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Resumen

El presente trabajo presenta alternativas para el manejo del virus de la hoja amarilla de la cafia de aztcar (SCYLV)
mediante la aplicacién de herramientas de cultivo de tejidos para la obtenciéon de semilla sana libres del virus
utilizando explantes de la variedad CR74-250. Para el efecto se plante6 la extraccion de meristemos, la induccion de
callos embriogénicos y la utilizacién de Ribavirin (Virazole) (30 mg.I™), el cual tiene actividad antiviral; asi como el
uso del &cido salicilico, AS (100uM), que actia como elicitor en las respuestas de Resistencia Sistémica Adquirida
(SAR). Adicionalmente a los tratamientos in vitro, se utilizaron los controles de termoterapia (41°C, 15 dias) y agua
caliente (51°C, 1 hora). Se registraron las variables de nimero de brotes por explante, fenolizacion y presencia o
ausencia del virus. El diagnéstico viral se lo efectué mediante la técnica inmunoenzimatica Tissue Blot Immunoassay
(TBIA). Los explantes sometidos a la induccion de callos embriogénicos mostr6 el menor grado de fenolizacién (0.32)
comparado a los obtenidos en los meristemos (1.93); mientras que no hubo diferencias significativas en cuanto al
numero de brotes por explante. 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 (5.0%); no obstante, presentaron el mismo
nivel de significancia con la extraccion de meristemos y la aplicacion de Virazole, (6.7%); mientras que los
tratamientos sometidos a termoterapia y agua caliente mostraron los niveles méas altos de incidencia (86.7 y 90.0%).

Palabras clave: Elicitor, Termoterapia, Acido Salicilico, Resistencia Sistémica Adquirida.
Abstract

The present work show alternatives for the management of the Sugarcane Yellow Leaf Virus (SCYLV) by using tissue
culture techniques for the obtaining of virus free healthy seed using explants of the variety CR74-250. For the effect
the extraction was presented of meristemos, the induction of embriogenics callus and the utilization of Ribavirin
(Virazole) (30 mg.l-1), which has antiviral activity; as well as the use of the salicylic acid (SA) (100uM), that acts as
elicitor in the answers of Systemic Acquired Resistance (SAR). Additionally to the processing in vitro, the controls
were utilized of thermotherapy (41°C, 15 days) and hot water (51°C, 1 hour). The bud number variables were
registered by explante, fenolizacién and presence or absence of the virus. The viral diagnosis was performed it by
means of the technical one immunoenzimatic Tissue Blot Immunoassay (TBIA). The explants submitted to the
induction of tripe embriogénicos showed the smaller degree of fenolizacion (0.32) compared with the obtained in
meristemos culture (1.93); while do not there was differentiate significant as soon as al number of bud by explant.
The smaller incident of the virus was observed in the plants treated with the inductor SA and in the explants
submitted to the induction of embriogenics callus (5.0%); nevertheless, they presented the same level of significance
with the extraction of meristems and the application of Virazole (6.7%); while the processing submitted to
thermotherapy and hot water showed the highest levels of incident (86.7 y 90.0%).
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1. Introduccion

El virus del sindrome de la hoja amarilla (Sugarcane
Yellow Leaf Virus, SCYLV) de la cafa de azucar fue
detectado por primera vez en Montpellier, Francia [4],
asociandolo con pérdidas en el rendimiento, tanto en
el rendimiento azucarero como en tonelaje de cafia
cosechada [6] y [18].

El virus de la hoja amarilla posee ARN como material
genético y estd confinado al floema del huésped y
taxondmicamente es un miembro de la familia
Luteoviridae, aunque su ubicacion dentro de esta
familia no ha sido completamente determinada [6].

En la actualidad estd ampliamente distribuido en todo
el mundo y en el Ecuador constituye un problema
epidemiolégico [10]; encontrandose incidencias
promedios de 26.31% en los tres ingenios y con
maximos niveles hasta del 99.3 % de infeccion y se ha
encontrado distribuido en el 73.82% de los canteros
evaluados [9].

