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RESUMEN

El presente trabajo busca alternativas para el manejo del virus de la hoja
amarilla de la cafia de azucar (SCYLV), combinando la obtencién de semilla
sana libre del virus y su posterior manejo para reducir las reinfecciones en
campo debidas a la presencia del afido blanco (Melanaphis sacchari Zehnt),
vector del virus. Para el efecto se planted la aplicacién de herramientas de
cultivo de tejidos; como son: la extraccion de meristemos, induccion de callos
embriogénicos y la utilizacion del viricida Ribavirin (Virazole); asi como, el
uso del &cido salicilico (AS), que actua como elicitor en las respuestas de
Resistencia Sistémica Adquirida (SAR). Adicionalmente a los tratamientos In
Vitro, se utilizaron los controles de termoterapia y agua caliente. La menor
incidencia del virus fue observada en las plantas tratadas con el inductor AS
y en los explantes sometidos a la induccion de callos embriogénicos,
seguidas de la extraccion de meristemos y la aplicaciéon de Ribavirin, que
presentaron el mismo nivel de significancia estadistica; mientras que, los
tratamientos sometidos a termoterapia y agua caliente mostraron los niveles
mas altos de incidencia. El ensayo de campo para observar la reinfeccion de
plantas meristematicas con el SCYLV, consistio en analizar el efecto de la
aplicacion preventiva del insecticida sistémico imidacloprid (Confidor),
alternado con acefato (Orthene), combinando con los inductores de SAR: el

AS y un Kit comercial (Releaf-Stoler Co.). Tanto los insecticidas como los
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inductores se aplicaron hasta los ocho meses de edad a intervalos
mensuales. La proteccion de las plantas meristematicas, con la combinacion
de insecticidas e inductores de SAR, fue significativa, comparadas con el
testigo sin tratamiento, a los 2, 4 y 8 meses después del transplante. En
ambos ensayos, los diagndsticos virales fueron efectuados utilizando la

técnica inmunoenziméatica Tissue blot Immunoassay (TBIA).
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GLOSARIO

Anticuerpo. Sustancia existente en el organismo animal, o producida en él
como respuesta a la introduccién de un antigeno, que se opone a la accién

de otros elementos, como bacterias, toxinas, etc.

Antigeno. Toda molécula de origen bacterial, viral o fungica que a penetrar
en un organismo animal, reacciona con los productos resultantes de la
inmunidad celular o humoral (anticuerpos) y desencadena una reaccion

inmunitaria.

Apoptosis. Ver PCD (muerte celular programada).

Elicitor. Cualquier molécula capaz de activar los mecanismos de defensa en

las plantas. Con frecuencia puede ser una proteina producida por algun

patégeno.

Patdégeno. Se dice del elemento de origen bibtico, incluyendo a los virus; que

origina y desarrolla una enfermedad.

PCD. Acronimo de muerte celular programada (Programed Cellular Death,

por sus siglas en inglés), también llamada apoptosis la cual es el resultado
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de una reaccion de hipersensibilidad y en la que el tejido celular vegetal
muere a causa de un evento celular natural el cual también puede ser

inducido por condiciones patolégicas.

PCR. Acrénimo de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain
Reaction por sus siglas en inglés) y hace referencia a una técnica de biologia
molecular descrita en 1986 por Kary Mullis!, cuyo objetivo es obtener un gran
namero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un

minimo. En teoria basta partir de una Unica copia de ese fragmento.

Receptor. Cualquier molécula, por lo general de naturaleza proteica, que se
encuentra en las membranas celulares y se encarga de recibir la informacion
transmitida por un elicitor u otra molécula transductora de sefales en las

células.

SAR. Siglas de Resistencia Sistémica Adquirida (Systemic Adquired
Resistance); y se refiere a los mecanismos de defensa activados por un
elicitor o en respuesta al atague de patdgenos. En este proceso se activan
numMerosos genes cuyos productos degradan la pared celular de bacterias u

hongos, destruyen células infectadas, entre otros eventos.


http://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/1986
http://es.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN

XV

Variacion Somaclonal. Cambios en la constitucién genética de un tejido
vegetal al ser sometido a condiciones de stress como radiacion y/o altas

concentraciones de reguladores de crecimiento.

Vector. Cualquier organismo, por lo general de la clase insecta o protozoa;
gue se encarga de la transmisién de enfermedades desde un individuo

enfermo hasta uno sano, mediante la succion de los liquidos celulares.
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INTRODUCCION

El desarrollo de esta investigacion comprende la busqueda de plantas de
cafia de azucar (Saccharum officinarum) libres del virus SCYLV (Sugarcane
Yellow Leaf Virus), mediante el empleo de técnicas de cultivos de tejidos,
utilizacion de un viricida y el uso de inductores de Resistencia Sistémica
Adquirida (SAR). Para el efecto, se utilizaron plantas de cafia de azlcar
infectadas con el virus SCYLV y sometidas a termoterapia, extraccion de
meristemos e induccion de callos embriogénicos In Vitro. A estas plantas se
les aplicé el viricida Ribavirin y acido salicilico (AS) (aplicados al medio de

cultivo) con el objetivo obtener plantas sanas libres del virus.

Adicionalmente se establecio un ensayo de campo en el que se cultivaron
plantas In Vitro y asperjadas por los inductores SAR, los inductores Kit Releaf
(Stoler Co.) y AS, con el fin de estimular los mecanismos SAR en las plantas
y evitar las reinfecciones con el virus SCYLV en campo. Al empleo de estas
moléculas se sumo la aplicacion de insecticidas con el propdésito de evitar la

accion de Melanaphis sacchari, vector del virus.

Tanto en el ensayo de laboratorio como en el ensayo de campo, se tomaron
muestras de hojas de las plantas sometidas a los distintos tratamientos para
evaluar la presencia o ausencia del virus y determinar la eficacia o nulidad

de las técnicas y moléculas empleadas en la investigacion.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1. Antecedentes

El sector caficultor es uno de los de mayor dinamia en el Ecuador;
puesto que el cultivo de cafla de azucar posee una importancia
economica y social preponderante, generando empleo en la época
de zafra a 30000 personas directamente y 80000 indirectamente,
pertenecientes al  sector rural principalmente. Esta actividad
contribuye con el 1.4% al PIB nacional y con el 12% al PIB agricola

(28).

Las enfermedades de tipo sistémico, como es el virus de la hoja
amarilla (SCYLV), afectan directamente el desarrollo de la cafia de
azlcar generando importantes pérdidas en el rendimiento de las

plantaciones. Los diagnosticos han encontrado canteros comerciales



con altos niveles de incidencia, especialmente del virus baciliforme
de la cafia de azucar (SCBV) en las variedades Ragnar, B76-78 y
SSP-98127; mientras que, SCYLV se ha detectado en las
variedades CR74-250, Ragnar, B76-78, PR67-1050, CC85-92 y

SP84-5560, entre otras (12).

Las infecciones del virus presentan una incidencia promedio del
26.31% en los tres ingenios azucareros mas importantes del pais
(San Carlos, Ecu-dos y Valdez) y con niveles maximos de hasta
99.3 % de infeccion, distribuidos en el 73.82% de los canteros

evaluados, particularmente en los ingenios San Carlos y Valdez (12).

El CINCAE ha establecido un sistema de limpieza y multiplicacion de
semilla sana y diagndstico de enfermedades para el establecimiento
de semilleros sanos, donde se garantiza la sanidad de la semilla. Por
otro lado, para la importacion de variedades, existe un proceso
cuarentenario, en el cual esas mismas técnicas son utilizadas para
su indexacion (12). Dentro de este proceso se cuenta con la
produccion de semilla sana mediante la micropropagacién in vitro.
En esta técnica se emplean meristemas apicales que estan libres de

contaminacién y muestran rapido crecimiento y division celular (25).



