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RESUMEN

Las enfermedades sistémicas representan uno de los principales factores que afectan la produccion de
cafia de azucar. El conocimiento del estado fitosanitario del cultivo y la identificacion correcta de los fitopatdgenos son
claves para reducir las pérdidas por enfermedades. En este sentido, es fundamental contar con técnicas de diagnos-
tico sensibles, rapidas y faciles de ejecutar, para realizar un diagnéstico preciso y precoz. A partir del afio 2005, en la
Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres se incorporé el diagndstico molecular basado en la reaccién
en cadena de la polimerasa, para la deteccion especifica de cuatro enfermedades sistémicas de la cafia de azucar:
raquitismo de la cafia soca (Leifsonia xyli sp. xyli), escaldadura de la hoja (Xanthomonas albilineans), mosaico de la
cafia de azucar (Sugarcane mosaic virus, ScMV) y sindrome de la hoja amarilla (Sugarcane yellow leaf virus, ScYLV).
En este trabajo, se presenta la optimizacion metodoldgica del diagndstico molecular y se compara su eficiencia con la
de la técnica inmunoquimica ELISA. El método molecular mostré6 mayor sensibilidad para las enfermedades evalua-
das, tanto bacterianas como virales. El establecimiento del diagnéstico molecular constituye un avance tecnoldgico de
gran importancia para la industria azucarera regional, ya que no solo ayudara a disminuir la incidencia de dichas enfer-
medades, sino que también evitara el ingreso de otras nuevas al introducir germoplasma de cafia de azucar desde
otras regiones.
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ABSTRACT
Molecular diagnosis of sistemic sugarcane diseases in Argentina: methodology adjustment
and applications

Systemic diseases represent one of the main factors affecting sugarcane production. The knowledge of crop
sanitary conditions and the correct identification of phytopathogens are key factors to reduce losses caused by them.
To diagnose diseases as early as possible is crucial, so techniques that are sensitive, fast, accurate and easy to use
are essential. Since 2005, molecular diagnosis based on polymerase chain reaction has been applied at Estacion
Experimental Agroindustrial Obispo Colombres, for detecting four systemic sugarcane diseases: ratoon stunting
(Leifsonia xyli sp xyli), leaf scald (Xanthomonas albilineans), Sugarcane mosaic virus (ScMV) and yellow leaf
syndrome (Sugar cane yellow leaf virus, ScYLV). This paper presents the methodological optimization of molecular
diagnosis and compares its efficiency with that of ELISA immunochemistry technique. The molecular approach showed
greater sensitivity for the detection of both the bacterial and viral diseases evaluated. The implementation of molecular
analysis constitutes a technological advance for regional sugar industry, which will not only help to reduce disease
incidence, but also avoid the entrance of new pathogens whenever sugarcane germplasm is introduced from other
regions.
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INTRODUCCION

Los problemas fitosanitarios constituyen un factor
critico en la produccion de cafia de azlcar. Sus caracte-
risticas de cultivo semiperenne y de multiplicacion vegeta-
tiva favorecen el aumento de la carga patogénica y la dis-
persion de las enfermedades, que llevan a un rapido dete-
rioro de la cepa.

En la provincia de Tucuman se registraron 22
enfermedades que afectan al cultivo (Ramallo et al.,
2000), siendo las de mayor incidencia las enfermedades
sistémicas de origen bacteriano, tales como la escaldadu-
ra de la hoja, causada por Xanthomonas albilineans
(Ashby) Dowson, y el raquitismo de la cafia soca, ocasio-
nada por Leifsonia xyli subsp. xyli . Entre las enfermeda-
des virales, las que mas afectan al cultivo son el mosaico
de la cafia de azucar (ScMV, siglas del inglés Sugarcane
mosaic virus) y el sindrome de la hoja amarrilla, producido
por el virus de la hoja amarilla o ScYLV (siglas del inglés
Sugarcane yellow leaf virus). Esta ultima enfermedad
tiene gran importancia a nivel mundial y, aunque en
Tucuman aun no se confirmé la presencia del virus se han
detectado plantas con sintomas tipicos (Ramallo y Plopler,
1998) y se ha constatado la presencia del insecto vector,
el afido Melanaphis sacchari (Delfino, 1984), lo cual cons-
tituye una amenaza potencial. Todas estas enfermedades
son sistémicas; vale decir que se diseminan en la planta a
través de los vasos conductores y se transmiten mediante
la cafia semilla.

