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Abstract

Barley Stripe Mosaic Virus (BSMV) Hordeivirus group was detected on wheat
on Lérida area and on barley on the Valladolid province. Apparently is the
former diagnostic of this virus in Spain.

It was studied by Electron Microscopy, particle characteristics and pro-
perties, cytology and inclusions of infected cells and serology against an spe
cific antisera. Their mechanical inoculation on natural hosts (Hordeum
vulgare, Triticum sp.yAvena s:ativa), other grami-
naceous species and experimental tests plants, gave a host list and symptomato
logy similar to described for BSMV.

A high rate of seed-borne virus transmission was obtained through early me-
chanical inoculation of wheat plants.

Specific antisera were obtained and inmunological test developing to scope
the presence of virus on Spanish cereal varieties,

Resumen

El "Barley Stripe Mosaic Virus" (BSMV), miembro tipo de los Hordeivirus, se
detecta en trigo en la provincia de Lérida y en cebada de Valladolid, al pare-
cer por primera vez en Espana.

Se ha estudiado por Microscopia Electrénica propiedades y caracteristicas de
la particula, citologia e inclusiones de las celulas afectadas e inmunologia
con antisueros especificos. La inoculacidén mecdnica a sus huespedes naturales
(Hordeum vulgare, Triticumsp.yAvena sativa)
a otras especies de gramineas y a huespedes experimentales da una lista de
huespedes y una sintomatologia coincidente.

Se consigue una tasa elevada de transmisién a traves de la semilla de plantas
de trigo inoculadas mecdnicamente.

Se obtienen antisueros y se desarrollan tests inmunolégicos que permitiran
una amplia prospeccién de las variedades espafnolas de cereales.

Se indica la presencia de infecciones conjuntas con Barley Yellow Dwarf Virus.
1.-Introduccidn

El Barley Stripe Mosaic Virus es una de las virosis mds extendidas de los ce-
reales, pues se transmite con facilidad por semilla y en menor medida por el po-

len pasando luego de una planta a otra por contacto. Aunque parezca sorprendente
con estas propiedades no habia sido diagnosticado en Espafia con anterioridad a
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pesar de su presencia frecuente en diversas colecciones varietales.

Barley Stripe Mosaic Virus (BSMV) es el miembro tipo de los Hordeivirus,
que reune a virus rigidos, en forma de varilla, de 100-150 nm. de longitud por
20 mm. de anchura (1). Estos virus tienen RNA de cadena simple con particulas
de dos a cuatro longitudes preferentes, dependiendo de la cepa del virus (13).
Las particulas de distintas longitudes contienen diferentes especies de RNA
molecular y son necesarias dos o tres componentes para la infeccién, indicando
un genoma bi- o tri-particulado (13). Este virus multiparticulado presenta el
extremo 3“poliadenilado. La lista de huespedes mds importantes quedan recogidos
en la Tabla n2 1, el BSMV causa graves dafios en las cosechas de trigo y cebada
de todo el mundo (7).

Los sintomas causados por BSMV, dependen de la raza del virus, del genotipo
del huesped, del medio ambiente y del modo de infeccién, yendo desde un mosaicc
o moteado muy suave a una necrosis severa que alguna vez podria llegar a matar
la planta. Los sintomas mids caracteristicos aparecen a los 4-7 dias de la infec
cién como un mosaico llamativo o clorosis amarilla o blanca cerca de la base de
las hojas mds jovenes, pudiendo darse gradualmente necrdsis. Las hojas extendi-
das desarrollan un listado clorético que es generalmente mds suave que el que
muestra en la fase aguda. La fase crénica sistémica tiene lugar mis tarde.

Ademds de estos sintomas pueden predentarse achaparramientos, esterilidad de
flores, falta de desarrollo de pistilos, con indehiscencia de anteras y rugosi-
dad en semillas (9, 4, 1). En la fase aguda pueden aparecer anormalidades fisic
16gicas, reduccidn del contenido de clorofila y disminucién del peso fresco de
la hoja (mis del 25%)(4). La luz y la temperatura influyen en la severidad de
los sintomas. Asi temperaturas de 249C dan los sintomas 6ptimos con buena lumi.-
nosidad. Baja luminosidad (unos 5.000 lux) y temperaturas frias (menores de 18¢
C) enmascaran los sintomas.

Como es frecuente las pérdidas econdémicas dependen principalmente del momen-
to de la infeccidn, asi son del 32, 18 y 5% cuando las plantas son inoculadas
en el estado de ahijamiento, nudo y calzado o espigado respectivamente (13).
La ausencia de medidas de control de semillas y la no utilizacién de variedade:
resistentes conlleva porcentajes de infeccién mds altos.