1.2. Categorizaciéon de semilleros de cafia de azucar.

En CINCAE, para la certificacién en cada uno de los semilleros se
utilizan criterios fitosanitarios, desde la semilla generada in Vitro
(multiplicacion y limpieza inicial), continuando con el establecimiento
de semilleros Fundacion o prebéasicos (multiplicacion y limpieza
masiva), hasta los semilleros convencionales (multiplicacion
convencional y limpieza final) (11). Estos semilleros se clasifican de

la siguiente manera:

- Semillero fundacion. Este semillero se debe establecer en un
area en lo posible aislada, en el que se siembran las variedades
promisorias desarrolladas por los centros de investigacion
pertinentes y las variedades comerciales de interés de los ingenios

azucareros, multiplicadas mediante cultivo de tejidos (11).

- Semillero béasico. Este semillero se establece con semilla
seleccionada a partir del semillero Fundacion. Se puede obtener a
partir de plantulas de yemas individuales a partir del semillero
Fundaciéon, o mediante la siembra de paquetes de semilla como se

realiza convencionalmente (11).



- Semillero semi-comercial. Se establecen en las plantaciones
de los ingenios azucareros, utlizando semilla proveniente del
semillero basico, la cual es cortada entre los 7 y 9 meses de edad

(11).

- Siembra comercial. Se establece en plantaciones de los
ingenios, utilizando semilla proveniente del semillero semi-comercial,

la cual es cortada entre los 7 y 9 meses de edad (11).

1.3. Caracteristicas del virus SCYLV

El virus SCYLV es considerado un Polerovirus de la familia
Luteoviridae, que posee un genoma compuesto por ARN de una sola
banda de cinco a ocho Kb; y al igual que los demas virus de este
grupo se encuentra limitado al floema. La proteina de la capside
tiene una masa molecular relativa de 27 KDa y no es glicosilada. Las
particulas virales son de forma circular y poseen un diametro de 22 a

24 nm (20).

Inicialmente la enfermedad estaba asociada con dos patdgenos, el
fitoplasma Sugarcane yellow phytoplasma (SCYP) y el virus
Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV). Estos autores finalmente

concluyeron que se trata de dos organismos diferentes. El primero



de ellos fue diagnosticado mediante la técnica molecular
denominada Nested-PCR, utilizando los primers R16F2n y R16R2,
obteniendo una banda de 1250 pb de 16SrDNA; y, para el caso del
virus se empledé RT-PCR, obteniendo un fragmento amplificado de

352 pb, utilizando los primers YLS 462y YLS 111 (23, 24).

1.4. Insectos vectores y diseminacion del virus
Existen varios insectos vectores que trasmiten el virus SCYLV de
manera no persistente, entre los cuales se encuentran el afido
blanco (Melanaphis sacchari Zehnt), el afido del maiz
(Rhopalosiphum maidis) y el afido blanco del arroz (R.
rufiabdominales); conociéndose ademas que no es transmitido

mecanicamente (30).

Se han realizado estudios en el que durante dos estaciones de
crecimiento de la cafia de azucar, el mayor incremento en los niveles
de infeccion de la enfermedad de la hoja amarilla coincidié con el
incremento en los indices de infestacion del afido blanco, M.

sacchari Zehnt (16).

En otras investigaciones, se encontré6 que la dispersion de la

enfermedad estuvo ligada a los altos niveles de poblacion del afido



blanco alados (M. sacchari) y fue seguida por una infeccion vecina
debido probablemente al movimiento de los &fidos de planta a planta
(9). Estos resultados concluyen que la infeccién primaria de plantas
libres de la enfermedad debida a los afidos alados, es baja y ocurre
durante el primer estado de crecimiento (3 a 4 meses). A partir de
este momento, la infeccion ocurre a partir de las primeras plantas

infectadas (9).

1.5. Alternativas para la eliminacion de virus en cafia de azucar

1.5.1. Cultivo de meristemos
Aunque los meristemas apicales son a menudo libres de virus,
esto no puede ser contemplado como un fendmeno de
ocurrencia universal (21). Existe suficiente evidencia para
sugerir que algunos virus invaden la region meristematica de
los apices en crecimiento. Algunos de los virus conocidos por
invadir la region meristematica de los apices de los brotes son
el Virus del mosaico del tabaco (TMV), virus X de la papa
(PXV) (Mori, 1977) y el virus del mosaico del pepino (CMV)

(Walkey y Cooper, 1972) (21,22).

Luego de la termoterapia, en la limpieza de semilla in vitro, el

meristema que se extrae es lo mas pequefio posible,



alcanzando unos 2 mm de largo. Este meristemo se extrae
asépticamente bajo una camara de flujo laminar horizontal,
con la ayuda de un estereomicroscopio. Se coloca en medio
de cultivo MS | basado en las sales de Murashige y Skoog
(1962) o medio de establecimiento, que le permite crecer
(elongarse) bajo oscuridad y en agitacion. Luego de 15 dias,
este meristemo se coloca en el medio de multiplicacion
denominado MS Il. Este medio, rico en citocininas, provoca
una proliferacion de tallos laterales. Estos tallos laterales
pasaran al medio de enraizamiento o MS Ill con contenidos de

auxinas y una reduccién de citoquininas (3).

En los trabajos de investigacion realizados por Comstock y
Miller (2001), existieron diferencias considerables en las
toneladas de cafia por hectarea y toneladas de azucar por
hectarea, del 4 y 8%, respectivamente; en plantas obtenidas

por cultivo de tejidos y las plantas tratadas con agua caliente

(6).

1.5.2. Induccion de callos embriogénicos
Una alternativa que puede ser viable para la eliminacion de

virus gque invaden el meristemo es la induccién de callos, la



cual consiste en el tratamiento de los explantes con
sustancias como el 2,4-D (&cido 2,4 diclorofenoxiacetico). Los
resultados de ensayos recientes demuestran que la aplicacion
de 2,4-D en concentraciones de 3 mg.L™ induce un desarrollo

adecuado del tamaiio del callo (31).

La hormona 2,4-D se utiliza para la obtencion de callos, los
cuales sirven para la regeneracion de plantas y la obtencion
de suspensiones celulares a partir de tejidos vegetales, con el
objeto de inducir mutagénesis y obtener nuevas variedades.
El 2,4-D tiene accion especial en las plantas, actuando como
regulador de multiplicacion celular a bajas concentraciones y
es toxico a niveles altos, por lo que es utlizado como
herbicida selectivo y también en el tratamiento de la caida de

los frutos (25).

En varios ensayos con cafa de azucar se emplearon medios
para induccion de callos utilizando 2,4-D en concentraciones
de 6.7g.L™. Los callos embriogénicos fueron subcultivados a
intervalos mensuales y regenerados en un medio desprovisto
de 2,4-D (24). La limpieza a través de callos requiere de

menos cuidado que el cultivo de meristemos y todas las
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plantas regeneradas estan libres de virus. Sin embargo, el
cultivo de callos debe ser tratado cuidadosamente debido a

una posible variacion somaclonal (24).

En los ensayos antes descritos se obtuvieron plantas 100%
libres de virus al someterlas a la induccién de callos
embriogénicos, indicando ademas que un simple subcultivo
de callo fue suficiente para obtener limpieza, tanto de SCYLV

como de SCYP (24).

1.5.3. Tratamiento térmico y termoterapia
Otra de las alternativas para la obtencion de plantas libres de
enfermedades sistémicas es el tratamiento térmico. Para
iniciar un tratamiento de termoterapia en plantulas de cafa de
azlcar se requiere inicialmente obtener yemas de tallos de
plantas con una edad de 8 a 10 meses de edad. Se corta un
pedazo de aproximadamente 3.5 cm de largo con poca
cantidad de tejido del tallo, que protege a la yema.
Posteriormente, las yemas se someten a un pre-tratamiento
colocandolas en agua caliente a una temperatura de 50° C

por diez minutos, se dejan reposar por 8 — 12 horas y
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finalmente son tratadas en agua caliente a 51° C por una hora

A).

