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RESUMEN

Garrido, M. J., Ordosgoitti, A. y Lockhart, B. E. L. 2004. Presencia
del virus baciliforme de la cafia de azdcar en Venezuela. Fitopatol.
Venez. 17: 38-42.

Durante el examen de preparados de enjuague al microscopio
electrénico de muestras de cafia de azlicar (Saccharum sp.) cv
D 15841 con sintomas de infeccién por el virus del mosaico de la
cafla de azucar, se evidenciaron particulas filamentosas tipicas de
los potyvirus. Adicionalmente se observaron algunas particulas
baciliformes similares a las del grupo badnavirus donde se incluye
el virus baciliforme de la cafia de azficar (SCBV). A través de
microscopia electrénica inmunoadsorbente (MEI), utilizando
extractos parcialmente purificados de plantas infectadas y antisuero
contra el SCBV, solo se observaron particulas baciliformes de ca
130 x 30 nm capturadas por el antisuero. Esto evidenci6 que el virus
en estudio estd estrechamente relacionado con el SCBV. El virus
fue transmitido por la escama rosada de la cafia de azicar,
Saccharicoccus sacchari, y mediante transmision mecénica, en baja
proporcion (<10%), a caiia de aztcar cv CP 29291. En algunas plantas
de este cultivar no se observaron sintomas foliares; sin embargo, la
transmisién del virus fue verificada por MEI El virus no fue
transmitido mecanicamente a un grupo de plantas indicadoras. Sobre
la base de estos resultados, se concluye que el virus baciliforme
presente en el ¢cv D 15841 es el SCBV. Este constituye el primer
reporte del SCBV infectando cafia de azicar en Venezuela. El virus
fue detectado por MEI en nueve cultivares experimentales y
comerciales de cafia de azficar en Yaritagua, Edo. Yaracuy y
Maracay, do. Aragua.

ABSTRACT

Garrido, M. J., Ordosgoitti, A. and Lockhart, B. E. L. 2004. Presence
of Sugarcane bacilliform virus in Venezuela. Fitopatol. Venez. 17:
38-42.

During electron microscopy examination of leaf dip preparations of
samples of sugarcane (Saccharum sp.) cv D 15841 showing foliar
symptoms of infection by Sugarcane mosaic virus were evidenced
flexuous rods typical of potyvirus group. Additionally were found to
contain some bacilliform viruslike particles resembled those of the
badnavirus group that include Sugarcane bacilliform virus (SCBV).
In immunosorbent electron microscopy (ISEM) tests using partially
purified extracts of infected plants was only observed bacilliform
particles measuring approximately 130 x 30 nm trapped by
antiserum against SCBV. This evidenced that the virus was
serologically closely related to SCBV. The virus was transmitted by
the pink sugarcane mealybug, Saccharicoccus sacchari, and by
mechanical inoculation at relatively low rate (<10 %) to healthy
sugarcane cv CP 29291. No foliar symptoms were observed on some
infected plants of sugarcane cv CP 29291, but virus transmission
was verified by ISEM. The virus was not transmitted mechanically
to one set of healthy test plants. Based on the above characteristics,
the bacilliform virus present in the cv D 15841 is considered to be
SCBV. This is the first report of SCBV infecting sugarcane in
Venezuela. The virus was detected by ISEM in nine experimental
and commercial cultivars of sugareane in Yaritagua, Yaracuy State
and Maracay, Aragua State.

INTRODUCCION

La cafia de azicar (Saccharum sp.) es un cultivo que
reviste gran importancia desde el punto de vista agricola en
Venezuela, ya que contribuye con la producciéon de materia
prima importante para la agroindustria venezolana y es una
fuente generadora de empleos tanto directos como indirectos.
Sus usos van desde 1a obtencién de sacarosa (azicar) hasta
la obtencién de materia prima para los aglomerados de
construceién y la produccién de materia organica para
mejorar las caracteristicas del suelo (4).

