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Introduccion

Los virus causantes de las enfermedades de Fiji (FDV), el mosaico de la cafia (ScMV) y
el sindrome de la hoja amarilla (ScYLV) ocasionan dafos de importancia econémica mundial
en el cultivo de la cafia de aziicar.

La enfermedad de Fiji no ha sido registrada en América pero si en el hemisferio oriental
donde amenaza seriamente la produccién de cana de azicar. Esta enfermedad es causada por
un virus perteneciente a la familia Reoviridae (género: Fijivirus subgrupo 1) que infecta células
del floema de plantas susceptibles (Hatta y Francky, 1997). El sintoma mds caracteristico de la
enfermedad es la presencia de agallas a lo largo de los haces vasculares de la superficie inferior
de la lamina foliar y la nervadura (Figura 1A). Los cultivos infectados con la enfermedad
también pueden presentar un severo raquitismo dando la apariencia, muchas veces, de un
césped (Irvine, 1982). La enfermedad es transmitida por saltahojas (Homoptera: Delphacidae)
del género Perkinsiella, siendo P. saccharicida, que presenta una distribucién mundial, el vector mds
eficiente (Egan et al., 1989). En Colombia no hay registros de la presencia de la enfermedad
pero si del insecto vector, por tanto, existen altas probabilidades de infeccién si no se hace un
control sanitario estricto al momento de introducir variedades importadas desde paises con

cultivos infectados.

El mosaico de la cafia y el sindrome de la hoja amarilla son de origen viral y actualmente
afectan el cultivo de la cafa de azicar en el valle del rio Cauca en Colombia. El segundo es
causado por un polerovirus que se manifiesta por el amarillamiento de la nervadura central de
las hojas de tallos afectados, el cual se extiende desde la parte distal hacia la base (Figura 1B).
Este sintoma no se observa ficilmente en algunas variedades, lo que dificulta su diagnéstico
en campo (Victoria et al., 1998). El mosaico es la enfermedad viral de registro més antiguo; es
causada por un potyvirus cuya sintomatologia se caracteriza por la presencia en forma alterna
de dreas verde-oscuras y cloréticas en la lamina foliar (Figura 1C) (Koike y Gillaspie, 1989).
La incidencia de esta enfermedad en Colombia es baja debido al uso de variedades resistentes
(Guzman y Victoria, 2001).

El objetivo de la investigacién que se reporta en este documento fue estandarizar y
desarrollar métodos moleculares para el diagnéstico de los virus causantes de las enfermedades

mencionadas, constituidos por dcido ribonucleico (ARN).
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Figura 1. Sintomas en la limina foliar de las principales enfermedades de la cana de azicar ocasionadas por virus.
A. Enfermedad de Fiji; B. Sindrome de la hoja amarilla; C. Mosaico de la cafa.

Metodologia

Para la deteccién de las enfermedades se realizé un trabajo a nivel molecular utilizan-
do la técnica Transcripcion Reversa seguida de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(RT-PCR). Esta técnica es muy sensible y especifica, y permite sintetizar el dcido des-
oxirribonucleico complementario (ADNc) proveniente del ARN para posteriormente
amplificarlo a fin de obtener bandas especiticas de acuerdo con el patégeno que se
quiere diagnosticar (Angel et al., 2001a; Angel et al., 2001b).

Inicialmente se trabaj6 en la estandarizacién para la deteccién individual de
cada enfermedad mediante RI-PCR y posteriormente se desarroll6 la técnica
RT-PCR muiltiple para diagnosticar los tres patégenos simultineamente en una
misma reaccién. Los resultados se visualizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa donde es posible observar las bandas o fragmentos de ADN producidos por
amplificaciones a partir de cebadores o iniciadores especificos. Lo anterior permite
separar los fragmentos de ADN segtin su peso molecular. De esta forma, para cada
virus se amplifican bandas de ADN de diferentes pesos moleculares que permiten el
diagnéstico a partir de la ausencia o presencia de bandas. En los geles se utiliz6 un
patrén o marcador de peso molecular para calcular el tamafo (en pares de bases, pb)
de las bandas producidas en el diagnéstico de las diferentes variedades evaluadas. Para
todas las reacciones se emple6 A Pst I como marcador de peso, el cual tiene un rango
de tamano de bandas entre 11,501y 150 pb.
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Resultados

Diagnostico individual de la enfermedad de Fiji

Se estandariz6 la técnica de RT-PCR para el diagnéstico individual de esta
enfermedad segin la técnica de Smith y Van de Velde (1994). Como control positivo
se utiliz6 ARN del virus enviado desde Australia (A. James, com. pers.) empleando
los cebadores especificos FDV7F y FDV7R. Como resultado se logré la amplificacién
de un fragmento (banda) de 450 pb correspondiente a un diagnéstico positivo para
la enfermedad (Figura 2, carril 2); en el carril 3 se observa el control negativo (sin
banda). Estos resultados son comparables con los obtenidos por Smith y Van de
Velde quienes, utilizando la prueba RT-PCR con los mismos cebadores especificos,

amplificaron este fragmento de igual peso molecular.

Figura 2.

Electroforesis para

la deteccién de la
enfermedad de Fiji.