Las yemas tratadas se sumergen en una solucion de Folicur
250 CE (tebuconazole), en dosis de 2 ml.L™" para evitar el
ataque de hongos del suelo (11). Estas yemas son colocadas
en bandejas para su posterior germinacién con sustrato
compuesto por ceniza y cachaza (relacion 3:1,
respectivamente) y luego de 15 dias son colocadas en una
camara de termoterapia durante 21 dias a una temperatura de

40° Cy 12 horas luz (12).

No obstante, de acuerdo con Castillo, et al (3); los
tratamientos con agua corrida durante 48 horas mas agua
caliente a 51° C son efectivos para la eliminacion de la
bacteria de la escaldadura foliar pero inefectivo para el control
del virus de la hoja amarilla. De igual forma, el tratamiento
anterior mas la termoterapia tampoco resultaron eficaces

como alternativas de limpieza viral (11).
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1.5.4. Tratamiento quimico (agentes antivirales)

Existen agentes antivirales probados en seres humanos, entre
ellos; amentedina (Symmetrel), rimantidina (Flumadina),
ribavirin (Virazole), trifluoridina (Viroptic), aciclovin (Zorivax),
famciclovin  (Famvir), ganciclovin (Cytovene), foscarnet
(Foseavir), habiéndose utilizado con éxito en plantas. Este
trabajo cita como ejemplo al Virazole como alternativa para la

eliminacion del virus de la hoja amarilla (22).

Varias investigaciones cientificas han reportado el uso de
agentes antivirales para la eliminacion de algunos virus.
Estos compuestos fueron inicialmente utilizados en humanos
y animales, pero dado su amplio espectro se utilizaron luego
para eliminar virus en plantas. Algunos autores realizaron
ensayos en busca de la eliminacién de virus mediante el uso
del viricida Ribavirin en dosis de 10 - 75 mg.L? en las
variedades de cafa de azucar D 1135, M 13/18, M 168/33 y
MB 09/72. El agente antiviral puede ser incluido en el medio
de cultivo para la obtencion de vitroplantas, aunque los

resultados no fueron del todo efectivos (23, 24).
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Ribavirin es una molécula que posee actividad antiviral cuya
accion no ha sido completamente elucidada, aunque parece
interferir con la sintesis de ADN y ARN; y consecuentemente
con la sintesis de proteinas. Su accion resulta principalmente
en un efecto virustatico intracelular en virus sensibles a
Ribavirin, aunque su mecanismo de accidon puede variar

dependiendo del virus (1).

1.5.5. Induccién de Resistencia Sistémica Adquirida (SAR)

Son conocidas las actividades de ciertas moléculas
denominadas elicitores que actian desencadenando
respuestas de defensa en las plantas. Esta respuesta que
incluye la activacion de mas de una via bioquimica se
denomina Resistencia Sistémica Adquirida, (SAR, por sus
siglas en inglés). Existen muchas moléculas que actian
activando respuestas SAR; entre ellas, el mas conocido es el
acido salicilico (AS), el cual induce la produccion de proteinas
PR (proteinas relacionadas con la patogenia), asi como la
activacion de varias vias bioquimicas que incrementan la

resistencia a las infecciones (15).
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Los procesos de resistencia son iniciados como una reaccion
oxidativa en los tejidos, que culmina con una lesion necroética
localizada, y; seguidamente la proteccion sistémica SAR se
distribuye gradualmente en toda la planta. Ante el ataque de
un patdégeno, la planta prontamente responde mediante la
produccion de formas reducidas de oxigeno con la
acumulacién de peréxido de hidrégeno que puede
contrarrestar el ataque del patégeno. Sin embargo, también
puede afectar a la planta, por lo que para evitar este dafo, el
metabolismo vegetal incrementa la sintesis de antioxidantes
estratégicos, tales como acido ascérbico, glutation y enzimas

relacionadas (15).

El desarrollo de respuestas de defensa esta asociado con
varios mecanismos celulares, tales como la muerte celular
programada (CPD, por sus siglas en inglés), aunque un poco
diferente de la ocasionada por dafios fisicos o la provocada
por compuestos toxicos. Esta respuesta hipersensible genera
la acumulacion de acido salicilico (AS) en las células vecinas
y la expresion de proteinas relacionadas con la defensa

denominadas usualmente proteinas PR, entre las que se
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encuentran las enzimas hidroliticas, quitinasas, f-1,3

glucanasas, entre otras proteinas (2, 15).

Recientemente se han registrado trabajos en Banano, Tomate
y Arroz, en los que se han empleado agentes inductores de la
resistencia sistémica, entre los que se encuentran el Acido
Salicilico, Acibenzolar-S-Methyl y compuestos elaborados
con algunos microelementos, poliaminas y activadores de Ca*
— Calmodulina, como el Kit Releaf y otros. Estos han sido
usados eficientemente contra la infeccion de bacterias, virus
y hongos (5), observandose un incremento de la resistencia a
la infeccibn en las plantas estudiadas. Estos productos
pueden ser una alternativa al manejo de la infeccidon ex vitro

del SCYLV en plantulas de cafia de azucar con el fin de

garantizar una mayor sanidad de la semilla producida in Vitro

(5).

En algunos ensayos de campo se encontré6 que la
combinacion del bacteriéfago y el inductor de resistencia ASM
(Acibenzolar -S- Methyl) mostr6 el mejor control contra la
mancha bacterial en tomates (27); mientras que, segun

Momol et al (2004), en ensayos similares para el control de
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TSWV (Tomato Spot Wilt Virus) observé que el ASM fue

efectivo reduciendo la incidencia de la enfermedad (17, 29).

1.6. Técnicas utilizadas para el diagndstico viral

Para certificar la sanidad de las vitroplantas obtenidas por estos
sistemas es necesario contar con técnicas de diagndstico rapidas,
especificas y sensibles. Para la deteccion del virus de la hoja
amarilla se emplea la técnica denominada Tissue Blot Immunoassay
(TBIA) y DAS-ELISA (12, 30). Este diagnostico se realiza antes de
iniciar el proceso y durante las primeras etapas de multiplicacion, asi

como en las evaluaciones periodicas en campo (3).

Asi también, la técnica denominada RT-PCR (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction) surge como una importante alternativa
para el diagnostico viral, que ademas posee una gran sensibilidad

para la deteccion de ARNm viral (8).

Para el caso del SCYLV, las herramientas de diagndstico mas
empleadas son la técnica molecular RT-PCR y la técnica
inmunoenzimatica TBIA (Tissue Blot Immunoassay), que consiste en
el uso de una membraba de nitrocelulosa sobre la cual se imprime la

porcién de la nervadura central de la primera hoja con ligula visible



17

(TVD, Top Vissible Dewlap, por sus siglas en inglés) de cada uno de
los tallos muestreados. Seguidamente, esta membrana es sometida

al protocolo de TBIA (12).

Los diagnosticos con RT-PCR se efectian utilizando los primers
0fM323 y ofM359 (US Sugar Corporation, Florida, USA) los cuales
amplifican parte del genoma que codifica para la capside del SCYLV.
La RT-PCR se realiza en un termociclador en las siguientes
condiciones: un ciclo; 94° C, un min; 54° C un miny 72° C 20 min, 40
ciclos; 94° C, un min; 54° C, un miny 72° C dos min y un paso final a
72° C por 10 min. Los productos de la RT-PCR son corridos en geles

de electroforesis con agarosa al 1.8% (23, 24).
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1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo general

Implementar un procedimiento efectivo de limpieza y manejo
del virus SCYLV que permita el establecimiento de semilleros
fundacion de cafia de azucar (Saccharum officinarum) de alta

calidad fitosanitaria.

1.7.2. Objetivos especificos

1. Determinar la eficiencia del cultivo de meristemos y la
induccion de callos embriogénicos en la eliminacion del virus

SCYLV.

2. Evaluar la eficiencia de la aplicacion In Vitro del agente
viricida Virazole (Rivavirin) y el inductor de SAR, Acido

Salicilico (AS), en la eliminacion del virus SCYLV.