La cafa de azticar es infectada por numerosos agentes
patégenos, tales como virus, hongos, bacterias, fitoplasmas
y nematodos, que le causan enfermedades de diversa
importancia econdmica y representan uno de los factores
que merman la produccién de azicar en el Ambito mundial.
En los ultimos afos ha aumentado notablemente el nimero
de organismos patégenos y sus razas y serovares, y se han
incrementado los ya existentes. Han sido reportadas méas
de 126 enfermedades en unos 109 paises y regiones cafieras,
donde se produce cerca del 60% del aziicar que se consume
en el mundo. Por ello es necesario conocer la situacién
fitopatologica de las siembras de cana de azdcar, para estar
en condiciones de prevenir o reducir las pérdidas de la
cosecha que ocasionan las enfermedades (5).

De todas las enfermedades que afectan la cafia de azticar,
las de origen viral representan un papel importante en este
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cultivo, debido a la severidad de los dafios que pueden
ocasionar en los cultivares susceptibles y a que el control
quimico es poco eficaz y por lo general no se posee suficiente
material vegetal resistente. Con relacién a este tipo de
enfermedades, en Venezuela han sido identificados el virus
del mosaico de la cana de azicar (Sugarcane mosaic virus,
SCMV) (7,18) y el virus de la hoja amarilla de la cafia de
azucar (Sugarcane yellow leaf virus, ScYLV) (10).

En octubre de 2001, durante el examen de preparaciones
de enjuague al microscopio electrénico de muestras de cafia
de azicar cv D 15841 con sintomas parecidos a los causados
por el SCMV, se evidenciaron particulas filamentosas
flexuosas tipicas de los potyvirus. Adicionalmente, se
observaron algunas particulas baciliformes, muy similares
a las del virus baciliforme de la cafia de aztcar (Sugarcane
bacilliform virus, SCBV) (13). El objetivo de este trabajo
fue identificar al virus baciliforme presente en el cultivar
D 15841. Un avance de esta investigacién fue presentado
con anterioridad en forma de resumen (8).

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento viral. Se utiliz6 un aislamiento proveniente
de plantas de cana de azicar cv D 15841, infectadas en
condiciones naturales, cultivada en la Estacién Experimental
de Yaritagua, Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas



(INIA), Yaritagua, estado Yaracuy. El aislamiento viral fue
obtenido mediante inoculacién a través de insectos (escamas)
a plantas de cafia de aztcar cv CP 29291 libres de virus.
Estas plantas fueron mantenidas en un umbraculo para
plantas enfermas y propagadas vegetativamente.

Inoculacion mecanica y rango de huéspedes. Tejido
foliar joven del cv CP 29291 infectado, exhibiendo sintomas
de un moteado suave, fue cortado finamente y macerado en
una solucién de 1% K,HPO, + 0,1% Na,SO, en la proporcién
1:5 (p/v). Al extracto filtrado se le agregd carborundoe
{ca 2%) y se aplico con el dedo indice a las hojas mAas nuevas
de plantas sanas de varias especies indicadoras de wvirus.
Tras lavado de las hojas, las plantas inoculadas fueron
colocadas en un umbraculo a prueba de insectos, a 26-28 °C,
65-85 hr y 30.500 lux (promedio). Las plantas fueron
evaluadas hasta 45 d después de la inoculacién y la
transmision viral fue chequeada por microscopia electrénica.

Microscopia electronica. Extracto crudo de tejido foliar
v el virus parcialmente purificado fueron diluidos en agua
destilada y se colocaron sobre rejillas de cobre previamente
cubiertas con colodion y reforzadas con carbén evaporado.
Posteriormente fueron coloreadas por tincién negativa con
fosfotungstato sédico al 2%, pH 6,8 (13).

Transmision por insectos. Se utilizé como vector la
escama rosada de la cafa de azlcar, Saccharicoccus sacchari
(Cockerell). Plantas de cafa de azicar cv CP 29291
infectadas con el virus y sobre las cuales crecian las escamas
sirvieron como fuente de inéculo. Para la inoculacién se
cortaban pequefias secciones del tallo con escamas
alimentandose, sin disturbar los insectos adheridos. Los
pequetios segmentos de tallo se colocaban debajo de 1a hoja
envainadora de plantas sanas del cv CP 29291. Las plantas
fueron mantenidas en un umbriculo durante 6 meses y
posteriormente fueron analizadas por inmunomicroscopia
electrénica para la deteccién del virus (8).