Sheffield, (1942) y Laghans et al., (1977) citado por
Ortega [8] informan que aunque los meristemas
apicales son a menudo libre de virus, esto no puede
ser contemplado como un fendmeno de ocurrencia
universal. Existe suficiente evidencia para sugerir que
algunos virus actualmente 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 TMV,
virus X de la papa (Mori 1977), y el CMV (Walkey y
Cooper, 1972) [8].

Comstock y Miller [5], afirman que en sus trabajos de
investigacién observaron diferencias considerables en
las toneladas de cafia por hectarea y toneladas de
azlcar por hectarea del cuatro y ocho por ciento
respectivamente en plantas obtenidas por cultivo de
tejidos y las plantas tratadas con agua caliente.

Una alternativa que puede ser viable para la
eliminacién de virus que invaden el meristemo es la
induccion de callos [8], la cual consiste en
tratamiento de los explantes con sustancias como el
2,4-D (acido 2,4 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 [15] vy [19].

Parmesur y Saumtally et al, [13] en sus ensayos con
cafia de azUcar utilizaron medios para induccién de
callos utilizando 2,4 D en concentraciones de 6.7 g.L”
! Los callos embriogénicos fueron subcultivados a
intervalos mensuales y regenerados en un medio
desprovisto de 2,4 D [2]. La limpieza a través de
callos requiere de menos cuidado que el cultivo de

meristemos y todas las plantas regeneradas estan
libres de virus. Sin embargo, el cultivo de callos debe
ser tratado cuidadosamente debido a posible variacion
somaclonal.

Otra de las alternativas para la obtencién de plantas
libres de enfermedades sistémica es la aplicacion de
calor (termoterapia) [3]. En este sistema la semilla es
sometida a una incubadora que le proporciona una
temperatura que supera el punto de inactivacion
térmica de los virus en mencion [8].

Livingston y Toussaint et al citados por Parmessur y
Sauntally [13] y [14], 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. Estos dos altimos 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 cafia de azlGcar 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.

Ribavirin es un nucletsido 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 ADNy ARN y
consecuentemente la sintesis de proteinas y la
replicacion viral. Comercialmente es vendido con los
nombres de Virazole, Rebetol y Copegus [1].

En la actualidad, una alternativa ante la falta de
fuentes de resistencia genética puede ser la activacion
de la resistencia sistémica adquirida (SAR), el cual
€S un mecanismo que activa la expresion de proteinas
de resistencia (PR protein) mediante el uso de
moléculas elicitoras que generan este tipo de
respuestas en las células vegetales [11] y [12].
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, el Acibenzolar-S-Methyl [16] y
[17], p-aminobutyric acid (BABA), sacarina; entre
otras moléculas [11] y [12].

El actual trabajo de investigacién busca la limpieza
del virus SCYLV mediante la utilizacién 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, é&cido salicilico y el agente viricida
Ribavirin ~ (Virazole); ambas moléculas son
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adicionadas al medio de cultivo durante la fase de
multiplicacion.

2. Metodologia

Para la ejecucion del experimento, se garantizé 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 una temperatura de
51° C durante una hora y desinfectadas con el
fungicida Folicur. Posteriormente se sembraron en
bandejas plasticas con un sustrato compuesto por
ceniza: cachaza y arena en proporcion de 1:1:1 y
mantenidas bajo condiciones de invernadero hasta
lograr su germinacion.

2.1. Termoterapia e introduccion del material
in vitro

Luego de que las plantas germinaron y desarrollaron
hasta alcanzar los 5 0 7 cm se procedid a colocarlas en
una camara de termoterapia manteniéndolas a una
temperatura de 41°C durante 15 dias (figura 1).

Al finalizar el tratamiento de termoterapia, los tallos
de cada plantula es cortado desde su base hasta los 3 o
4 c¢cm de longitud, siendo lavadas profusamente con
agua corriente y mantenidas en frascos de compota
solucion antioxidante (&cido citrico + acido ascérbico)
antes de ingresar a la camara de flujo laminar para la
extraccion del meristemo.

Figura 1. Pléantulas sometidas a termoterapia a 41° C
durante 15 dias.

Previo a la extraccion del meristemo en la camara de
flujo laminar, los explantes fueron sumergidos en en
agua con solucion antioxidante, luego se sometieron a

Hipoclorito de sodio NaOCI al 5% durante 3 min
seguido de tres enjuagues con agua destilada estéril.
Luego se colocaron en agua con solucién antioxidante
estéril durante 10 min.