3. Establecer la eficiencia a nivel de campo de los inductores AS
y un Kit Releaf (Stoller, Co), combinada con la aplicacién de

insecticida, en el control del virus SCYLV.
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CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacion geogréafica

La investigacion se realizo en los laboratorios y en el lote 3 de los
campos experimentales del Centro de Investigacion de la Cafa de
Azucar del Ecuador (CINCAE), ubicado en el Km 49.6 Via Duran —
Tambo, provincia del Guayas, a 02° 19" 33" de latitud Sur y 79°
2683 de longitud Oeste, con una temperatura promedio anual de
25° C, precipitacion media anual de 1202,2 mm, con humedad
relativa del 80.1% y a una altura de 60 msnm (20). Los trabajos se

desarrollaron a partir de marzo del 2005 hasta septiembre del 2006.



20

2.2. Empleo de técnicas de cultivo de tejidos para la limpieza de

SCYLV en la variedad CR74-250

2.2.1. Recoleccion de material enfermo

2.2.2.

Este estudio se inici6 con la bisqueda de plantas infectadas
con SCYLV. Se utilizé la variedad CR 74-250 que presenta
una alta incidencia de infeccién por parte del virus en estudio.
Las plantas utilizadas la investigacion fueron aquellas que
luego de un andlisis mediante la técnica Tissue Blot

Immunoassay (TBIA) resultaron positivas para este virus.

Obtencidén de semilla enferma, aplicacion de tratamiento

con agua caliente y siembra en bandejas.

Después del diagnéstico y conociendo las cepas enfermas
con el SCYLV, los tallos fueron cortados para extraer las
yemas usando una maquina extractora. Estas yemas se
colocaron en agua recirculante durante 48 horas para
estimular la germinacion de las mismas. Luego de esto, las
yemas se sometieron a un tratamiento con agua caliente, a
51° C durante una hora y posteriormente sumergirlas en el
fungicida Folicur 250 EC (tebuconazole) en dosis de 2 ml.L*

durante cinco minutos.



21

Las yemas se sembraron en bandejas plasticas, con un
sustrato compuesto por una mezcla de ceniza, cachaza y
arena en proporcion de 3:1:1, respectivamente. El material
sembrado se coloc6 en un invernadero en completo
aislamiento para generar el calor necesario que permita la

germinacion de las yemas.

2.2.3. Aplicacion de la termoterapia

Una vez que las plantulas desarrollaron suficiente volumen de
raices y habiendo alcanzado una altura aproximada de 10 cm,
se colocaron en la camara de termoterapia que proporciona
una temperatura de 41° C y 12 horas de fotoperiodo (Figura
2.1). En estas condiciones, las plantas permanecieron 15
dias, durante el cual se les suministr6 agua por medio de
riegos diarios para evitar que el sustrato alcance su punto de

marchitez permanente.

A partir de estas plantas se extrajeron los meristemos, que
fueron cultivados In Vitro de acuerdo con los tratamientos a

ensayar.
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Figura 2.1. Plantulas sometidas a termoterapiaa 41°C
durante 15 dias. CINCAE, 2006.

2.2.4. Establecimiento en medio MS 1y MS I

Estos meristemos se cultivaron In Vitro para la regeneracion
de plantas, utilizando el medio de cultivo | (MS 1) (ver
apéndices para la composicion de los medios) o medio de
establecimiento, colocado en condiciones de  oscuridad
durante 10 dias. Los meristemos se colocaron en medio de
cultivo fresco y puestos en agitacion en una zaranda a 200

rpm durante un periodo de 30 dias.

Luego de esto, los meristemos fueron transferidos al medio de

multiplicacion (MS 1) durante 15 dias con un fotoperiodo de
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12 horas y una temperatura promedio de 25° C (Figura 2.2).
Este medio es rico en citoquininas, lo que induce a la
proliferacion de tallos laterales. En esta investigacion se
efectuaron dos subcultivos que fueron sembrados en medio
MS Il para la formacién de raices y posterior endurecimiento

bajo invernadero.

Figura 2.2. Crecimiento y multiplicacion de plantulas
meristematicas. CINCAE, 2006.

2.2.5. Enraizamiento de plantulas en medio MS I

Para la fase de enraizamiento las plantas fueron transferidas
al medio MSIII utilizando Kinetina y el acido Indol Butirico,

colocando cada macollo (tallo) al nuevo medio. En esta etapa
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las plantas permanecieron por un periodo de 20 dias,

aproximadamente (Figura 2.3).

Figura 2.3. Desarrollo de raices en medio liquido MS lll.
CINCAE, 2006.

2.2.6. Induccion de callos embriogénicos

Los callos embriogénicos fueron inducidos a partir de los
meristemos extraidos de acuerdo a la metodologia antes
descrita, esto es; fueron sometidos a tratamientos de agua
corrida, agua caliente, tratamiento fungicida y termoterapia. La
porcién central de cada explante se colocé en frascos de
compota que contenian medio sdlido enriquecido con 2,4 — D
(2,4 - Diclorofenoxiacético) en concentraciones de 3 mg.L™

(apéndice A).
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Los frascos sembrados se colocaron en la sala de incubacion
y se mantuvieron en penumbra por un periodo aproximado de
30 dias, hasta observar la formacion de una pequefia masa
celular de color blanquecino y consistencia cremosa. A partir
de entonces, los explantes fueron expuestos a la luz para que
continlen su crecimiento, permaneciendo en estas
condiciones por un lapso de 30 dias méas. Una vez
establecidos y teniendo una masa celular de
aproximadamente 1,5 cm de diametro, los callos se colocaron
en medios frescos y multiplicados a partir de éstos,

completando un total de dos subcultivos (Figura 2.4).

Figura 2.4. Induccion de callos en medio sdlido
enriguecido con 2,4-D. CINCAE, 2006.
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2.2.7. Organogénesis indirecta a partir de callos embriogénicos

Para lograr la regeneracion de plantas a partir de callos, éstos
fueron colocados en un medio sélido carente de 2,4-D para su
regeneracion. A partir de los 25 a 30 dias se observaron
puntos verdes (Figura 2.5) y de 17 a 20 dias los nuevos
brotes estaban completamente diferenciados, completando un

tiempo de 42 a 50 dias en este medio (Figura 2.6).

Posterior a ello, los brotes completamente desarrollados y
diferenciados fueron transferidos a medio liquido MSII para la
obtencion de brotes adicionales (Figura 2.7). En este medio,
las plantas permanecieron por espacio de 20 dias y
finalmente se cultivaron en medio MS Ill para la induccién de
raices y su posterior endurecimiento bajo condiciones de

invernadero.
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Figura 2.5. Formacion de puntos verdes a partir de callos
embriogénicos en ausencia de 2,4-D. CINCAE,
2006.

Figura 2.6. Regeneracion de plantas en medio sélido
carente de 2,4-D. CINCAE, 2006.
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Figura 2.7. Plantas regeneradas a partir de callos
embriogénicos. CINCAE, 2006.

2.2.8. Aplicacién de viriciday acido salicilico

Luego de someter las plantas a termoterapia y propagacion In
Vitro mediante cultivo de meristemos, se us6 la molécula
denominada Ribavirin (virazole), en concentraciones de 30
mg.L™?, asi como el &cido salicilico (AS) en concentraciones
de 100 puM. Ambas sustancias fueron aplicadas al medio de

cultivo en fase de multiplicacién o MS II.
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2.2.9. Factores y tratamientos en estudio de ensayo In vitro

El factor en estudio consistio en las técnicas de cutivo de
tejidos para la eliminacién del virus SCYLV. Los tratamientos

en estudio fueron los siguientes:

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos en estudio de ensayo In vitro

Tratam. No Codificacién Descripcion

1 T1 Termoterapia + cult. de meristemos
2 T2 Termoterap. + cult. Meristem. + viricida Ribavirin
3 T3 Termoterapia + cult. de meristem. + SA

Termoterapia + cult. Meristem + Callos

4 T4 Embriogénicos
5 T5 Termoterapia
6 T6 Control

En el primer tratamiento (T1), las plantulas fueron tratadas
con termoterapia y luego se les extrajo el meristemo para
propagarlas In Vitro, sembrandolas en medios de cultivo

adecuados.

