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RESISTANCE EVALUATION AND FEEDING BEHAVIOR OF THE PLANTHOPPER
Delphacodes kuscheli AGAINST DIFFERENT MAIZE HYBRIDS.

Maize is one of the most important crops in the world. In this sense, corn surveillance is a very
important field. The planthopper Delphacodes kuscheli, is the main vector of the Mal de Rio
Cuarto virus, an important corn disease in Argentina. This work aimed to determine the insect
preference between four different maize hybrids and the probing behavior in two contrasting
hybrids. Non-inoculative adult females had access to hybrids DK390, DK670, DK79-10, and
DK72-10 for the preference part, and DK670, DK72-10, and oat were used for the probing
behavior experiments. Here we showed that D. kuscheli had a preference for DK72-10 over other
hybrids. The test of probing behavior demonstrated that D. kuscheli had problems attaining
phloem ingestion, constituting a mechanism of plant resistance to this insect species. These
results are useful information to characterize maize hybrids resistance to D. kuscheli and
consequently to Mal de Rio Cuarto disease.
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Introduccidén

El maiz (Zea mays) es uno de los cereales de mayor importancia a nivel mundial, en particular en el
continente americano con una produccién anual de cinco millones de toneladas (Dowswell et al.,
2019; Paliwal, 2001). En Argentina, la produccién maicera ocupa el primer o segundo lugar
dependiendo de las campanas (BCR, 2020; Storti, 2019). Aproximadamente el 80 % de esta
produccidon se concentra en las provincias de Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe, aunque también es
relevante en Santiago del Estero, Entre Rios, La Pampa y Chaco. Para mejorar el rendimiento de maiz
se han obtenido hibridos adaptados a diferentes condiciones ambientales o resistentes a
determinadas enfermedades o plagas.

Los insectos son actores relevantes en el cultivo del maiz(Hellmich et al., 2008), de hecho, muchas
especies son plagas de este cultivo y reducen el rendimiento a través de danos mecanicos por
alimentacidn u oviposicidn, pero principalmente al ser vectores de patdgenos. Dentro de los insectos
vectores, Delphacodes kuscheli Fennah (Hemiptera: Delphacidae) es una de las especies mas
relevantes al ser el principal vector del virus causal del Mal de Rio Cuarto(Grilli & Estallo, 2006; Virla
& Lenicov, 2000), causando grandes pérdidas econdmicas en la produccion de maiz(Costamagna et
al., 2005). La infeccidn por el virus de Mal de Rio Cuarto causa un desbalance hormonal vy
acumulacidon de azUcares en las hojas en la planta, produciendo acortamiento de nudos, disminucién
de la produccién de granos y generando una proliferacion tumoral en las nervaduras(Llauger et al.,
2021).

La mayor parte de la seleccién para obtener hibridos resistentes(Ellis, 1996) a enfermedades se
realiza bajo infestaciones naturales, lo que no permite distinguir si los mecanismos de resistencia
operan contra el insecto vector o hacia el virus. Como el virus de Mal de Rio Cuarto es transmitido
durante la alimentacidn de D. kuscheli, es necesario comprender el rol que cumple este insecto en la
determinacidn de resistencia por parte del cultivo. Los mecanismos de resistencia hacia insectos
fueron descriptos primeramente por Painter (1951). En antixenosis se denota la presencia de factores
morfoldgicos o quimicos del huésped (planta) que reducen la aceptacidn por parte de los insectos,
resultando en su salida para buscar una planta hospedante alternativa (Smith et al., 1993). EL término
antibiosis se define como la influencia negativa del huésped sobre el crecimiento y desarrollo de los
insectos (Sharma et al.,, 2005). Estos mecanismos de preferencia (antixenosis) y sobrevivencia
(antibiosis) se han estudiado para Nilaparvata lugens en arroz (Smith et al., 1993), Dalbulus maidis
en maiz (Carpane, 2007; Oleszczuk et al., 2020) y D. kuscheli en lineas de maiz y cultivares de avena
(Costamagna et al., 2005). En el presente trabajo se propuso estudiar la resistencia de diferentes
genotipos de maiz hacia el insecto vector D. kuscheli. Para ello se realizaron estudios de preferencia,
supervivencia y comportamiento alimentario de este insecto.

