Zea maysL.) por-
tadoras de enaciones, las que constituyen el sintoma caracteristico y diferencial
de la enfermedad virésica denominada “Mal de Rio Cuarto”, en comparacién con
hojas sanas.

Los resultados demusstran que el virus causal de esta enfermedad, Maize Rough
Dwarf Virus, afecta los tres tipos de haces vasculares de las hojas. Las primeras
alteraciones se observaron en.haces de segundo y tercer orden, donde a partir
de algunas células del floema de contenido denso, granuloso, diferente del nor-
mal, se inicia una hiperplasia que se extiende hacia la epidermis abaxial. En es-
ta masa celular se diferencian elementos xileméticos, floematicos y/o parenqui-
maticos, los que adquieren distintas configuraciones.

Esta proliferacion celular, al exceder los limites de la epidermis foliar, constituye
una "snacion”.
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SUMMARY.

In the present paper histology of maize (Zea mays L.} leaves with enations, which
constitute a diferential symptom of Mal de Rlo Cuarto disease, were analyzed in
comparison to healthy ones.

Results demostrated that Maize Rough Dwarf Virus, MRDV, affect the three types
of leaf vascular bundles. Then, first alterations were observed in bundles of se-
cond and third order. In these bundles, some phloem cells with dense and gra-
nulated content, initiate hyperplasia toward abaxial epidermis. In this cell mass,
xylem, phloem and parenquimatic elements differentiate, adopting different con-
figurations.

That cell proliferation exceeding leaf epidermis limit constitute an enation.
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INTRODUCCION

El Mal de Rio Cuarto, enfermedad virdsica del
maiz (Zea mays L.), ha sido asociada al Maize
Rough Dwarf Virus (Miine et al., 1983) 0 a una raza
del mismo. Conti {1988) describe al Mal de Rio Cuar-
to como una raza geografica del MRDV junto con
otros reovirus.

La sintomatologia que permite reconocer una
planta infectada fue descripta por Lenardén y March
(1985) y Lenardén et al., (1987). Se mencionan co-
mo sintomas caracteristicos la presencia de rugosi-
dades en hojas y chalas, denominadas enaciones,
enanismo del tallo, reduccién del sistema radical, in-
florescencias iIncompletas y estériles.

La histopatologia de las plantas de maiz infecta-
das por este virus fue estudiada por Biraghi (1952}
mucho antes de que se conociera la etiologia de la
enfermedad. Este autor observé en secciones trans-
versales de raices, tallos y hojas, conspicuas hiper-
trofias en el floema. En los haces vasculares, don-
de la actividad patolégica era severa, observé islas
necréticas en masa de células anormales. Asimis-
mo determiné que las agallas presentes en las ho-
jas son una manifestacion visible de las desviacio-
nes patolégicas producidas en el desarrollo de la
zona floeméatica del haz. Segin el mismo autor, en
ciertas regiones el floema produce un crecimiento
descontrolado de células sin diferenciar o parcial-
mente diferenciadas como parénquima floeméatico
y miembros de tubo criboso agrandados; el xilema
y otros tejidos no son usualmente afectados.

De acuerdo a Bos y Grancini (1968) las agallas
foliares inducidas por el MRDV deben denominarse
“enaciones”. Segun Font Quer (1965) “enacion” apli-
case a cualquier excrecencia, generalmente per-
pendicular al 6rgano de donde arranca.

El objetivo del presente trabajo fue: i) analizar his-
tologicamente las enaciones desarrolladas en hojas
de maiz y ii) determinar la composicién quimica de
la pared celular de los elementos que componen la
enacién, mediante la utilizacién de pruebas histo-
guimicas.

MATERIALES Y METODOS

Durante la camparia agricola 1990/91, se reco-
lectaron plantas de maiz (Zea mays L..) cultivar Mor-
gan 400 afectadas por el Mal de Rio Cuarto, en la lo-
calidad de Cuatro Vientos, Dpto Rio Cuarto, que se
encontraban en estado de floracién.

Hojas de plantas controles y enfermas, estas ul-
timas con enaciones, se seccionaron y fijaron en
FAA (formol, &cido acético, etanol, agua; 30:5:50:15

v/v). Luego se deshidrataron en una serie de alco-
hal etilico - xilol en diferentes concentraciones y se
incluyeron en parafina (Johansen, 1940), a fin de ob-
tener preparados histolégicos permanentes. Cortes
transversales de 13 pm de espesor obtenidos por
medio de un micrétomo rotativo, fueron coloreados
con hematoxilina - safranina - verde permanente.

