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RESUMEN

La presente investigacion busca alternativas para el manejo del virus de la hoja amarilla de la
cafia de azlcar (SCYLYV) tanto para la obtencion de semilla libres del virus y su posterior manejo
para reducir las reinfecciones en campo a causa del afido blanco (Melanaphis sacchari Zehnt);
vector del virus. Para el efecto se plante6 la aplicacion de herramientas de cultivo de tejidos como
son la extraccion de meristemos, induccion de callos embriogénicos y la utilizacion del viricida
Ribavirin; asi como el uso del acido salicilico, (AS) como elicitor en las respuestas de Resistencia
Sistémica Adquirida (SAR). Adicionalmente, se utilizaron testigos de termoterapia y agua
caliente. La menor incidencia del virus fue observada en las plantas tratadas con AS y en los
explantes sometidos a la induccion de callos embriogénicos; mientras que los tratamientos
sometidos a termoterapia y agua caliente mostraron los niveles mas altos de incidencia. El ensayo
de campo consistié en el estudio del efecto de la aplicacion preventiva del insecticida sistémico
Imidacloprid, alternado con Acefato y al mismo tiempo se utilizaron los inductores de SAR: AS 'y
un Kit comercial (Releaf-Stoler Co.) en la reinfeccion de plantas meristematicas con el SCYLV.
La proteccién de las plantas meristematicas, con la combinacion de insecticidas e inductores de
SAR, fue significativa, comparadas con el testigo a los 2, 4 y 8 meses después del transplante.
Los diagndsticos virales fueron efectuados utilizando la técnica TBIA.
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ABSTRACT

The present research seeks alternatives for the management of the Sugar Cane Yellow Leaf
Virus (SCYLV) to obtaining virus free seed and its subsequent management to reduce new
infections in the field caused by the white aphid (Melanaphis sacchari Zehnt); the virus vector.
Therefore we used tissue culture technique like extraction of meristemos, induction of
embriogenics callus and the viricidal Ribavirin; and salicylic acid (SA) as elicitor in Systemic
Acquired Resistance (SAR) responses. Additionally, we used thermotherapy and hot water as
controls. The smaller incident of SCYLV was observed in the plants dealt with SA and in the
explants submitted to the induction of embriogenics callus; while the plants submitted to
thermotherapy and hot water showed the highest levels of incident. The trial of field consisted of
the study of the effect of the preventive application of the systemic insecticide Imidacloprid,
alternated with Acefato and al same time the inducers of SAR were utilized: SA and a
commercial Kit (Releaf-Stoler Co.) in the new infection of meristematics plants with SCYLV.
The protection of the meristematics plants, with the combination of insecticides and SAR
inducers, was significant, compared with the control to the 2, 4 and 8 months after the transplant.
The viral diagnosis were performed using TBIA technique.



I. INTRODUCCION

El virus de la hoja amarilla (Sugarcane
Yellow Leaf Virus, SCYLV) de la cafia de
azucar ha sido encontrado en numerosos
paises productores de cafia de azucar
asociandole con pérdidas en el rendimiento
[4] y en la actualidad esta ampliamente
distribuido en todo el mundo y en el Ecuador
constituye un problema epidemiologico [6];
encontrandose incidencias promedios de
26.31% en los tres ingenios y con maximos
niveles hasta del 99.3 % de infeccién y se ha
encontrado distribuido en el 73.82% de los
canteros evaluados [5].

Schenk et al, 2000, citado por Orellana [10];
menciona que el SCYLYV 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 cépside tiene una masa molecular relativa
de 27 KDa y no es glicosilada. Las particulas
virales son de forma circular y poseen un
didmetro de 22 a 24 nm.

Una alternativa que puede ser viable para la
eliminaciéon de virus que invaden el
meristemo es la induccion de callos, la cual
consiste en tratamiento de los explantes con
sustancias como el 24-D (&cido 24
diclorofenoxiacetico) para permitir la
induccion de callos embriogénicos. Los
resultados de ensayos recientes demuestran
que la dosis de 3 mg/L de 2,4-D induce un
desarrollo adecuado del tamafio del callo

[12]y [13].