En el segundo tratamiento (T2), las plantulas fueron

sometidas a termoterapia, posterior extraccion del meristemo
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y cultivadas In Vitro, para luego aplicarles el viricida Ribavirin

(30 ppm) durante la fase de multiplicacién en medio MS II.

En el tercer tratamiento (T3), las plantulas fueron sometidas a
termoterapia, se extrajo el meristemo y una vez establecidas
se aplico el Acido Salicilico (AS) en concentraciones de 100

uM en medio MS II.

El cuarto tratamiento (T4) consistio en la aplicacion de
termoterapia, extraccion de meristemos y se indujo la
formacion de callos mediante el uso de medios de cultivo

sélido conteniendo 2,4- D en dosis de 3 mg.L™.

En el quinto tratamiento (T5), las plantulas recibieron

Ganicamente el tratamiento de termoterapia.

Finalmente, un sexto grupo de plantas (T6), no recibié ningun
tratamiento y se mantuvieron bajo invernadero con
aplicaciones periodicas de insecticida para evitar la presencia
del insecto vector de la enfermedad. Estas plantas se

utilizaron como control absoluto o testigo absoluto del ensayo.
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2.2.10. Disefio experimental

Se utilizd un disefio en bloques completos al azar (DBCA)

buscando la total homogeneidad en cada bloque.

2.2.10.1. Unidad experimental

Cada unidad experimental estuvo conformada por un
grupo de 20 plantulas de la variedad CR74-250
obtenida a partir de yemas, cultivada en bandejas
plasticas y sometidas a termoterapia. Posteriormente
se extrajo el meristemo de cada una de ellas y se

propagd mediante cultivo de tejidos.

2.2.10.2. Numero de repeticiones y observaciones

Se colocaron 3 repeticiones para cada tratamiento.
Se tomo un brote por cada explante obtenido In Vitro
que fue cultivado en arena estérii para su
endurecimiento bajo condiciones de invernadero,
para luego determinar la presencia o ausencia del

virus SCYLV.



32

2.2.10.3. Anédlisis de datos

Los datos fueron analizados mediante el uso del
programa estadistico InfoStat, realizando el andlisis
de la varianza (ADEVA) respectivo para cada variable
y la separacion de medias mediante la prueba de

Tukey, con un nivel de significancia del 5%.

2.2.11. Variables en estudio de ensayo de campo

Las variables en estudio fueron las siguientes:

2.2.11.1. Grado de fenolizacion.

Esta variable fue medida mediante el uso de una

escala de acuerdo con el color del medio de cultivo,

como sigue:

0 Nula oxidacion (amarillo - blanco)

H

Baja (pardo - amarillo)

N

Media (pardo)

w

Alta (pardo - rojo)
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2.2.11.2. Numero de brotes por explante
Todos los explantes de cada uno de los
tratamientos fueron evaluados mediante el conteo
del nimero de brotes o tallos durante la fase de

multiplicacion en medio de cultivo MS II.

2.2.11.3. Incidencia del virus SCYLV.
La presencia o ausencia del virus en las muestras
estudiadas se la llevo a cabo mediante la aplicacion
de la técnica inmunoenzimética Tissue Blot
Immunoassay (TBIA), la cual consiste en la
utilizacion de antisuero y conjugados enzimaticos
disefiados para la deteccion especifica del virus
SCYLV. Para el efecto, se realiz6 una impresion
de la nervadura de la primera hoja con ligula visible
o TVD (Top Visible Dewlap) sobre una membrana
de nitrocelulosa y posterior aplicacion del protocolo

respectivo.
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2.3. Evaluaciéon de inductores de resistencia sistémica adquirida
(SAR) e insecticida para evitar la incidencia del virus de la hoja
amarilla (SCYLV) en la variedad B7678, bajo condiciones de

campo.

Ademas de los trabajos en laboratorio, el proyecto buscé controlar
posibles reinfecciones a nivel de campo a causa de la presencia de
insectos vectores de la enfermedad, particularmente Melanaphis

sacchari Zehnt.

Para el efecto se establecié un ensayo de campo en el que se
evaluaron los inductores de resistencia sistémica adquirida (SAR), a
saber: Acido salicilico (AS) y un kit comercial, denominado kit Releaf,
el cual esta compuesto por REZIST (Cu, Mny Zn y poliaminas) mas
SETT (Ca, B, y un activador de Ca+ Calmodulina); ademas, del
insecticida sistémico imidacloprid (Confidor 250SC), alternando con

acefato (Orthene 75 PS).

2.3.1. Siembra del material vegetal en condiciones de campo

Para este caso se utilizaron plantas In Vitro de la variedad
B76-78, la cual es muy preferida por Melanaphis sacchari

Zehnt, vector del virus de la hoja amarilla (Figura 2.8). Esta es
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una variedad comercial ampliamente cultivada, especialmente
en el Ingenio Azucarero Valdez. El experimento se establecio
en los terrenos experimentales del CINCAE (lote 3) y fue
sembrado en septiembre del 2005, a partir de plantulas

obtenidas In Vitro de esta variedad.

Figura 2.8. Especimenes apteros y alados del &fido
blanco, Melanaphis sacchari Zehnt.

Factores y tratamientos en estudio de ensayo de campo

Factor A: con tratamiento insecticida (al) y sin tratamiento
insecticida (a2).

Factor B: inductores de SAR:

Kit Releaf 0.8% (b1)

Kit Releaf 1.0 % (b2)
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Kit Releaf 1.2 % (b3)
AS 0.5 mM (b4)
AS 1.0 mM (b5)
AS 1.5 mM (b6)

Control sin activador (b7)

Los tratamientos resultantes de la combinacién de los niveles

de cada factor fueron los siguientes:
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Tabla 2. Descripcion de los factores y tratamientos en estudio en

ensayo de campo.

Tratamiento

Combinacion de

niveles

Factor A

Factor B

10

11

12

13

14

albl

alb2

alb3

alb4

albs

alb6

alb7

a2bl

a2b2

a2b3

a2b4

a2bs

a2b6

a2b7

Con insecticida

Con insecticida

Con insecticida

Con insecticida

Con insecticida

Con insecticida

Con insecticida

Sin insecticida

Sin insecticida

Sin insecticida

Sin insecticida

Sin insecticida

Sin insecticida

Sin insecticida

Kit releaf 0.8%

Kit Releaf 1.0%

Kit releaf 1.2%

SA 0.5 mM

SA 1.0 mM

SA 1.5 mM

Sin activador

Kit releaf 0.8%

Kit Releaf 1.0%

Kit releaf 1.2%

SA 0.5 mM

SA 1.0 mM

SA 1.5 mM

Sin activador
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Los inductores fueron aplicados 24 horas antes del trasplante
y una semana después del mismo. Posterior a ello se
realizaron aplicaciones mensuales hasta el quinto mes

después del transplante.

La aplicacion del insecticida también se efectu6 cada 30 dias,
alternando los productos imidacloprid, en dosis de 1 ml.L™"y

acefato en concentracion de 3g.L™.

2.3.3. Disefio experimental

Se utilizé un disefio de parcelas divididas (DPD) en donde la
parcela grande correspondio a la aplicacion del insecticida
(con y sin insecticida); mientras que, las subparcelas,
correspondieron a la aplicaciéon de los inductores de SAR, con
sus respectivas concentraciones. Entre cada bloque vy
alrededor del ensayo se cultivd cafia de azucar de la variedad
B76-78 gque se encontraba infectada por el virus de la hoja
amarilla previo diagnéstico con TBIA. Esto con el fin de que
sirva como fuente de inéculo de la enfermedad fortalecido con
la liberacion del insecto vector tal como se describié en el

apartado anterior.
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2.3.3.1. Unidad experimental y nimero de repeticiones

Cada wunidad experimental estuvo conformada por
cuatro hileras de cinco metros cada una. Se utilizaron

3 repeticiones para cada tratamiento.