Purificaciéon parcial. Para la deteccién del SCBV
mediante microscopia electrénica inmunoadsorbente se
utilizd extractos de hojas parcialmente purificados. Estos
extractos fueron preparados de la manera siguiente:
Muestras de 5 g de tejido foliar congelado en nitrégeno liguido
fueron pulverizadas y mezcladas con 18 ml de 200 mM buffer
fosfato, pH 6, que conienia 10 mM EDTA, 0,5% Na, S0,
(p/v), 3% polietilen glicol (p/v) y 2% polivinilpirrolidina
(p/v). El extracto fue filtrado a través de gasa y centrifugado
a 12000 g durante 10 min y se descart6 el sedimento. Al
sobrenadante se le anadié Triton X-100 hasta una
concentracion final de 2% (v/v). Después de agitar la mezcla
(17 ml) por 30 seg, fue colocada sobre un colchén de 5 ml de
30% sacarosa (p/v) en 100 mM buffer fosfato pH 7,2 ¥
centrifugado 1 h a 109000 g. Cada sedimento fue
resuspendido en 100 pL. de 10 mM buffer fosfato y 150 mM
NaCl, pH 7,2. La suspensién fue clarificada por agitacién
rapida con 50 pL de cloroformo seguido por centrifugacién a
12400 g por 6 min. El sobrenadante fue removido y constituyd
la preparacién parcialmente purificada (1).

Microscopia eleétréonica inmunoadsorbente. Fue
utilizado un antisuero policlonal de amplio espectro,
preparado contra una mezela de aislamientos del SCBV y
del virus del rayado del banano (Banana streak virus, BSV)
de acuerdo a lo descrito por Ndowora y Lockhart (17). Cada
rejilia del microscopio electrénico recubierta con carbén fue

colocada sobre una gota de antisuero diluido 1:1000 en 10 mM
Tris-HCI, pH 7,4, durante 15 min. Luego, se lavé la rejilla
con 20 gotas de 10 mM Tris-HCl, pH 7,4, y fue colocada sobre
una gota de la suspensién viral parcialmente purificada
durante 1 h. Cada rejilla fue enjuagada con 15 gotas de 10
mM Tris-HCI, luego 15 gotas de agua destilada, y por dltimo 15
gotas de 2% fosfotungstato sddico conteniendo 100 pg/ml de
bacitracina (pH 7) y examinada al microscopio electronico (1,16).

RESULTADOS Y DISCUSION

Transmisiéon mecanica, sintomatologia v rango de
huéspedes. El virus en estudio (VEE) fue transmitido en
baja proporcién (<10%) por inoculacién mecanica al cv CP
29291 utilizando como indculo savia de plantas enfermas
del mismo cultivar. En el cv CP 29291 indujo sintomas de
moteado suave con pequefias estrias cloréticas. En algunos
casos no se observaron sintomas foliares asociados con la
infeccidn viral. Sin embargo, la transmision del virus fue
verificada mediante preparados de enjuague (dipping)
observados al microscopio electrénico v por purificacién
parcial e inmunomicroscopia electrénica. En las plantas
testigo no se observaron las particulas baciliformes presentes
en las plantas inoculadas. Estos sintomas son similares a
los ocasionados por el SCBV, cuya infeccién induce sintomas
inciertos y variables y en la mayoria de los cultivares de
cafia de azlcar es asintomético, mientras que en otros puede
causar un moteado suave (Fig. 1) y estrias clordticas
(2,20,21). Lockhart y Autrey (13) transmitieron al SCBV por
inoculacién mecdnica de plantas de cafia de azticar cv Mex
57-473 a plantas sanas del cv CP 44-01. No observaron
sintomas foliares, pero la transmisién fue verificada por
microscopia electrénica. El bajo porcentaje de infeccién
obtenido mediante transmisién mecdnica ha sido sefialado
por otros investigadores para el SCBV (2,13).