La presencia en trigo en la provincia de Lérida y en cebada de Valladolid,
con la sintomatologia descrita, obligé a la realizacidn del diagnéstico para
BSWV en ellas, mediante un estudio detallado al M.E. de extractos crudos y pur
ficados del virus, y de cortes ultrafinos de inclusiones de plantas enfermas y
testigo. Tests de infeccién sobre plantas huéspedes naturales (Hord eum
vulgare, Triticum sp.yAvena sativa) por inoculacid
mecanica y transmisibilidad por semilla y pruebas inmunoldgicas. Este trabajo
pretende conducir a la utilizacién de un test eficaz para la identificacién ra
pida del virus.

2.- Material y métodos

Material vegetal.Inoculacidén mecénica.

Se han testado plantas de trigo procedentes del CIM\IT y que se ensayan ac-

tualmente en Lérida y plantas de cebada, procedentes de la coleccién INIA de V:
1ladolid, variedad 4C 36,EL 49, 4C 13 y EL 66, con sintomas atribuibles a BSMV
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y/o a Barley Yellow Dwarf Virus (BYDV). Por esta razén en los ensayos de trans-
misién con plantas test huespedes naturales se han completado con test inmunoen
zimdticos ELISA para BYDV (*) y transmisién con dfidos (Rhopalosi-
phum padi vy Sitobium avenae)vector del citado virus.

El material vegetal utilizado en la inoculacién mecdnica ha sido cebada (H o r-
deum vulgare)var. Atlas, trigoduro (Triticum durum,
avena (Avena sativa), sorgo (Sorghum vulgare)ymaiz (Zea

mays).

Purificacidén del virus

El virus se ha purificado segin el método de Slack y Shepherd (1975), como
puede verse en el protocolo de la purificacién adjunto.

Microscopia Electrénica

Extractos crudos de plantas enfermas y purificados de virus se han tefiido ne-
gativamente con 4cido fosfotungstico al 2%, PH 6,5 y acetato de uranilo al 1%.

Material fresco sano y enfermo (Cebada Atlas) se fij6é en glutaraldehido al 2%
en tampén fosfato 0,1 M, PH 7,3 (Tiempo de fijacidén superior a 2 horas), lavan-
dose a continuacién con el mismo tampén durante 4 horas, y se postfijé con tetréxi
do de osmio al 2% en tampdén veronal acetato, pH 7,3, durante dos horas (estas dos
soluciones se hacian isosmolares con la primera med1ante sacarosa). E1 tejido ve-
getal asi fijado, tras un paso previo por solucién Ringer se deshidraté e incluyé
en resina Durcupdn (tefiido con acetato de uranilo durante la fase de acetona 70%).
Las secciones ultrafinas preparadas con un ultratome LKB se contrastaron con citre
to de plomo y observaron en un M.E. Jeol-100S.

Obtencidén de antisueros y titulacidn

Se ha seguido el calendario de inmunizacién de conejos descrito para BSMV por
Slack y Sheperd (1975) y test de microprecipitinas standard.

Test inmunoenzimdtico ELISA y transmisién por vectores para BYDV

Se ha seguido el método descrito por Clark y Adams (1977). Los dfidos utiliza-
dos Rhpadi y S.avenae, libres de virus se criaban sobre cebada sana
en condiciones de temperatura y humedad relativa contrcladas. A. sat iva se
utilizé como planta test.

3.-Resultados

~ La infeccidén por inoculacién mecdnica a cebada, avena, trigo, sorgo y maiz ha
sido positiva. En cebada las plantas infectadas mostraron amarilleos en las pun-
tas y punteaduras al trasluz en algunas hojas. La avena mostré el tipico mosaico

blanco al igual que el sorgo y el maiz. E1 trigo duro presenté necrosis en algu-
nas zonas a lo largo de las hojas.

La transmisién por semilla en trigo fué del 90 - 95%.
Los valores de punto final de dilucién, punto térmico limite y longevidad en

los extractos de plantas enfermas son c01nc1dentes con los rangos ofrecidos por
la literatura (10-4, 10 minutos a 65-709C y 3 dias a -202C respectivamente). Los

1029



coeficientes de sedimentacidén y absorbancia también son coincidentes con los
descritos para BSW.

El tamafio de las particulas en extracto crudo es de 20 nm. de grosor y son
agrupables en tres grupos por su longitud. La grdfica que relaciona tamafio de
particula con mimero de unidades virales refleja tres mdximos, en 90 nm., 110
120 nm. y 140 nm., segin puede verse la figura. Plantas infectadas con los dos
origenes Lérida y Valladolid presentan valores similares en lo que a propieda
des de sus particulas se refiere.