Livingston y Toussaint et al citados por
Parmessur y Sauntally [11], afirman que se
ha 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.

Ribavirin es un nucledsido sintético
estructuralmente relacionado con
pyrazofurina (pyrazomicycin) guanosina y
xantosina que tiene actividad antiviral contra
virus tanto de ADN como de ARN y aunque
su mecanismo de accion no ha sido
completamente elucidado, parece inhibir la
sintesis de ADN y ARN y consecuentemente
la sintesis de proteinas y la replicacion viral.
Comercialmente es vendido con los nombres
de Virazole, Rebetol y Copegus [1].

Aunque se pueda eliminar el SCYLV por
cultivo de meristemos [3] y [4], es probable
que este material nuevamente se contamine
en presencia del afido blanco (Melanaphis
sacchari Zehnt.), vector del virus [6] y [8] ¥
bajo la presion de fuentes de indculo con
altos niveles de infeccion. El control de
insectos vectores de virus en cafia de azucar
comercialmente  es  antieconémico e
inefectivo [13], pero puede ser Util cuando se
trata de semilleros sembrados con plantas
meristematicas.

Por otro lado, una alternativa ante la falta de
fuentes de resistencia genética puede ser la
activacion de la resistencia sistémica
adquirida (SAR), el cual es un mecanismo
elicitado, que activa la expresion de
proteinas de resistencia (PR protein) [7].
Recientemente se han registrado trabajos en
banano, tomate y arroz, en los que han
empleado agentes inductores de SAR, entre
los que se encuentra el Acido Salicilico
(AS), el Acibenzolar-S-Methyl [2] v [9] ¥
compuestos elaborados con poliaminas y
activadores de Ca?* — Calmodulina, como el
Kit Releaf (Stoler Co.) [15] y otros.

El actual trabajo de investigacion tiene como
objetivo la limpieza del virus SCYLV
mediante la utilizacion de técnicas de cultivo
de tejidos como la induccion de callos
embriogénicos 'y la extraccion  de
meristemos, sumada a la aplicacion del
inductor de resistencia sistémica adquirida,



acido salicilico y el agente viricida
Ribavirin. De igual forma se estudio el
efecto de la aplicacion preventiva de
insecticidas sistémicos e inductores de SAR,
en la re-infeccion de plantas meristematicas
con el SCYLV en condiciones de campo.

Il. MATERIALES Y METODOS
2.1. Ensayo en condiciones in Vitro

Para la ejecucion del experimento, se
garantizo que todo el material a ser ensayado
esté infectado con el virus de la hoja amarilla
y para ello se seleccionaron canteros
cultivados con la variedad CR74-250, que
fueron muestreados y enviados al laboratorio
y diagnosticados mediante la prueba Tissue
Blot Immunoassay (TBIA). Los tallos que
fueron positivos para el virus fueron
seleccionados para la extraccion de yemas,
las cuales fueron tratadas con agua corrida
durante 48 horas y posteriormente con agua
caliente a 51° C durante una hora.

2.1.1. Termoterapia y cultivo de
meristemos
Luego de que las plantas germinaron y
desarrollaron hasta alcanzar los 5 0 7 cm se
procedié a colocarlas en una camara de
termoterapia  manteniéndolas a  una
temperatura de 41°C durante 15 dias.

Los meristemos de 0.3 - 0.5 mm de longitud
con 1 — 2 primordios fueron extraidos
eliminando las vainas foliares y luego
colocados en medio MSII en tubos de
ensayo con 4 ml de medio de cultivo. Los
meristemos asi extraidos fueron mantenidos
en penumbra durante 10 dias y luego
colocados en frascos con medio de cultivo
nuevo. Se dejaron en agitacion a 20 rpm por
30 dias con 12 horas luz.dia® y una
temperatura de 25-26°C.

Las plantulas fueron transferidas a un frasco
tipo compota con medio MS Il para la
multiplicacién enriquecido con citoquinina.
Para la fase de rizogénesis las plantulas

fueron transferidas al medio MSIII
enriquecido con  Kinetina y el acido
Indolbutirico.