2.3.3.2. Anédlisis de datos

Los datos fueron analizados mediante el uso del
programa estadistico InfoStat realizando el analisis
de la varianza (ADEVA) respectivo para cada variable
y la separacion de medias mediante la prueba de

Duncan, con un nivel de significancia del 5%.

2.3.4. Variables en estudio de ensayo de campo

Las variables en estudio para el ensayo en condiciones de

campo fueron las siguientes:

2.3.4.1. Incidencia del virus SCYLV.
Esta variable pudo ser medida aplicando la técnica
inmunoenzimatica TBIA, la cual ya fue descrita en el

apartado anterior.
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2.3.4.3.

2.3.4.4.
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Los muestreos se efectuaron a los dos, cuatro y ocho
meses después del transplante, tomandose la hoja

TVD, la cual se sometié al diagnostico mediante TBIA.

Produccién de toneladas de cafia por hectarea
(TCH).
Esta variable fue medida a los 12 meses de edad del
cultivo, mediante el peso de los tallos de cada unidad

experimental.

Toneladas de azucar por hectarea (TAH).

A los 12 meses, se registraron los datos de las
toneladas de azucar por hectarea (TAH) tomando
muestras del jugo de los tallos de cada unidad
experimental y llevadas al laboratorio de quimica del

CINCAE para su posterior analisis.

Evaluacion de la dindmica poblacional de
Melanaphis sacchari Zehnt.

Mediante evaluaciones semanales se inspecciond la
dinamica poblacional del &afido blanco, Melanaphis

sacchari Zehnt, efectuando una observacion minuciosa
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de todo el ensayo, en el que se registré el nimero de
afidos por planta y el niumero de colonias en cada
tratamiento. Con estos datos se pudo elaborar un
croquis que mostro la distribucion del vector a través

del tiempo y el espacio.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Empleo de técnicas de cultivo de tejidos para la limpieza de

SCYLV en la variedad CR74-250

3.1.1. Aplicacion de tratamiento con agua caliente

La aplicacion de agua caliente a 51° C, durante una hora,
dirigido a la semilla que se utilizO para la extraccion de
explantes, sigue siendo muy Util para evitar la contaminacion
enddgena provocada por bacterias. No obstante, los
resultados obtenidos confirman la ineficiencia de este
tratamiento en la eliminacion del virus SCYLV, mostrando una

incidencia de la enfermedad del 90% (ver apartado 3.1.7).
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3.1.3.
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Aplicacion de termoterapia

Las plantas sembradas en bandejas y colocadas en las
camaras de termoterapia crecieron con dificultad,
observandose ademas que sus hojas se secaron debido a la
alta temperatura a la que fueron sometidas (41° C). No
obstante, alrededor del 50% de las plantas (20 plantas)
sobrevivieron al tratamiento para luego extraerles el

meristemo.

Los resultados muestran que la variedad CR74-250 es
sensible a las altas temperaturas, por lo que debe mantenerse
en las camaras por un lapso no mayor de 15 dias; puesto que,
tiempos mayores a éste significarian una pérdida considerable

de las plantas que se estan manipulando.

Establecimiento en medio MS |y MS I

Tal como se muestra en la Figura 9, los meristemos
mostraron gran  oxidacion del medio de cultivo,
particularmente cuando eran mantenidos en medio MS I, por

lo que el lapso de tiempo ideal en que se deben hacer los
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subcultivos es de 15 dias para mantener un medio en buen

estado, con escasa fenolizacion.

Cabe indicar que cuando se colocaron los brotes obtenidos
por organogénesis (induccién de callos) indirecta en medio
liquido MS Il, éstos mostraron un bajo grado de fenolizacion,
por lo que las plantas podrian mantenerse en este medio por

mas largo tiempo.

3.1.4. Accion del viricida Ribavirin

La actividad antiviral de Ribavirin potenciada con la extraccion
de meristemos en la limpieza de los explantes no condujo a
una mayor eficacia en la obtencion de plantulas libres del
virus. Como se demuestra mas adelante, mantuvo los mismos
niveles de incidencia en los meristemos sin la aplicacion del
producto (apartado 3.1.7.). Esta ineficiencia se suma al mayor
grado de fenolizacién observado en las plantas tratadas con el
viricida. Esto indica que no es una alternativa promisoria en el

combate del virus en condiciones de laboratorio.
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3.1.5. Grado de fenolizacién

Los callos embriogénicos mostraron la menor produccion de
fenoles, de acuerdo a la coloracidon observada del medio de
cultivo; mientras que, las plantas obtenidas a partir de
meristemos y las tratadas con Ribavirin tuvieron los més altos
niveles de fenolizacién. Por otra parte, el tratamiento AS 100
MM, tuvo un comportamiento intermedio a los anteriores

tratamientos (Grafico 3.1).

h
16 g 1,48

Grado de Fenolizacion

Callos AS 100 pM Ribavirin Meristemos

1/ Promedios con las mismas letras son similares estadisticamente (Tukey p= 0.05)

Graéfico 3.1. Grado de fenolizacion (escala de 0 a 3) en plantas In Vitro
var. CR74-250. CINCAE, 2006.
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3.1.6. Numero de brotes por explante

La cuantificacién del nimero de brotes por explante efectuada
durante la fase de multiplicacion mostré6 una produccion de
6.4 brotes/explante en los callos embriogénicos; mientras que,
los tratamientos Ribavirin, meristemos y AS 100 uM
conforman un segundo grupo en cuanto al nimero de brotes
producidos con 5.0, 5.3, y 5.3 brotes/explante,
respectivamente (Grafico 3.2), lo que muestra a los callos
embriogénicos como una técnica eficiente para la produccion

de brotes laterales.

NuUmero
de brotes por explante

Rivavirin AS 100uM Meristem. Callos embriog.

1/ Promedios con las mismas letras son similares estadisticamente (Tukey p= 0.05)

Gréfico 3.2. Numero de brotes por explante en plantas In Vitro var.

CR74-250. CINCAE, 2006.
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3.1.7. Incidencia del virus SCYLV.

Los diagndsticos mediante TBIA, mostraron que los callos
embriogénicos y la aplicacion de AS 100uM, presentaron los
mas bajos niveles de incidencia, con 5% en ambos
tratamientos; seguidos de los explantes sometidos solamente
a la extraccién de meristemos y los tratados con el viricida
Rivavirin, con incidencias de 6.7% en los dos casos. Por otra
parte, los controles con solo termoterapia y el testigo absoluto
(tratamientos de agua caliente) mostraron incidencias del
86.7% y 90%, respectivamente (Grafico 3.3). Ademas, no
existen diferencias estadisticas entre los tratamientos
sometidos a la extraccion de meristemos, induccion de callos

embriogénicos, la aplicacion de AS y Ribavirin.
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1/ Promedios con las mismas letras son similares estadisticamente (Tukey
p=0,05)

Grafico 3.3. Incidencia del virus SCYLV en plantas de la var. CR74-250

tratadas in Vitro, con agua caliente y termoterapia. CINCAE,
2006.
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3.2. Evaluacién de inductores de resistencia sistémica adquirida (SAR)

e insecticidas para evitar la incidencia del virus de la hoja amarilla

(SCYLV) en la variedad B76-78, bajo condiciones de campo.

3.2.1.

Incidencia del virus SCYLV en plantas colonizadas por M.

sacchari

Al registrar el porcentaje de plantas colonizadas y el
porcentaje de plantas infectadas por el virus en cada uno de
los tratamientos, se pudo observar el efecto de los inductores
de resistencia sistémica AS 1.5 mM y Kit Releaf 1.2%,
comparados con el testigo sin inductor, al evitar la infeccion a
pesar de la infestacion por M. sacchari, lo que demuestra la
eficiencia de estas moléculas activando los mecanismos de

defensa de las plantas tratadas (Grafico 3.4).