El estudio de las células de plantas de cebada infectada permite observar
al M.E. deformacién y desorganizacién de los cloroplastos, en algunos casos t¢
talmente anastomosados o desorganizados, y siempre con abundantes cuerpos os-
midéfilos. Este fendmeno se ha observado tanto en plantas infectadas por trans-
misién mecdnica como en plantas del campo con infeccién doble de BSMV y BYDV.
Ambas virosis por separado presentan esta propiedad en lineas generales, no ot
tante se han llegado a distinguir dos de los tres tipos de cloroplastos aberr:
tes descritos por Mc Mullen (1978) para BSMV. Se observa tambien agregados de
viriones en el citoplasma de las celulas afectadas.

El BSMV es altamente inmmogénico (1), y el titulo obtenido en nuestro casc
ha sido de 1/2 elevado a la 15 potencia,para pruebas de microprecipitacién tr:
dicionales, con un concentrado de virus de 0,861 mg/ml en un tiempo de lectur:
de 4 horas y 15 minutos a 372 C. Comprobandose con un test paralelo con anti-
suero de la ATCC , PVAS 43, obteniendose un titulo de 1/2 elevado a la 11 po-
tencia en este caso.

La Tabla II demuestra tras los test ELISA y de trasmisibilidad por 4fidos :
doble infeccién en el caso de la cebada 4C 36 por BSMV y BYDV.

4 .- Conclusiones

Se cita por primera vez Barley Stripe Mosaic Virus en Espafia sobre cebada ¢
Valladolid y sobre trigo en Lérida. En el primer caso frecuentemente en infec-
ciones conjuntas con BYDV.

Se ha comprobado la muy natural similitud de este virus tan cosmopolita, c¢
las caracteristicas descritas en la literatura.

Se ha puesto a punto test seroldgico por microprecipitacién y por ELISA dol
sandwich que permiten un rdpido diagnéstico del virus.

Se esta procediendo a una prospeccién de la frecuencia de aparicién y tipo
sintomatologia de este virus en las colecciones espafiolas de variedades.
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TABLA T : LISTA DE HUESPEDES

Sorghum vulgare
Avena byzantina
Avena fatua

Avena sativa
Bromus sp.

Hordeum vulgare
Triticum durum
Triticum dicocum
Triticum compactum

Triticum aestivum

Zea mays

Phalaris canariensis
Chenopodium quinoa
Chenopodium amaranticolor
Nicotiana tabacum

Beta vulgaris

Spinacea oleracea
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TABLA 11

Inoculacidn Test ELISA Transmisién
Huespedes mecdnica BSMV _BYbvV __pulgones
~4C-36 + + +
w | EL-49 - - +
e
(1]
S| 4C-13 - - -
o
EL-66 - + 1
Trigo California
Mariout + - -
Transmisiones:
Maiz + &= =
Trigo + - -
Sorgo " - -
Avena + - o
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Purificacién BW (Slack and Shepherd,1975)

Cortar material en pequenos trozos
Triturar a 4°C en dos volumenes de tampén fosfato 0,1 M
*— PH: 7,6 + 0,003M de EDTA.
fladir cloroformo durante el triturado( 25ml./100gr. tejido)
Recoger la fase acuosa despues de la centrifugacién (5000g 107)
Afiadir P.E.G. al 6% (w/v) + 1/20 vol. de ClNa SM
Agitar a 4°C de 1-2 horas
6§£trifugar 10.000g 15°en rotor de angulo libre
Resuspender el precipitado en 1/10 vol. de 0,01 M tampén Tris-ClH
¢ PH:7,2 +0,001 M EDTA
Anadir por segunda vez P.E.G. y ClNa
Dos ciclos de centrifugacién diferencial

Resuspender el p.p en tampén Tris-CiH PH:7,2 + 0,001 M EDTA

CALENDARIO INMUNIZACION PARA BSMV(Slack y Shepherd,1975)

Una inyeccién subcutdnea de 4 mg de virus con adjuvante
incompleto de Freund’s.

Una inyeccién intravenosa de 2 mg de virus a la vez con

la anterior.
Una inyeccién subcutdnea de 4 mg una semana despues.
Una inyeccién subcutdnea de 2 mg tres semanas despues.
Sangrado: Diez dias despues para suero microprecipitinas

Veintilun dias despues para suero ELISA
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FIGURA 1 : Tamafio de las particulas y nuimero de ellas.
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Varillas rigidas de las particulas virales del RSMV.

1036