1 = Marcador A Pst I
2 = Control positivo

1159 pb €~

339 pb <— (banda de 450 pb);
b 3 = Control negativo
10pb <= 450 pb (ausencia de banda).

(C ontrol positivo)

Deteccion de la enfermedad de Fiji en variedades importadas

Las variedades Q 121, Q 127, Q 151, Q 152, Q 155, Q 157, Q 159, Q 165y Q 171
—importadas de Australia y provenientes de la estacion de cuarentena cerrada donde
se encontraban en proceso de limpieza mediante termoterapia y cultivo in vitro antes
de pasar a cuarentena abierta— se sometieron a diagnéstico mediante RT-PCR para

el virus de la enfermedad de Fiji.

La RT-PCR se realizé a partir de los ARN extraidos (Qiagen, 1997) de cada una
de estas variedades, utilizando como control positivo el ARN del virus enviado desde
Australia y agua destilada como control negativo. Los resultados de la amplificacién
indicaron que las plantas de estas variedades resultaron libres del virus de la FDV
(Figura 3, carriles 2 a 5y 10 a 14). En los carriles 7, 8 y 16 se observa la banda de
450 pb correspondiente al control positivo; los carriles 6 y 15 corresponden a con-

troles negativos (ausencia de banda).

Esta misma metodologia se esta empleando para el diagnéstico en las variedades
importadas por CENICANA que llegan a la estacion de cuarentena cerrada en Tibaitatad,
con el objeto de realizar una evaluacién sanitaria precisa y evitar la entrada al pais de
nuevas razas del virus que puedan afectar el cultivo de la cana de azicar en Colombia.
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9 Figura 3.

| Electroforesis para el
diagnéstico de la enfermedad
de Fiji en variedades de cafia
de azdcar importadas.
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Diagnostico individual del virus del mosaico de la caha de aztcar
Se estandarizé la técnica de RI-PCR  para el diagnéstico individual de esta enfermedad
(Smith y Van de Velde, 1994). Como control positivo se utiliz6 ARN extraido (Qiagen,
1997) de plantas de cana de azicar de la variedad CP 31-294 afectadas por mosaico de
la cafia. Con el uso de los cebadores especificos S400-910 y S400-551 para ScMV se
logré amplificar una banda de 359 pb correspondiente a un diagnéstico positivo de la
enfermedad (Figura 4, carril 3). Estos resultados confirman los obtenidos por Smith y
Van de Velde (1994) quienes utilizando la misma prueba también obtuvieron resultados
positivos.

Diagnostico individual del virus del sindrome de la hoja amarilla
Para el diagnéstico de esta enfermedad se utilizaron los cebadores especificos FM359

y FM323. Este diagnéstico molecular habia sido estandarizado previamente por Angel
et al. (2001a, b). Como control positivo se utilizé el ARN extraido (Qiagen, 1997) de
plantas enfermas de la variedad SP 71-6163 que habian sido previamente analizadas
mediante la técnica Tissue Blot Inmuno Assay (TBIA) (Guzmén y Victoria, 2001).
Como resultado fue posible amplificar el fragmento de 1200 pb (Figura 4, carril 2) que
fue comparable con los resultados obtenidos por Angel et al. (2001a, b).

Deteccion simultinea de la enfermedad de Fiji, el mosaico y

el sindrome de la hoja amarilla mediante RTI-PCR maultiple

Para detectar simultdneamente las tres enfermedades en una sola reaccién mediante
RT-PCR muiltiple, primero se estandarizé la reaccién doble para sindrome de la hoja
amarilla (ScYLV) y el mosaico (ScMV) y después se mezcl6 el ARN extraido de plantas
afectadas por estas dos enfermedades utilizando los cebadores especificos para cada una
de ellas. Como resultado se obtuvieron bandas de 1200 y 359 pb correspondientes a
ScYLV y ScMV, respectivamente, en una misma reaccién (Figura 4, carril 6).

Para la RT-PCR muiltiple se mezclaron los ARN extraidos de plantas afectadas por las
dos enfermedades anteriores con el ARN positivo para la enfermedad de Fiji (FDV)
que fue enviado desde Australia, utilizando los tres pares de cebadores especiticos

para cada enfermedad. En estos trabajos se obtuvieron bandas de 1200, 450 y 359 pb
amplificadas simultineamente en una misma reaccién, asociadas con la presencia de los
patégenos ScYLV, FDV y ScMV respectivamente (Figura 4, carril 7). El control negativo
no present6 ninguna banda (Figura 4, carril 8).
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Conclusiones

A partir de estos estudios fue posible:

* Estandarizar la técnica molecular para el
diagnéstico de la enfermedad de Fiji y
el mosaico de la cafia de azicar.

* Desarrollar la técnica de RT-PCR muiltiple que
permite diagnosticar en una misma reaccién
los virus de la enfermedad de Fiji, el sindrome
de la hoja amarilla y el mosaico de la cafa de

azucar.

* Utilizar la técnica de RT-PCR muiltiple en
la evaluacién sanitaria de las variedades
importadas, evitando asi la entrada de nuevas

razas de estos virus al pais.
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