Para observar y caracterizar elementos de con-
duccién, secciones de hojas con enaciones se ma-
ceraron siguiendo el método de Boodle (D’Ambro-
gio de Argueso, 1986).

Paralas pruebas histoguimicas se utilizé material
fresco y conservado de acuerdo a los requerimien-
tos metodologicos. Se realizé Prueba de florogluci-
na clorhidrica y Malle, que ponen en evidencia ra-
dicales coniferilicos y siringilicos de lignina;
Cloroioduro de Cinc para identificacion de celulosa;
Pas y Alcian Blue para polisacéaridos y polisacaridos
4cidos respectivamente (Martoja R. y Martoja Pier-
son M., 1970; Gerlach D., 1984; D'Ambrogio de Ar-
gueso, l.c.).

La observacién del material se realiz6 con micros-
copio Zeiss, Standard 16 y las fotomicrografias me-
diante microscopio Wild M 20.

RESULTADOS

Histologia de hoja de maiz no infectada

En una hoja de malz los haces vasculares varian
reconociéndose de acuerdo al tamarfio y estructura
segun Esau (1943) tres tipos: haces vasculares de
primer, segundo y tercer orden. Las distintas cate-
gorias son colaterales cerrados (Fig. 1 A).

Los haces vasculares de primer orden son los de
mayor desarrollo y tienen una vaina lignificada con-
fluente con el esclerénquima hipodérmico. Las cé-
lulas de la vaina que ocupan la posicién lateral son
semejantes a células parenquiméticas alargadas y
con abundantes cloroplastos grandes, mientras que
las de los extremos carecen de ellos. En los tejidos
vasculares se desarrollan protoxilema y protofloe-
ma, y aparece una laguna formada en relacién con
la destruccién de elementos traqueales durante la
elongacion de la hoja. Poseen metaxilema represen-
tado por dos 6 tres grandes vasos, separados o no
por una banda de traqueidas, y en el metafloema se
diferencian abundantes miembros de tubos cribo-
sos y células acompafiantes de disposicion muy re-
gular; el protofloema aparece completamente aplas-
tado (Fig. 1 B).

Los haces de segundo y tercer orden se diferen-
cian mas tarde, tienen poco o nada de protoxilema
6 protofloema, es decir no forman laguna de proto-
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Figura 1. Fotomicrograffas en seccién transversal de haces vasculares en hojas de maiz (Zea maysL.), sanas y afectadas por ef MRDV.
A. Sector de hoja sana con los tres tipos de haces vasculares hv1, hv2, hv3, haces de primer, segundo y tercer orden respectivamente
B. Sectos de A, donde se observa en detalle un haz de primer orden C. Haz vascular de tercer orden con células del floema afectadas
en division: cfa, y células de la vaina parenquimalica en proceso de fignificacion: vpa. D y E. Haces de primer orden con enacién: en. En
D se observa xilema agregado: xa y floema agregado. fa, y en E ademas, abundante cantidad de parénquima: pa
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xilema ni muestran obliteracién de elementos floe-
maticos. En ambos casos las vainas son enteramen-
te parenquimaticas y ricas en cloroplastos. En los
haces de segundo orden, una banda de esclerén-
quima hipodérmico se glesarrolla entre epidermis y
vaina, generalmente en ambos extremos del haz.

Histologia de hoja de malz
afectada por la virosis

Analizando diversas zonas en hojas de plantas
afectadas por el MRDV se comprobé que los ele-
mentos vasculares se diferencian en las posiciones
usuales y que al comienzo poseen una apariencia
normal.

Las primeras anomalias se detectaron en haces
de segundo y tercer orden, donde en el floema, una
6 mas células muestran un contenido granuloso,
denso y oscuro. Las células parenguimaticas de la
vaina, localizadas en contacto y cerca de estos ele-
mentos floematicos estan sujetas a un proceso de
lignificacién temprana en sus paredes (Fig. 1 C).

A partir de esas células del floema, que podrian
contener el virus, se inicia una hiperplasia celular
que se extiende hacia la epidermis abaxial, varia en
su desarrollo y toma configuraciones diversas. Las
proliferaciones que alcanzan gran crecimiento pro-
truyen exteriormente constituyendo enaciones.

Esta masa celular provoca una alteracién en la
disposicion colateral tipica de los haces y sigue dis-
tintas vias de diferenciacion, pudiendo identificarse
en ella elementos xilematicos, floematicos y/6 pa-
renquimaticos, predominando generaimente el de-
sarrollo de xilema que pueds presentarse dispues-
to en més de un grupo (Fig. 1 Dy E).