El panorama sanitario del cultivo de la cafia de azu-
car se ve agravado por su limitada diversidad genética, ya
que esto aumenta el riesgo ante la aparicion de nuevas
plagas y enfermedades (Cuenya et al., 2005). Para preve-
nir o reducir la incidencia de las enfermedades, es funda-
mental conocer la situacion fitopatolégica del cultivo, tanto
en el ambito nacional como internacional. Con el fin de
preservar o mejorar la sanidad del cultivo se deben tomar
medidas, tales como evitar el ingreso de nuevas enferme-
dades al pais mediante el establecimiento de cuarentenas,
el uso de variedades resistentes y el control estricto de la
calidad de la cafa semilla utilizada. Se entiende por cafia
semilla el fragmento de tallo de cafia que se emplea en la
propagacion vegetativa o asexual del cultivo.

La seleccién de variedades tolerantes y resistentes
y el uso de cafia semilla saneada (libre de plagas y enfer-
medades sistémicas) constituyen actualmente las mejores
practicas de manejo, debido a que aun el control quimico
de enfermedades no resulta rentable en este cultivo. Entre
los métodos de saneamiento mas utilizados, se pueden
mencionar los tratamientos con agua caliente (hidrotermo-
terapia), micropropagacion (cultivo de meristemas) y elec-
troterapia, entre otros (Digonzelli et al., 2006; Hoy y Flynn,
2001).

Sin embargo, el éxito de cualquier programa de
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manejo y control de enfermedades depende de un correc-
to sistema de deteccidn e identificacion de patdgenos a tra-
vés de técnicas de diagndstico sensibles, rapidas y alta-
mente especificas. En ese sentido, se han ensayado dife-
rentes técnicas para identificar, con menor o mayor preci-
sion, la presencia de patdgenos en plantas, desde los pro-
cedimientos mas simples, como la observacion directa de
sintomas, hasta los de mayor complejidad, como las técni-
cas inmunoquimicas y, mas recientemente, las molecula-
res. Las técnicas de diagndstico molecular se basan en la
deteccién de secuencias especificas de acidos nucleicos
(ARN o ADN), mediante hibridacion molecular con secuen-
cias complementarias unidas a distintos marcadores, o la
amplificacion in vitro de un segmento determinado del
genoma del patdgeno, mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa o PCR (del inglés “polymerase chain reac-
tion”) (Cadavid et al., 2003; Chatenet et al., 2001; Graces
et al., 2005). Esta metodologia es una de las herramientas
mas poderosas utilizadas en el diagndstico de enfermeda-
des, ya que a su simplicidad y reproducibilidad se suma su
rapidez y alta sensibilidad, lo que permite detectar cargas
patogénicas que no pueden ser detectadas por técnicas
anteriores.

En este trabajo se presenta la optimizacién de pro-
cedimientos basados en PCR para el diagnéstico de las
enfermedades sistémicas de mayor incidencia en la pro-
duccion de cafia de azucar: escaldadura de la hoja, raqui-
tismo de la cafia soca, mosaico de la cafia de azucar y sin-
drome de la hoja amarilla. Asimismo, se intenta incorporar
a la Estacion Experimental Agroindustrial Obispo
Colombres (EEAOC), una técnica que permita detectar de
forma rapida y eficiente la presencia de bajos niveles de
carga patogénica en cafa de azucar.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para el ajuste de los protocolos de diagnéstico de
mosaico, escaldadura y raquitismo, se utilizaron muestras de
laminas de hojas de plantas con los sintomas tipicos de las
enfermedades, confirmadas por inmunodeteccion en el
Laboratorio de la Seccion Fitopatologia de la EEAOC. En el
caso del sindrome de la hoja amarilla, debido a que la pre-
sencia de este virus no fue confirmada en Tucuman, como
control positivo se utilizo ADNc de una region del gen de la
proteina de la capside clonado en el plasmido pFM350, cedi-
do por el Dr. E. Mirkov del Department of Plant Pathology and
Microbiology, de Texas A&M University Agricultural
Experiment Station (Weslaco, Texas, EE. UU.).