50

Porcentaje

Kit 1.2% AS 1.5mM Control sin Inductor

Tratamiento

B Enfermas @ Sanas

1/ Promedios con las mismas letras son similares estadisticamente (Duncan
p= 0.05)

Gréafico 3.4. Porcentaje de plantas sanas e infectadas por SCYLV,
colonizadas por M. sacchari. CINCAE, 2006.
Los datos obtenidos en este ensayo son similares a los
mostrados por Figueredo, et al (10), al existir un
comportamiento  similar entre los valores maximos
poblacionales del insecto y el progreso en la incidencia de la
enfermedad. No obstante, aunque la poblacion de afidos haya
bajado a causa de las lluvias, las plantas continuaron
irreversiblemente infectadas por el virus en estudio (Gréfico

3.5).
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Grafico 3.5. Fluctuacion poblacional de M. sacchari e incremento de la

incidencia del virus SCYLV. CINCAE, 2006.

3.2.2. Efecto simple de los inductores sobre la incidencia de

SCYLV

A los dos meses de edad del cultivo, los tratamientos
combinados del insecticida con el AS (1.5mM) y el kit Releaf
(1.2% v/v), presentaron incidencias del 0% en ambos
tratamientos, comparados con el testigo sin tratamiento que
alcanz6 4.0% de incidencia (Grafico 3.6). El analisis

estadistico para esta variable muestra que existen diferencias
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significativas al comparar el kit Releaf (1.2% v/v) con el
tratamiento sin aplicacibn de inductores de resistencia;
mientras que, los restantes tratamientos, comparten
significancia  estadistica con los tratamientos antes

mencionados (Grafico 3.6).

20
16 -
S
o 12 4
3
c
O
T 8 ab ab b
o
£ ab ab ab 3 3 4
4 -
0 - . | |
KitReleaf AS15mM AS1,0 mM KitReleaf KitReleaf AS0,5mM Control
1,2% 1,0% 0,8%
Tratamientos
Promedios con las mismas letras son similares estadisticamente (Duncan
p=0.05)
Grafico 3.6. Incidencia de SCYLV a los dos meses de iniciado el

cultivo en plantas de la variedad B76-78. CINCAE, 2006.

A los cuatro meses de edad del cultivo, los tratamientos con el
AS (1.5mM) y el kit Releaf (1.2% v/v), presentaron incidencias
del 3% y 2%, respectivamente, los cuales mostraron la

misma significancia estadistica. Al analizar los tratamientos
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AS 1.0 mM, AS 0.5mM, Kit Releaf 1.0% y Kit Releaf 0.8%
(v/v), se observd que tuvieron distinta significancia estadistica
a los dos anteriores pero iguales entre si; mientras que, el
testigo sin tratamiento mostré la mas alta incidencia (17%),
tanto numérica como estadistica, comparada con los

tratamientos anteriores (Grafico 3.7).
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1,2% 1,0% 0,8%

Incidencia (%)
PP
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1 1

o b~ ©
]

Tratamientos

1/ Promedios con las mismas letras son similares estadisticamente
(Duncan p=0.05)

Grafico 3.7. Incidencia de SCYLV, al cuarto mes después del
transplante. CINCAE, 2006.

A los ocho meses, los niveles de incidencia aumentaron al 9%
y 13%, en los tratamientos con las mas concentraciones (Kit
Releaf 1.2% y AS 1.5mM, respectivamente), comparado con

el control sin inductor (33%). En todos los casos, la incidencia
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fue mayor en los tratamientos sin la aplicacion de insecticidas

(Grafico 3.8).

Incidencia (%)

1.2%

a
9
1 H_B

33

ab ab 18 18

16
1 13

Kit Releaf KitReleaf AS1,5mM AS1,0 mM KitReleaf AS0,5mM Control

1,0% 0,8%

Tratamientos

1/ Promedios con las mismas letras son similares estadisticamente
(Duncan p=0.05)

Grafico 3.8. Incidencia de SCYLV a los ocho meses de edad del cultivo
en plantas de la variedad B76-78. CINCAE, 2006.

3.2.3. Efecto simple de los insecticidas sobre la incidencia de

SCYLV

En todos los bloques que recibieron tratamiento insecticida,
tanto los niveles de infestacion por M. sacchari, como los
niveles de infeccion por el virus de la hoja amarilla, fueron
menores. Asi, en los lotes con tratamiento insecticida la

incidencia del virus llegé al 14%, mientras que; en los bloques
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sin insecticida el porcentaje de infeccidn viral alcanzo el 19%

al octavo mes de iniciado el cultivo (Gréfico 3.9).
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1/Promedios con las mismas letras son similares
estadisticamente (Duncan p= 0.05)

Grafico 3.9. Efecto de la aplicacion de insecticida sobre la incidencia del
virus SCYLV. CINCAE, 2006.

3.2.4. Efecto en el tonelaje de cafia cosechada

La producciéon de cafia expresada en toneladas de cafa por
hectarea (TCH) fue mayor en las unidades experimentales
con aplicacion de los inductores de resistencia, alcanzandose
75y 78 TCH en los tratamientos con el Kit Releaf 1.2% y AS
1.5 mM, respectivamente. EIl tonelaje mas bajo se obtuvo en
el control sin inductor con 61 TCH. Estos resultados muestran

el efecto positivo del uso de los elicitores, evitando niveles
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altos de incidencia del virus de la hoja amarilla. Ademas,
confirman el efecto negativo de esta enfermedad en la

produccién de cafia de azucar (Grafico 3.10).
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1/ Promedios con las mismas letras son similares estadisticamente (Duncan
p= 0.05)

Grafico 3.10. Efecto de los inductores de resistencia (SAR) en el

tonelaje de cafa por hectarea (TCH). CINCAE, 2006.
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3.2.5. Efecto en el rendimiento azucarero (KATC)

Cuando se determind el TCH y la calidad de los jugos
(Kilogramos de azucar por tonelada de cafia, KATC), se
evidenci6 que los tratamientos con AS (1.5 mM), AS (0.5 mM)
y el Kit Releaf (1.2% v/v), presentaron los valores mas altos
de rendimiento azucarero con 112.01 KATC, 107.51 vy
104.70, respectivamente; comparados con el testigo sin la
aplicacion de inductor, con 98.40 KATC. Estos resultados
mostraron diferencias estadisticas significativas entre estos

tratamientos (Grafico 3.11).
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Gréfico 3.11. Curvas de isoproductividad mostrando el efecto indirecto
de la aplicacion de inductores de SAR, para prevenir la
infeccion de SCYLV. CINCAE 2006.
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3.2.6. Dinamica poblacional del &fido blanco Melanaphis sacchari

Zehnt.

Se observé un aumento de la poblacion de M. sacchari en la
época seca, especialmente en noviembre, y luego decrecio al
iniciar la estacion lluviosa. La distribucion del &fido en el
campo en las primeras evaluaciones fue aislada.
Posteriormente la poblacion de afidos se incremento
mostrando habito gregario, alcanzando en la semana ocho un
promedio de 5.68 afidos por planta. Estos resultados
establecen claramente que la dinamica poblacional de M.
sacchari esta estrechamente relacionada con la presencia o

ausencia de lluvias (Grafico 3.12).
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Gréfico 3.12. Relacion entre la dinamica poblacional de M. sacchari y la
precipitacién pluvial. CINCAE, 2006.



60

CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES:

1. En este experimento se pudo corroborar la eficiencia de la extraccion
de meristemos en la indexacion del virus, asi como la ineficiencia de la
termoterapia y el tratamiento con agua caliente para lograr la limpieza
viral; mientras que, no hubo diferencias estadisticas al someter los
explantes a la extraccion de meristemos, induccion de callos

embriogénicos y aplicacion de los productos Ribavirin y AS.