El VEE no se transmitié mecanicamente a ninguna de
las especies siguientes: sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench]
cvs Rio y Atlas, maiz (Zea mays L) cvs Bonanza y Sefloarca
02, pasto johnson [Sorghum halepense (1..) Pers.], frijol
[Vigna unguiculata (L) Walp.] cv Tuy, Nicotiana glutinosa
L., Nicotiana benthamiana Domin., avena (Avena sativa L.)
cv Garland, cebada (Hordeum vulgare L) cv Pennrad y trigo
(Triticum aestivum L.) cv Monon. Después de 45 d de
inoculadas las plantas no mostraron sintomas de infeccion
viral y el VEE no fue detectado en preparados de enjuague
vistos al microscopio electrénico. Resultados similares fueron
obtenidos por Lockhart y Autrey (13) al inocular el SCBV en
un grupo de plantas indicadoras (nueve especies)
comunmente utilizadas en bioensayos a nivel de laboratorio
para la identificacién de virus. En esta investigacion seis de
esas especies no fueron infectagias por el VEE. E1 SCBV
difiere de la mayoria de los badnavirus en su capacidad de
infectar un amplio rango de huéspedes, entre los cuales
figuran: S. halepense, Brachiaria sp., Ponicum maximun,
Rottboellia exaltata, Pennisetum purpureum, Saccharum
robustum, S. spontaneum, &. barberi, Erianthus
arundinaceus y E. ravennae, ademas de cafia de azicar
(2,21). Por otra parte, el SCBV ha sido transmitido
experimentalmente a arroz (Oryza sativa L.) y bananos
(Musa sp.) usando inoculacién con Agrobacterium
tumefaciens con un clon del SCBV (3). ‘
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Fig. 1. Sintomas foliares inducidos por el virus baciliforme de la cafia de azticar en tres cultivares de cafia de azicar infectados en condiciones
naturales: A) Moteado suave en el cv CP 31588; B) Moteado en el cv CP 29291; C) Moteado y estrias cloréticas en el cv Salangore.

Purificaciéon parcial, microscopia electronica
inmunoadsorbente, morfologia y tamafno de las
particulas. En los extractos parcialmente purificados
provenientes de tejidos infectados con el VEE se observaron
tUnicamente particulas virales de morfologia baciliforme
atrapadas por el antisuero contra el SCBV, de un tamafio
promedio de 130 x 30 nm (Fig. 2), lo que demuestra una
estrecha relacién serologica entre el VEE y el SCBV. El
namero de particulas observadas variaba con la muestra y
en los preparados de enjuague vistos al microscopio
electronico se observaron particulas baciliformes poco
contrastadas y en muy bajo nimero. La baja concentracién
de particulas en ambos casos permite inferir que el VEE se
presenta en baja concentracion en los tejidos de las plantas
infectadas. La forma y el tamafio de las particulas son
caracteristicos del grupo badnavirus, del cual es miembro
el SCBV. Este virus presenta particulas baciliformes,

Fig. 2. Reaccidén del virus en estudio (VEE) con antisuero contra el
virus baciliforme de la cafia de azticar en una prueba de microscopia
electrénica inmunoadsorbente. Las particulas parcialmente
purificadas a partir de tejidos foliares del cv CP 29291 fueron
atrapadas por el antisuero que recubria las rejillas del microscopio.
Escala: 200 nm.
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contentivas de un genoma de doble cadena de ADN, esta
serologicamente relacionado con el BSV y en la naturaleza
es diseminado por pseudococcidos o escamas (3,12,14). Estos
resultados confirman la presencia del SCBV en casi todas
las muestras analizadas (9/11). Este virus se encuentra
distribuido en la mayoria de las regiones geograficas donde
se cultiva cafia de azicar, infectando tanto cafias nobles
(Saccharum officinarum 1..) como cultivares comerciales o
hibridos interespecificos de Saccharum (2,6,19,20).

El método de deteccién utilizado ha sido empleado
rutinariamente para el diagnéstico del SCBV a partir de
extractos parcialmente purificados con una buena
sensibilidad (13,21). El diagnéstico por sintomatologia no
es adecuado porque los sintomas inducidos por el virus son
variables o ausentes, mientras que el diagndstico a través
del uso de plantas indicadoras no es el mas apropiado, ya
que el virus es transmitido mecénicamente con dificultad.
Mediante ELISA se detecta al SCBV cuando se analizan
cafnas nobles severamente afectadas por el virus (2).