Para la evaluacién sanitaria con los protocolos ajus-
tados, se colectaron las muestras detalladas a continuacion:
laminas de hojas de 103 plantines micropropagados, perte-
necientes al ciclo de produccion del afio 2005 del Proyecto
Vitroplantas de la EEAOC; 57 muestras correspondientes a
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cinco genotipos en cuarentena fitosanitaria, introducidos en
el afio 2004 desde Luisiana (EE. UU.), en el marco del
Programa de Mejoramiento Genético de la Cafia de Azucar
(PMGCA) de la EEAOC y 129 muestras correspondientes a
34 genotipos introducidos en el afio 2005. Las muestras se
molieron con nitrégeno liquido y se mantuvieron a -70°C
hasta su utilizacion. La extraccion de &cidos nucleicos se
realiz6 a partir de 200 mg de polvo de hoja, siguiendo el pro-
tocolo descrito por Aljanabi et al. (1999). La calidad de los
acidos nucleicos se evalué mediante electroforesis en un gel
de agarosa al 0,7%, que se tifid con bromuro de etidio y se
visualizé con luz ultravioleta (UV).

Deteccion molecular de patégenos mediante PCR

El estudio consistié en la utilizacion de la técnica de
PCR para amplificar una region especifica del genoma de los
patégenos. En el caso de las enfermedades virales, se utilizo
la técnica de transcripcion reversa seguida de PCR, la cual pri-
mero sintetiza ADN a partir del ARN viral. Los resultados se
visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa, con-
siderandose positivo (presencia del patdgeno), al observarse
las bandas o fragmentos de ADN producidos por amplificacio-
nes con cebadores especificos para cada patégeno.

Diagnostico de las enfermedades virales

En el caso del mosaico de la cafia de azucar (ScMV),
se emplearon los cebadores SCMV-F3 (5-TTTCTCAC-
CAAGCTGGAA) y SCMV-R3 (5
AGCTGTGTGTCTCTCTGTATTCTC), publicados por Yang y
Mirkov (1997). Estos amplifican una banda de aproximada-
mente 900 pares de base, correspondiente a una region que
codifica para la proteina de la capside del virus. El protocolo
cuenta con tres etapas: i) desnaturalizacion: la mezcla de
reaccion, compuesta por 10 uM del cebador SCMV-R3
(Sigma), 0,75 ul de H-0 y 2,5 yl de muestra de ARN, se
calenté a 70°C durante cinco minutos; ii) retrotranscripcion
(RT): durante esta etapa, se sintetizd6 una hebra de ADN
(ADNc o ADN complementario) a partir del ARN del virus y
se llevd a cabo, incubando a 42°C durante 1 h la mezcla de
reaccion, previamente desnaturalizada y a la que se le agre-
garon 1,5 ul de tampdn RT 5 X (Promega), 100 U de la enzi-
ma M-MLV- transcriptasa reversa (Promega); 1.000 uM de
dNTPs (Sigma) y 10 U de inhibidor de RNAsa (Promega) y
i) amplificacion del ADN: 1,25 pl de tampén Tag 10x
(Promega), 1,6 mM de MgCl- (Promega), 1.000 uM de
dNTPs (Sigma), 2,4 uM del cebador SCMV-F: (Sigma) y 3 U
de Taq polimerasa (Promega) (volumen final: 12,5 ul), se
agregaron a la mezcla RT, sometiéndose al siguiente pro-
grama de amplificacion en un termociclador (MJ Research):
dos ciclos a 94°C (cinco minutos), 37°C (tres minutos) y 72°C
(tres minutos); un ciclo a 94°C (cinco minutos); 35 ciclos a
94°C (un minuto), 52°C (un minuto), 72°C (dos minutos) y
una extension final a 72°C (siete minutos).

Como control positivo se utilizé ARN extraido de
material enfermo, provisto por la Seccion Fitopatologia y el
PMGCA de la EEAOC.

En el proceso de optimizacion se realizaron modifica-
ciones al protocolo original descrito anteriormente, tales
como ajustes en el programa de amplificacion, temperatura
de hibridacion de los cebadores y concentracion de nucleoti-
dos (dNTPs).