2. Los meristemos y los callos embriogénicos, por su alta actividad
mitotica y tejidos no diferenciados carentes de floema; impiden el ingreso
del virus a esta region, por lo que al cultivarlos en medios de cultivo

especificos se encontraran libre de las particulas virales.
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3. Por otra parte, la induccion de callos embriogénicos surge como una
alternativa importante para la obtencién de plantas libres de virus,
sumado al mayor numero de brotes por explante obtenidos y la menor
produccién de fenoles, lo que alarga la vida util del medio de cultivo. Sin
embargo, es importante tener en cuenta la posible variacion somaclonal

gue podria generar la aplicacion del regulador de crecimiento 2,4-D.

4. La proteccion de las plantas meristematicas, con la combinacion de
insecticidas e inductores de resistencia sistémica adquirida (SAR), fue
significativa, luego del diagnostico realizado con TBIA (Tissue Blot

Inmunoassay).

5. La aplicacion de insecticidas sistémicos para evitar el incremento de
las poblaciones del vector permite mantener incidencias bajas del virus

SCYLV, en condiciones de campo.

6. Los tratamientos con los inductores SAR evitaron la infeccion viral y
muestran un efecto positivo al permitir un incremento en el tonelaje de

cafa por hectarea (TCH), combinada con la aplicacion de insecticidas.

7. De igual manera, los inductores de Resistencia Sistémica Adquirida

permitieron obtener mayores rendimientos de azucar (KATC),
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particularmente si son combinados con la aplicacién de insecticidas

sistémicos.

RECOMENDACIONES:

1. Sobre la base de los resultados obtenidos, no se recomienda la
utilizacion de las moléculas AS y Ribavirin como alternativas para la
eliminacion del virus de la hoja amarilla (SCYLV), puesto que existen
respuestas muy similares a la extraccion de meristemos e induccion de

callos embriogénicos sin la aplicacion de estas moléculas.

2. Hasta contar con variedades resistentes, una alternativa para prevenir
la infeccion del SCYLV, consiste en la produccion de semilla sana via
cultivo de meristemos y evitar la re-infeccion temprana de esta semilla en

el campo.

3. Se recomienda realizar la siembra de cafia de azucar en diciembre
para de esta forma escapar a las poblaciones del vector y por ende, a la
infeccion viral. Por otro lado, si se realizan las siembras de plantas
meristematicas en Junio, se recomendaria aplicar los insecticidas
imidacloprid (Confidor) y el acefato (Orthene), antes de la siembra y luego
en el campo, de acuerdo a un adecuado monitoreo de las poblaciones del

vector. Este criterio debe ir acompafiado de una adecuada ubicacién de
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los semilleros alejados de fuentes de contaminacién y un diagnostico

oportuno.

4. Aunque se observaron resultados promisorios, es necesario realizar
otras evaluaciones en cuanto a frecuencias de aplicacion de los
inductores de resistencia sistémica, estabilidad de la resistencia y

reaccion de otras variedades, antes de su recomendacion.



APENDICES
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APENDICE A

COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA PROPAGACION DE

CANA DE AZUCAR

Componentes *
Dosis/Litro de medio de cultivo

Establecimiento  Multiplicacién Enraizamiento
MS | MS Il MS Il

Sales de 4.3 4.3 4.3
Murashige &
Skoog (g9)

Reguladores:
AG 3 mg) 0.1 - -

BAP (mg) - 0.2 -
KIN (mg) 0.1 0.1 0.1
ANA (mg) - - 5.0
Comppnentes

organicos

Tiamina - HCI 1.0 1.0 1.0
(mg)

Mio — Inositol 100 100 100
(mg)

Otros

componentes

Acido citrico (mg) 150 - -
Sacarosa (Q) 20 20 40

pH 5.7 5.7 5.7

* Informacion proporcionada por A. Sanguino, COPERSUCAR - Brasil,
2001, citada por Castillo, et al. 2003.
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APENDICE B

COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LA INDUCCION DE

CALLOS EMBRIOGENICOS DE CANA DE AZUCAR

Componentes’ Cultivo de callos Regeneracion de
plantas a
partir de callos.

MSC-CC MSC-9 MSC-CCR; MSC-CCR;

Agua de coco (ml.I"h 150 50 50 50
Arginina (mg.I™) 50 50
Caseina hidrolizada (mg.I™) - 400 400
2.4 —D (mg.I™" 3 3
Sucrosa (g.I'™ 30 30 20 20
Tiamina (ml.I'Y 1 1 1 1
Agar (g.I') 8 8 8 8

MSC-CC y MSC-9: medios para lainduccién de callos embriogénicos.
MSC-CCR; y MSC-CCR;: Medios para la regeneracion de callos
embriogénicos.

*Informacion proporcionada por CENICANA, 1997
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APENDICE C

ANALISIS DE VARIANCIA DE LA INCIDENCIA DEL VIRUS SCYLV

SOBRE VARIAS TECNICAS DE CULTIVO IN VITRO. CINCAE, 2006.

E.V. al SC CM = p-valor
Modelo 5 27790.28 5558.06 166.74 <0.0001
Tratamiento 5 27790.28  5558.06 166.74 <0.0001
Error 12 400.00 33.33
Total 17 28190.28

CVv:17.18
APENDICE D

ANALISIS DE VARIANZA DEL GRADO DE FENOLIZACION EN MEDIO DE

CULTIVO MS Il. CINCAE, 2006.

E.V. al SC__CcM™ E p-valor
Modelo 5 415 0.83 22.45 <0.0001
Tratamiento 5 415 0.83 22.45 <0.0001
Error 12 0.44 0.04

Total 17 4.59

CV:16.24



APENDICE E
ANALISIS DE VARIANZA DEL NUMERO DE BROTES EN MEDIO DE
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CULTIVO MS II. CINCAE, 2006.

E.V. al SC CM_ F p-valor
Modelo 5 5,63 1.13 3.99 <0.0001
Tratamiento 5 563 1.13 3.99 <0.0001
Error 12 3.39 0.28
Total 17 9.02
CV:9.43
APENDICE F

ANALISIS DE VARIANZA DE LA INCIDENCIA DEL VIRUS EN

CONDICIONES DE CAMPO A LOS DOS MESES DE EDAD. CINCAE,

2006.

E.V. al SC CM F p-valor
Modelo 13 3.46 0.27 1.15 0.3638
A 1 0.29 0.29 125 0.2731
B 6 266 044 191 0.1135
A*B 6 0.51 0.08 0.37 0.8943
Error 28 6.49 0.23

Total 41 9.96

CV:18.33
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APENDICE G

ANALISIS DE VARIANZA DE LA INCIDENCIA DEL VIRUS A LOS

CUATRO MESES DE EDAD. CINCAE, 2006.

FV o] SC CM F p-valor

Modelo 17 62.63 3.68 7.07 < 0.0001

A 1 18.78 18.78 36.04 <0.0001
Rep 2 0.36 0.18 0.34 0.7120
B 6 38.32 6.39 12.26 < 0.0001
A*B 6 1.78 0.3 0.57 0.7505
Error 24 12.5 0.52

Total 41 75.14

CV: 26.11
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APENDICE H

ANALISIS DE VARIANZA DE LA INCIDENCIA DEL VIRUS A LOS OCHO

MESES DE EDAD. CINCAE, 2006.

FV o] SC CM F p-valor

Modelo 17 42.17 2.48 3.83 <0.0014

A 1 4.84 4.82 7.43 <0.0118
Rep 2 3.52 1.76 2.71 0.0867
B 6 29.83 4.97 7.67 0.0001
A*B 6 336 056 0.86 0.5350
Error 24 15.56 0.65

Total 41 57.73

CV: 20.19



APENDICE |

71

ANALISIS DE VARIANZA DE LAS TONELADAS DE CANA POR

HECTAREA (TCH). CINCAE, 2006.

FV o] SC CM F p-valor
Modelo 17 6760.86 397.70 2.65 0.0143
A 1 2166.35 2166.35 14.42 0.0009
Rep 2 1150.00 575.00 3.83 0.0361
B 6 1646.99 27450 1.83 0.1360
A*B 6 1442.89 240.48 1.60 0.1902
Error 24 3605.24 150.22

Total 41 10366.10

CV: 17.85
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