Fig. 3. Escama rosada de la cafia de azicar, Saccharicoccus saccharti,
vector del virus baciliforme de la cafia de azdcar, colonizando cafia de
azucar.



Transmisiéon por insectos. El VEE fue transmitido al
cv CP 29291 por la escama rosada de la cafia de aztcar,
8. sacchari (Fig. 3). De cinco plantas inoculadas, dos
mostraron sintomas de moteado suave, casi imperceptible.
La transmisién del VEE fue corroborada por purificacién
parcial e inmunomicroscopia electrénica. Las plantas testigo
no mostraron sintomas y en los preparados observados al
microscopio electrédnico no se observaron particulas
baciliformes. Este mecanismo de transmisién ha sido citado
para el SCBV por otros investigadores (6,14) y coincide con
los resultados de la microscopia electrénica e
inmunomicroscopia para el referido virus. Es probable que
S. sacchari esté jugando una funcién importante en la
diseminacion del SCBV en caiia de azficar en Venezuela, ya
que ha sido sefialada en el pais desde hace muchos afios (9).
Por otra parte, este insecto es muy comiin en el cultivo de la
cana de azicar y es un eficiente vector en la transmisién del
SCBYV y, al igual que otros badnavirus, es transmitido de
manera semipersistente (11,15).

Deteccion del SCBV en algunos cultivares de cafia
de azihcar. El virus fue detectado por microscopia
electrénica inmunoadsorbente en extractos parcialmente
purificados de los cultivares experimentales y comerciales
siguientes: Salangore, D 15841, V 64-10, C 32368, B 63168,
CP 29291, CP 742005, CP 721210 y CP 31588. La mayor
cantidad de particulas virales se observé en el cv Salangore,
mientras que los cvs CP 742005, CP 721210 y CP 31588
presentaban el menor niimero de particulas; el resto de los
cultivares evaluados presentaban una cantidad intermedia.
Solo los cvs Salangore, CP 29291 v CP 31588 exhibian
sintomas de un moteado suave y pequefias estrias clordticas,
los cuales eran mas visibles en el cv Salangore: el resto de
los cultivares no mostraban ningdn tipo de sintoma
caracteristico de infeccidén viral, aunque el virus estaba
presente en ellos. El hecho que el cv Salangore presentara
sintomas més evidentes y mayor cantidad de viriones era
de espérar, pues, es una cana noble y es conocido que este
tipo de genotipo es muy susceptible al SCBV (6,21). Los cvs
PR 692176 y B 81328 que también fueron analizados,
resultaron libres del virus. Todos los cultivares evaluados
crecian en el banco de germoplasma de cafia de aztcar de la
Estacién Experimental de Yaritagua, INIA, Yaritagua, Edo.
Yaracuy, con la excepcién de los cvs CP 29291 y CP 31588
que provenian del Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (CENIAP), INTA, Maracay, Edo. Aragua.

Sobre la base de la sintomatologia, microscopia
electrénica, inmunomicroscopia electrénica y la transmisién
por insectos se concluye que el SCBV, previamente reportado
en los principales paises donde se cultiva cafa de aztcar,
esta presente en Venezuela. Hasta ahora ha sido detectado
en Yaritagua y Maracay. Su deteccién en el pais plantea la
necesidad de evaluar el banco de germoplasma de cafia de
azicar, para lo cual se requiere estandarizar un buen método
de deteccién (alta semnsibilidad), ya que el virus no induce
sintomas en la mayoria de los cultivares que infecta y la
concentracién de particulas en los tejidos infectados es baja,
lo cual limita su deteccién (2). La presencia del SCBV en el
germoplasma de cafia de azlcar puede representar un serio
impedimento en el intercambio de material genético. Por
otra parte, el SCBV se le encuentra frecuentemente en
infecciones mezcladas con otros virus y existen evidencias
del efecto sinergistico que se produce en la replicacién viral

y en el desarrollo de los sintomas cuando se presenta
enesas condiciones (6,13). El efecto del SCBV en la
produccidn ain no esté claro; en algunos cultivares el virus
disminuye la produccién de biomasa, en otros la incrementa
y en algunos los resultados son variables (6).
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