2.2. Cultivo de meristemos

Meristemos de 0.3 - 0.5 mm de longitud con 1 — 2
primordios fueron extraidos con la ayuda de estereo-
microscopio, bisturi y agujas de diseccion 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 se llevan a penumbra
durante 10 dias, luego se cambia el medio y se coloca
ron en frascos con medio de cultivo nuevo. Se dejan
en agitacién 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
mayonesa con medio MS Il para la multiplicacion. Se
llevaron al cuarto de multiplicacion con un
fotoperiodo de 12 horas diarias a una temperatura
entre 25-26°C y una luminosidad de 2500 lux. Cada
15 dias se realizaron las divisiones, llegando a un
maximo de cuatro divisiones para evitar problemas de
variacién somaclonal.

Para la fase de enrraizamiento las plantulas fueron
transferidas al medio MSIII utilizando Kinetina vy el
acido Indol Butirico, transfierendo cada macollo de
plantas al nuevo medio. En esta etapa las plantas
permanecieron por un periodo de aproximadamente 20
dias.

2.3. Inducciéon y regeneracion de callos
embriogénicos

Los callos embriogénicos son inducidos a partir de los
meristemos extraidos de acuerdo a la metodologia
arriba descrita, esto es; fueron sometidos a
tratamientos de agua corrida, agua caliente,
tratamiento fungicida y termoterapia.

Una vez dentro de la cdmara de flujo laminar las hojas
exteriores de cada explante fueron retiradas y
desechadas cuidadosamente con pinzas, agujas de
diseccion y bisturi. La porcién central de cada
explante es colocada en frascos de compota que
contienen medio sélido enriquecido con 2,4 — D (2,4
Diclorofenoxiacético) en concentraciones de 3 mg.L™,
el cual es una auxina que estimula la formacion de una
masa no diferenciada de células con gran actividad
mitdtica.

Los frascos sembrados se colocaron en la sala de
incubacion cubiertas con una tela de color negro para
mantenerlos en penumbra por un periodo aproximado
de 30 dias hasta observar la formacién de una pequefia
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masa celular de color blanquecina y consistencia
cremosa. A partir de entonces, los explantes son
expuestos a la luz para que continlien su crecimiento,
manteniéndolos en estas condiciones por lapso de 30
dias més.

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 rotuldndolos adecuadamente. En
este nuevo medio permanecieron por periodo
aproximado de 45 dias.

Figura 2. Induccion de callos en medio sélido enriquecido
con 2,4-D.

Los callos en estas condiciones podrian se
multiplicados una vez mas, pero existe el riesgo de
gue se induzca variacién somaclonal, por lo que se
decidié no realizar mas subcultivos para evitar tal
variacion.

Para lograr la regeneracion de plantas a partir de
callos, éstos fueron colocados en un medio sélido para
su regeneracion 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, completando un tiempo de 42 a 50 dias
en este medio (figura 3).

Figura 3. Regeneracion de plantas en medio sdlido carente
de 2,4-D.

Posterior a ello, los brotes completamente
desarrollados y diferenciados fueron transferidos a
medio liquido MSII para la obtencion de brotes
adicionales. En este medio las plantas permanecieron
por espacio de 20 dias.

2.4. Aplicacion de Acido salicilico (AS) y
Ribavirin.

Se evalud la aplicacion in Vitro del acido salicilico AS
en concentraciones de 100 pM durante la fase de
multiplicacién. El elicitor fue agregado al medio de
cultivo, esterilizado y dispensado en los frascos de
acuerdo con la metodologia ya descrita.

De igual forma se aplicé el viricida Rivavirin
(Virdosle) al medio de cultivo durante la fase de
multiplicacion en medio MSII. Para el efecto se utilizo
una concentracion de 30 ppm.

2.5. Toma de muestras y diagndstico viral
mediante TBIA.

Luego de cuatro meses de ser mantenidas bajo
condiciones de invernadero, las plantas fueron
muestreadas mediante la extraccién de la primera hoja
con ligula visible TVD (Top Vissible Dewlap Leaf) y
luego se realizé la prueba Tissue Blot Immunoassy
(TBIA) para diagnosticar la presencia o ausencia del
virus.