Mediante el uso de técnicas de macerado se ca-
racterizaron los elementos de xilema diferenciados
en la enacién. Como elementos conductores hay va-
sos y traqueidas; los vasos son en general céluias
alargadas, con engrosamientos de pared dispues-
tos en anillos, hélices, y unos pocos con puntuacio-
nes. Las traqueidas son mas abundantes y presen-
tan engrosamientos de pared helicoidales. Se han
observado traqueidas atipicas, muy ramificadas, y
las ramas laterales, en algunos casos, vuelven a di-
vidirse (Fig. 2 A). También es frecuente que sean re-
torcidas, caracteristica ésta que refleja |a ubicacién
que pueden adoptar en la enacién, ya que los teji-
dos alli diferenciados tienen sus células con el eje
mayor perpendicular al eje mayor del érgano.

Es frecuente encontrar que sectores importantes
de la enacién estan constituidos por células de ca-
racteristicas parenquimaticas; en la parte mas ex-
terna pueden presentar contenido denso y estar al-

go aplastadas, lo que indicarfa la proximidad de un
proceso de necrosis, (Fig. 2 B).

Las células de la vaina parenquimatica que limi-
tan la zona de tejidos adicionales a los vasculares
normales, presentan modificaciones importantes; la
mas frecuente es el engrosamiento y lignificacion de
sus paredes; algunas se dividen y tienen contenido
obliterante (Fig. 2 C).

El casquete de fibras situado hacia abaxial de és-
tos tejidos proliferantes puede presentarse distor-
sionado y aplastado debido a la presién ejercida por
la masa celular hiperplasica; en algunos casos la
epidermis puede resultar colapsada (Fig. 2 D).

£l andlisis histoquimico de las enaciones eviden-
cia que parte del tejido hiperplasico reacciona po-
sitivamente a las pruebas de Floroglucina clorhidri-
cay Madle, corroborando la existencia de elementos
de xilema lignificados, mientras que la prueba de
Cloroioduro de Cinc es positiva para las restantes
células de la enacién (parénquimay floema). Con la
prueba de Pas se observa reaccidon positiva en to-
das las células de la enacién, siendo menos marca-
da en células xilematicas. Con Alcian Blue solo reac-
ciona sl floema de la enacion, demostrando que alli
predominan polisacaridos &cidos.

DISCUSION

De acuerdo con las descripciones de Biraghi
(I.c.) las enaciones inducidas por el MRDV estan for-
madas por floema de origen hiperplasico. Los resui-
tados obtenidos a partir de hojas de maiz con ena-
ciones causadas por el Mal de Rio Cuarto difieren
respecto a lo mencionado por ese autor, si bien tam-
bién hemos determinado que tienen su origen en el
floema. Cabe destacar que en todas las enaciones
analizadas se reconoce la diferenciacién de xilema
ademas de floema y parénquima, especialmente
cuando ellas alcanzan un grado de desarrollo mas
0 menos significativo,

Las enaciones producidas por el MRDV pueden
considerarse segin Schank et al. (1972) como tu-
mores neoplasicos similares a los producidos por el
virus Wound Tumor Virus (WTV), cesando el creci-
miento luego de un tiempo.

Por otra parte, Biraghi (1.c.) no menciona engro-
samientos anormales en las paredes de las células
de la vaina, que sl se observan en nuestro material,
existiendo antecedentes (Schank et al,, |.c.) que ellos
también se desarrollan en el pasto Pangola (triploi-
de de Digitaria decumbens) atacado por un virus ti-
po MRDV, y su desarrollo es un caracter diagnésti-
co de la enfermedad.
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Figura 2. Fotomicrograffas de hojas de mafz (Zea mays L.) afectadas por el MRDV. A. Macerado de enacién, en donde se observa una
traqueida con caracteristicas atipicas. Ir. B, Cy D. Secciones transversales de haces vasculares afectados por la virosis. B. Haz de
segundo orden donde se destaca un grupo importante de céiulas parenquimdticas pay estratos de células algo aplastadas y con con-

tenido denso: ccd. C. Haz de segundo orden con células de la vaina muy modificadas. vpa. D. Haz de primer orden con fioras. {y epi-
dermis abaxial colapsadas: ep.
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Al haberse localizado las primeras alteraciones
producidas por la virosis en el floema, y a partir de
ellas el crecimiento hiperplasico, es importante se-
fialar la necesidad de hacer el reconocimiento de
los primeros sintomas internos de la enfermedad,
dado que pueden quedar completamente ocultos
por los complejos cambios que le siguen a los dis-
turbios iniciales. El hecho de haber localizado las
primeras afecciones en el floema confirmaria el tras-
lado del virus por este tejido.
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