2.1.2. Induccién y regeneracion de
callos embriogénicos
Los callos embriogénicos fueron inducidos a
partir de los meristemos y posteriormente
sembrados en frascos de compota que
contenian medio de cultivo solido
enriquecido con 24 - D (24
Diclorofenoxiacético) en concentraciones de
3 mg.L™?, para estimular la formacién de una
masa no diferenciada de células con gran
actividad mitotica.

Una vez establecidos y teniendo una masa
celular de aproximadamente 1,5 cm de
didmetro, los callos se colocaron en medios
frescos y multiplicados a partir de éstos
(figura 2), pero sin perder de vista el origen
de cada uno de ellos rotulandolos
adecuadamente. En este nuevo medio
permanecieron por periodo aproximado de
45 dias. Para lograr la regeneracion de
plantas a partir de callos, éstos fueron
colocados en un medio sélido carente de 2,4-
D. A partir de los 25 a 30 dias se observaron
puntos verdes y de 17 a 20 dias los nuevos
brotes estaban completamente diferenciados.

2.1.3. Aplicacion de Acido salicilico
(AS) y Ribavirin.,
Se evalud la aplicacién in Vitro de AS en
concentraciones de 100 uM y del viricida
Ribavirin a una concentracién de 30 ppm
agregados al medio de cultivo durante la fase
de multiplicacion en medio MSII.

2.2. Ensayo en condiciones de campo

2.2.1. Aplicacion de Inductores SAR e

Insecticidas Sistémicos

Se estudid el control del &afido blanco

(Melanaphis sacchari Zehnt) en plantas

meristematicas de la variedad B76-78,

mediante la aplicacion preventiva del

imidacloprid (Confidor) en dosis de 1ml.L™



con una frecuencia mensual, alternado con el
Acefato (Orthene) en concentraciones de 3
g.L™. Al mismo tiempo se utilizé dos pro-
ductos que actlan como inductores de SAR:
el Acido Salicilico (AS) en concentraciones
de 0.5 mM, 1.0 MM y 1.5 mM y un Kit
comercial (Releaf-Stoler Co.) al 0.8 %, 1.0
%y 1.2 % (v/v). Los tratamientos tanto de
los insecticidas como de los inductores se
efectuaron ocho dias antes del transplante y
luego del mismo con una aplicacién mensual
hasta los ocho meses de edad del cultivo.

Para este propdsito se utilizd6 un disefio
experimental de parcelas divididas en el
cual, la parcela principal lo constituyeron
bloques con aplicacion y no aplicacion de
insecticida, mientras que la subparcela
estuvo conformada por los tratamientos con
la aplicacion de los inductores SAR y sus
respectivas concentraciones.

2.3. Toma de muestras y diagndstico
viral mediante TBIA.
Tanto para los ensayos in Vitro y en
condiciones de campo, se efectuaron
diagndsticos virales mediante la extraccion
de la primera hoja con ligula visible TVD
(Top Vissible Dewlap Leaf) y luego se
realizd la prueba Tissue Blot Immunoassy
(TBIA) para diagnosticar la presencia 0
ausencia del virus.

Las plantulas obtenidas in Vitro vy
mantenidas  bajo  invernadero  fueron
muestreadas una sola vez, mientras que para
el ensayo de campo se efectuaron muestreos
a los dos, cuatro y ocho meses después del
transplante.

I11. Resultados y Discusion

3.1. Incidencia del patégeno

Luego del diagnédstico viral mediante la
técnica TBIA, se observd que los
tratamientos inducidos a callos
embriogénicos y la aplicacion del &cido
salicilico 100uM, obtuvieron los méas bajos

niveles de incidencia con el 5% en ambos
casos, mientras que los explantes sometidos
solamente a la extraccion de meristemos y
los tratados con el viricida Ribavirin
mostraron incidencias de 6.7% en los dos
Casos.