Materiales y Métodos

Mantenimiento de la poblacién de Delphacodes kuscheli

Los ejemplares de D. kuscheli sanos (no portadores de MRCV), se obtuvieron a partir de una colonia
establecida en el Centro de Bioinvestigaciones (UNNOBA-CICBA). Estos se mantuvieron en
condiciones controladas de temperatura (25°C), humedad relativa (70-80%) y fotoperiodo (16:8 hs.
de luz-oscuridad), en jaulas de varillas de aluminio cubiertas con tela de malla fina, alimentandose de
plantas de avena.



v

Preferencia (Antixenosis) en distintos hibridos de maiz

Se utilizaron 4 hibridos de maiz (DK670, DK72-10, DK79-10, DK390), siendo los dos primeros
seleccionados en la regidén endémica de Mal de Rio Cuarto y los otros en regiones sin presencia de
esta enfermedad. Se evalud la preferencia en los estadios fenoldgicos V1, V2 y V4. Para ello se
colocd una planta de cada hibrido bajo una campana, en la que se liberaron 6 hembras adultas. Se
registro la cantidad de insectos posados en cada hibrido a las 1, 6, 24, 30 y 48 horas. Cada campana
se considerd una repeticion, se efectuaron 16 repeticiones.

Supervivencia (Antibiosis) en distintos hibridos de maiz

El material bioldgico utilizado fue igual al descrito para los experimentos de preferencia. Se colocaron
cuatro hembras adultas en cada planta en estadio fenoldgico V1 y se registré el nimero de insectos
vivos a los 1, 2, 3, 4 y 5 dias. Cada jaula individual conteniendo una planta de uno de los 4 hibridos
se considerd como una repeticién.

Comportamiento alimenticio

Dos hibridos de maiz fueron utilizados en este experimento: DK670 y DK72-10, debido a que
difirieron en los ensayos mencionados arriba. Se usdé avena como control. El comportamiento
alimenticio de D. kuscheli se evalud utilizando la técnica de EPG (Electrical Penetration Graph),
usando el equipo Giga-8dd EPG-DC (EPG Systems, Wageningen, The Netherlands). Este equipo
permite evaluar el comportamiento alimenticio de ocho insectos en simultaneo. Se utilizaron hembras
adultas que fueron anestesiadas colocandolas en tubos de vidrio mantenidos en hielo por 30
minutos. Los insectos inmovilizados de esta forma se colocaron sobre una placa de Petri para unir su
escutelo a un hilo de oro de 2-3 centimetros de largo y 18 um de didmetro con pintura de plata
conductiva, bajo lupa estereoscdpica. El otro extremo del hilo de oro se pegd, a través de un cable de
cobre, a un clavo posicionado dentro de cada cabezal del equipo. Por otro lado, un electrodo de cobre
de 2 mm de diametro se colocd en la tierra de la maceta que contiene la planta. Las plantas se
colocaron dentro de la jaula de Faraday y se utilizé un tubo de cartdn para plegar la hoja y asi facilitar
la alimentacion del insecto. Las corridas de EPG se realizaron durante 20 horas a 25 °C y humedad
relativa del 70 %. Las ondas generadas se identificaron visualmente y se clasificaron con el programa
Stylet+, relaciondndose las ondas con las siguientes actividades durante la alimentacién: np (sin
actividad), C (actividad en mesdfilo), E1 (salivacion en floema), E2 (ingestidn de floema) y G (ingestién
de xilema). Las secuencias de ondas se guardaron como archivos ANA en Stylet+, calculdndose
diversas variables de comportamiento alimenticio segun Giordanengo (2014).

Disefio experimental y analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se usé el mddulo de modelos lineales generalizados mixtos en software
Infostat (Di Rienzo et al., 2020) ajustado por el paquete nnet con lenguaje R (R core team, 2018). En
el ensayo de preferencia, el disefno estadistico fue en bloques completamente aleatorizados (DBCA).
Las variables evaluadas fueron el nimero de insectos posados en cada hibrido a lo largo del tiempo.
Los efectos fijos fueron el hibrido, el momento desde el inicio del ensayo y su interaccion. En el
ensayo de supervivencia, el disefio estadistico utilizado fue completamente aleatorizado (DCA). La
variable evaluada fue el niimero maximo de dias en que se observaron insectos vivos en cada hibrido.
En el ensayo de comportamiento alimenticio se utilizd la distribucion de Poisson para conteos vy
Gamma para duraciones segun la variable evaluada.



v

Preferencia en los distintos hibridos de maiz

En el ensayo de preferencia en distintos hibridos de maiz (Figura 1A) se obtuvieron diferencias
significativas en el efecto hibrido (p<0.0001), como su interaccién con el efecto de momento desde el
inicio del ensayo (p<0.001), pero no del momento de liberacion (p=0.9488). El efecto del hibrido se
observé que la preferencia mantenia la siguiente secuencia (de mayor a menor preferencia) DK72-10
> DK79-10 > DK390 > DK670. El efecto de la interaccion de los hibridos y momento muestra
diferencias significativas con respecto al hibrido DK79-10 respecto a los demas, disminuyendo su
preferencia a medida que transcurre el ensayo hasta su finalizacion.