La prueba TBIA fue desarrollada de acuerdo con
Garcés, et al. [8], en la que se utilizaron membranas
de nitrocelulosa de la marca Bio-Rad. Las membranas
fueron incubadas en agitacion a 200 rpm a
temperatura ambiente y lavadas tres veces con buffer
TBS al final de cada paso.

Al finalizar el protocolo, las membranas fueron
observadas con un estereomicroscopio  (x100)
estableciendo como reaccién positiva, aquellas
muestras que mostraban manchas de color purpura
intenso, debido a la presencia de precipitados
formados por la utilizacion de PCIB y NBT como
sustratos en la reaccién inmunoenzimatica.

3. Resultados

3.1. Incidencia del patégeno

Luego del diagndstico viral mediante la técnica TBIA,
se observd la incidencia en cada uno de los
tratamientos se muestra  que los tratamientos
inducidos a callos embriogénicos y la aplicacion del
4cido salicilico 100pM, obtuvieron los mas bajos
niveles de incidencia con el 5% en ambos
tratamientos, mientras que los explantes sometidos
solamente a la extraccion de meristemos y los tratados
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con el viricida Rivavirin mostraron incidencias de
6.7% en los dos casos.

Por otra parte, los controles con solo termoterapia y el
testigo absoluto que Unicamente fue sometido a
tratamientos de agua caliente, mostraron incidencias
del 86.7% y 90% respectivamente (Figura 1).

acuerdo a la coloracién observada, mientras que los
tratamientos Ribavirin y meristemos tuvieron los mas
altos niveles de fenolizacion. Por otra parte, el
tratamientos AS 100 uM tuvo un comportamiento
intermedio a los anteriores tratamientos (Figura 3).

Efecto del Cultivo de Meristemos en la Eliminacion del Virus de
la Hoja Amarilla (SCYLV) b

b
86,7 90,0

Incidencia(%)

Callos SA100pM  Meristemos Ribavirin ~ Termoterapia  Control
Absoluto

Tratamientos

Grado de Fenolizacion observado en plantas de la variedad
CR 74-250 tratadas IN VITRO

)
[
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N

€56

=
[

[N

Fenolizacion

o
w

Callos AS 100 uM Ribavirin Meristemos

Figura 1. Incidencia del virus SCYLV en plantas de la var.
CR74-250 tratadas in Vitro, agua caliente y termoterapia. 1/
Promedios con las mismas letras son similares
estadisticamente (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 (Figura 2).

Numero de Brotes por explante en plantas de la var.
CR74-250 trtadas in vitro

Numero
de brotes por explante

Rivavirin AS 100uM Meristem. Callos
embriog.

Figura 2. NUmero de brotes por explante observado para
cada tratamiento. 1/ Promedios con las mismas letras son
similares estadisticamente (Tuyey p= 0.05)

3.3. Grado de fenolizacion

La variable fenolizacion mostré a los callos
embriogénicos como el tratamiento que mostré menor
produccion de fenoles liberados al medio de cultivo de

Figura 3. Grado de fenolizacion observado para cada
tratamiento. 1/ Promedios con las mismas letras son
similares estadisticamente (Tuyey p= 0.05)

4. 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 caliente para lograr la limpieza viral; mientras
que no hubo diferencias estadisticas al someter los
explantes a la extraccion de meristemos, induccién de
callos embriogénicos y aplicacion de los productos
Virazole y AS.

Por otra parte, la induccion de callos embriogénicos
surge como una alternativa importante para la
obtencion de plantas libres de virus, sumado al mayor
numero de brotes por explante obtenidos y la menor
produccion de fenoles lo que alarga la vida util del
medio de cultivo. Esto podria convertirla en una
opcion rentable si se trata de producciones
comerciales de plantas in Vitro.

5. Recomendaciones

Sobre la base de los resultados obtenidos, no se
recomienda la utilizacion de las moléculas AS y
Rivavirin como alternativas para la eliminacion del
virus de la hoja amarilla puesto que existen respuestas
muy similares a los tratamientos extraccion de
meristemos e induccién de callos embriogénicos, por
lo que no se justifica la aplicacion de estos producto a
al medio de cultivo.
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