Por otra parte, los controles con solo
termoterapia y el testigo absoluto sometido a
tratamientos de agua caliente, mostraron
incidencias  del 86.7% 'y 90%
respectivamente (gréafico 1).
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Gréfico 1. Incidencia del virus SCYLV en
plantas de la var. CR74-250 tratadas in
Vitro, agua caliente y termoterapia. 1/ Tukey
p=0.05.

3.2. Numero de brotes por explante

La cuantificacion del nimero de brotes por
explante efectuada durante la fase de
multiplicacion mostr6 a los callos
embriogénicos con 6.4 brotes/explante,
mientras que los tratamientos Ribavirin,
meristemos y AS 100 uM conforman un
segundo grupo en cuanto al numero de
brotes producidos con 5.0, 53, y 5.3
brotes/explante respectivamente (grafico 2).
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Grafico 2. Numero de brotes por explante
observado para cada tratamiento. 1/ Tuyey
p=0.05.

3.3. Grado de fenolizacion

La variable fenolizacion mostr6 a los callos
embriogénicos como el tratamiento que
mostr6 menor produccion de fenoles
liberados al medio de cultivo de acuerdo a la
coloracion observada, mientras que los
tratamientos  Ribavirin 'y  meristemos
tuvieron los mas altos niveles de
fenolizacion. Por otra parte, el tratamientos
AS 100 pM tuvo un comportamiento
intermedio a los anteriores tratamientos
(gréfico 3).

Fenolizacion

Grado de Fenolizacién observado en plantas de lavariedad
CR 74-250 tratadas IN VITRO

Ribavirin Meristemos

Callos AS 100 uM

Grafico 3. Grado de fenolizacion observado
para cada tratamiento. 1/ Tuyey p= 0.05.

3.2. Accion de los insecticidas

Se pudo observar que en todos los bloques
que recibieron tratamiento insecticida tanto
los niveles de infestacion por M. sacchari,
asi como los niveles de infeccion por el virus
de la hoja amarilla fueron menores. Asi por
ejemplo, en los lotes con tratamiento
insecticida la infectacion alcanzo6 el 1% vy la
incidencia llego al 14%, mientras que en los
bloques sin insecticida la infestacion por el
afido lleg6 al 49% vy el porcentaje de
infeccion alcanzé el 35% (grafico 4).

Efecto de la aplicacién de Insecticida en el control de
M. sacchari
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Grafico 4. Efecto de la aplicacion de
Imidacloprid y Acefato, en el control de
Melanaphis sacchari y en la infeccion de las
plantas con SCYLV. 1/. Duncan p= 0.05.

3.3. Efecto de los inductores SAR
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 5).



A los cuatro meses de edad del cultivo, los
Infeccion con el virus de la Hoja Amarilla en plantas tratamientos Combinados de insecticida con
colonizadas con afidos blanco Melanaphis sacchari K

5 el AS (1.5mM) y el kit Releaf (1.2% v/v),
presentaron incidencias del 0.1% y 1.2%,
respectivamente, comparados con el testigo

sin tratamiento con 23.3% (gréafico 7).

Porcentaje de &fidos
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Graéfico 5. Porcentaje de colonizacién por
M. sacchari y porcentaje de infeccién por
SCYLV. 1/. Duncan p= 0.05.
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A los dos meses de edad del cultivo, los
tratamientos combinados de insecticida con
el AS (1.5mM) y el kit Releaf (1.2% v/v),
presentaron incidencias del 0 % en ambos

. . . Kit Releaf Kit Releaf Kit Releaf AS 1,5 mM AS 1,0 mM AS 0,5mM Control
tratamientos, comparados con el testigo sin 12%  10%  0,8%

tratamiento que alcanzé el 3% de incidencia Tratamientos

(gréfico 6).

‘ I CON INSECTICIDA B SIN INSECTICIDA ‘

Respuesta de los inductores SAR en plantas de la var.
B76-78 alos 2 meses de iniciado el cultivo

6,0

Grafico 7. Incidencia de SCYLV a los
cuatro meses de iniciado el cultivo en
plantas de la variedad B76-78. 1/ Duncan p=
0.05.