Supervivencia en los distintos hibridos de maiz

Hubo diferencias significativas (p<0.0001) en relacion a la cantidad de dias en que se observaron
insectos vivos (Figura 1B). Los insectos sobrevivieron en promedio 3.9 dias sobre DK72-10, mientras
que en los demds hibridos se observd una menor supervivencia, sin diferencias estadisticas entre

ellos.
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Figura 1A: Preferencia (probabilidad de tener insectos posados) en distintos hibridos a lo largo del tiempo. B:
Supervivencia (dias) de insectos en distintos hibridos. Los valores que comparten la misma letra no son estadisticamente
diferentes a un nivel de significancia de 5%.

Comportamiento alimenticio

En base a los datos previos se escogieron los hibridos DK670 y DK72-10 (de comportamiento
contrastante, a pesar de ser ambos seleccionados en la regidén endémica de Mal de Rio Cuarto) para
los experimentos de preferencia alimenticia de D. kuscheli. Los ensayos de EPG mostraron las
mismas ondas identificadas en estudios anteriores (Figura 2) y se clasificaron en ingestion de floema,
ingestidn de xilema, salivacion en floema y actividad en mesdfilo.



Figura 2. Muestras de ondas representativas obtenidas en ensayos de EPG. A: ingestidn de floema. B: salivacion en
floema. C: ingestion de xilema. D: insercidn de estiletes en mesdfilo.

La Figura 3 y la Tabla 1 muestran variables del comportamiento alimenticio de D. kuscheli,
observandose diferencias significativas entre genotipos. Ambos hibridos de maiz fueron menos
aceptados para la alimentacion que avena, siendo esta tendencia mas marcada en DK670 que en
DK72-10. En comparacion a los otros genotipos, se infiere que DK670 mostré resistencia basada en
epidermis-mesdfilo al tener un menor tiempo total de alimentacidn, mayor cantidad de periodos de
alimentacién antes de conectar floema y mas periodos breves de alimentacion (Tabla 1).
Adicionalmente, se infiere la presencia de resistencia en floema, ya que no hubo ingestién de floema
en este hibrido (Figura 3).
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Figura 3: Variables de comportamiento alimenticio en cada genotipo evaluado. S_E1: Tiempo total de salivacion en
floema. S_E12: Duracién del tiempo de salivacién mas el tiempo de ingestién en floema. S_E2: Tiempo total de ingestion

en floema. S_Pr: tiempo total de alimentacion.

Por su parte, DK72-10 mostré un comportamiento intermedio entre DK670 (el mas resistente) vy la
avena (el huésped mas preferido de los incluidos en este ensayo). Esto se manifestd en el tiempo
total de alimentacion y el tiempo de ingestién en floema (Figura 3).

Variable Avena DK72-10 DK670

n bPr 05 05 B 3,0 0,8 A 23 05 A
n C 64 1,2 B 129 1,7 A 6,0 09 B
n G 28 09 A 3.7 1,2 A 1.2 0,5 B
n El 194 09 A 11,3 29 B 32 09 C
nPrlE 1,1 02 C 33 30 B 123 2,7 A

Tabla 1. Variables de comportamiento alimenticio (NUmero de periodos, medias +/ error estandar) en cada genotipo.
n_bPr: periodos breves de alimentacién. n_C: alimentacién en mesofilo. n_G: ingestidn en xilema. n_E1: salivacién en
floema. n_Pr_1E: eventos antes del primer evento en floema. Genotipos que comparten letra en cada variable no difirieron

estadisticamente (p=0.05).

Discusidén

Los resultados obtenidos en los ensayos con los hibridos evaluados corroboran que existe
antixenosis y antibiosis hacia los insectos, lo que redujo su preferenciay supervivencia en relacién al
hibrido DK72-10. De igual modo, trabajos realizados en trigo en D. kuscheli (Brentassi et al., 2007) vy
el pulgdn Sipha maydis (Saldua, 2011) encontraron antixenosis y antibiosis en algunos genotipos
evaluados. En base a los resultados obtenidos en este trabajo, el orden de resistencia hacia los
hibridos por antibiosis frente a D. kuscheli se definié como: DK390=DK79-10=DK670>DK72-10 vy
por antixenosis fue de DK670=DK390=DK79-10>DK72-10, concordando que el hibrido DK72-10

fue el mas susceptible al insecto en ambos pardmetros evaluados.

Con respecto al comportamiento alimenticio de D. kuscheli, se confirmé que la avena es mas
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preferida que el maiz (Brentassi et al., 2019), y ademds que D. kuscheli pudo alimentarse en
DK72-10, no asi en DK670. Estos resultados coinciden ya que, segun los valores obtenidos, la mejor
calidad de la planta es para la avena y la menor calidad es para el hibrido DK670. Esto sugeriria que
la inoculacion del patdgeno MRCV no seria exitosa en este hibrido. Futuras pruebas con insectos
inoculativos podrian corroborar esta hipdtesis, aunque los resultados de este trabajo son de por si
una herramienta inicial valiosa para identificar genotipos resistentes a D. kuscheli vy
consecuentemente a la virosis del Mal de Rio Cuarto.
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