50

4,0

30

Incidencia (%)

A los ocho meses de edad del cultivo, los
niveles aumentaron al 8% tanto para el Kit
Releaf (1.2%) y el AS (1.5 mM), comparado
con el testigo 33% (gréfico 8).
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Grafico 6. Incidencia de SCYLYV a los dos mostraron mayores porcentajes de infeccion

meses de iniciado el cultivo en plantas var. por el virus, comparados con los bloques con
B76-78. 1/. Duncan p= 0.05) tratamiento insecticida.



Respuesta de los inductores de SAR en plantas de la var. B76-78 a 3.4. Efecto sobre el rendimiento
los 8 meses de iciciado el cultivo azucarero
Cuando se determind el TCH y la calidad de
los jugos, se evidencid que las mayores
concentraciones de ambos  productos
15 presentaron los mayores TCH vy
v m o producciones de azlcar, comparados con el
testigo sin la aplicacion de inductor. Al
comparar las toneladas de azlcar por
Kit Releaf Kit Releaf Kit Releaf AS1,5mM AS1,0mM ASO0,5mM Control heCtér_ea (TAH) del tratamiento _Con ACido
L% 10% 08 salicilico a la mayor concentracion con el
Tretamientos testigo sin inductor se produjeron méas TAH,
asociadas con una menor infeccion de la
Grafico 8. Incidencia de SCYLV a los ocho enfermedad (grafico 10).
meses de edad del cultivo en plantas de la
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3.4. Efecto sobre la produccion B . - ..MdQSdid'"'c;)'l-ém
El aumento en la produccion de cafia 801 . mm;%i'z%-.__ CRSER
expresada en toneladas de cafa por hectarea T ol _ KitREeF 1% gy A‘;(;C;'Sa-iémm_m_.
(TCH) fue significativo, en las unidades . '“-mm%tg_?%. -'-.--l-'AéidoSaiicﬂicoos;T.i\
experimentales con aplicacion de los e Sninductor ™l
inductores de resistencia, teniendo a los ol e T
tratamientos con el Kit releaf 1.2% y AS15 | e T
mM con tonelajes que alcanzaron las 75y 78 40 . — e —— . —
TCH respectivamente (grafico 9). El & 9 % W0 16 W U5 10
tonelaje mas bajo fue observado en el Kg AzTc

control sin inductor con 61 TCH.
Gréfico 10. Efecto indirecto de la aplicacion
de inductores de SAR, en la producciony

CH

TCH de vitroplantas var B 76-78 tratadas con inductores SAR rendimiento de p|antas meristematicas de la
90,00 variedad B76-78.
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VI. CONCLUSIONES

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

Conrol SAO5  Kit ~ SALO Kt — Kit  SALS caliente para lograr la limpieza viral;
mM Releaf mM Releaf  Releaf mM R . . , .
0.8% 1o%  12% mientras que no hubo diferencias estadisticas
Tratamientos al someter los explantes a la extraccion de
meristemos, induccion de callos
Grafico 9. Efecto de los inductores SAR en embriogénicos y aplicacion de los productos
el TCH (toneladas de cafia por hectarea) en Ribvirin y AS.

plantas meristematicas var. B76-78. 1/.
Duncan p= 0.05.
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Por otra parte, la induccion de callos
embriogénicos surge como una alternativa
importante para la obtencion de plantas
libres de virus, sumado al mayor nimero de
brotes por explante obtenidos y la menor
produccion de fenoles lo que alarga la vida
atil del medio de cultivo. Esto podria
convertirla en una opcion rentable si se trata
de producciones comerciales de plantas in
Vitro.

Aungue se observaron resultados
promisorios, es necesario realizar otras
evaluaciones en cuanto a frecuencias de
aplicacion, estabilidad de la resistencia y
reaccién de otras variedades, antes de su
recomendacion. La proteccion de las plantas
meristematicas, con la combinacion de
insecticidas e inductores SAR, fue
significativa, luego del diagnosticos
realizados con TBIA.

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