Para el diagnéstico del virus del sindrome de la hoja
amarilla se sigui6 el protocolo de Pan (1997), que utiliza el
par de cebadores YLS 111f/ YLS 462r (secuencia sin publi-
car, cebadores gentilmente cedidos por Dr. Irey, US Sugar
Corporation, Florida, EE. UU.), los cuales amplifican un
fragmento de 352 pb de la region que codifica la proteina
de la capside. En este protocolo, la muestra de ARN se
somete a desnaturalizacion con 10 yM del cebador YLS
462r (Sigma) y 1,25 pl de H20 a 100°C por cinco minutos.
Luego, se adicionan 3,0 ul de la mezcla RT, compuesta por
1,5 yl de tampon RT 5x (Promega), 100 uM de dNTP
(Sigma), 10 U de inhibidor de RNAsa (Promega) y 100 U de
la enzima M-MLV-transcriptasa reversa (Promega). La
transcripcién reversa se llevé a cabo a 42°C durante quin-
ce minutos, y se realiz6 una posterior desnaturalizacion a
99°C durante cinco minutos, con el fin de inactivar la enzi-
ma. El ADNc fue amplificado en el mismo tubo de reaccién,
luego de la adicion de 1,25 pl de tampén Tag 10 X
(Promega), 1,6 mM de MgClz (Promega), 100 uM de dNTPs
(Sigma), 2,4 uM del cebador YLS 111f (Sigma), 3 U de Taq
polimerasa (Promega) y H20, hasta completar un volumen
final de 25 pl. El programa de amplificacion consistio de: un
ciclo inicial a 95°C (cinco minutos), 54°C (un minuto), 72°C
(diez minutos); un ciclo a 94°C (un minuto); 40 ciclos a 94°C
(1s), 54°C (1's), 72°C (30 s) y extension final a 72°C (cinco
minutos).

En el proceso de optimizacién del diagnéstico, se
modificaron las unidades de la enzima Taq polimerasa y la
concentracion de MgCle,de 3Uy 1,6 mMa4 Uy 2 mM, res-
pectivamente. Se ensayaron diferentes concentraciones de
dNTPs (37,5 uM; 62,5 uM; 125 uM; 250 uM y 500 uM) y dis-
tintas concentraciones del ADN molde (1 ng/pl, 10 ng/ul y 20
ng/ul).

Diagnostico de las enfermedades bacterianas

Se ensayaron dos variantes de la técnica de PCR: una
basada en una reaccién simple propuesta por Pan et al. (1997,
1998 y 1999), que consistié en una Unica reaccion de PCR uti-
lizando cebadores especificos para cada bacteria, y otra pro-
puesta por Davis et al. (1998), que consistio en una doble PCR
o PCR anidada, técnica en la que se realizan dos amplifica-
ciones sucesivas con dos pares de cebadores distintos, de tal
modo que los cebadores de la segunda PCR flanquean una
region genomica amplificada en la primera PCR, aumentando
asi la sensibilidad con respecto a la PCR simple.
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PCR anidada: ajuste simultaneo del diagnéstico de las
enfermedades bacterianas

Segun describe el protocolo original, en la primera
PCR se utilizaron 1,5 U de Taq polimerasa (Promega), 2,5 pl
del tampoén Taq 10 x (Promega), 2 mM de MgCl: (Promega),
480 uM de dNTPs (Sigma), 1,2 uM de cada cebador
(Sigma), 2 ul de muestra ADN y agua bidestilada estéril,
hasta completar un volumen final de 25 pl. Para la segunda
PCR se utilizéd, como molde, una diluciéon 1/40 del producto
de la primera PCR. En ambas PCR se sigui6 el mismo pro-
grama de amplificacion: un ciclo de desnaturalizacion a 94°C
(cuatro minutos), seguido por 31 ciclos a 94°C (30 s), 55°C
(30 s), 65°C (un minuto) y una etapa final de polimerizacion
a 65°C (tres minutos).

Los cebadores para el diagnéstico de raquitismo se
disefiaron en base a la secuencia del espaciador transcrito
intergénico, region entre los genes 16S-23S del ADN riboso-
mal de Leifsonia xyli subsp. Xyli. En la primera reaccion, se
utilizaron los cebadores RSD33(F) (5'-
CTGGCACCCTGTGTTGTTTTC) y RSD297(R) (5'-
TTCGGTTCTCATCTCAGCGTC), que amplificaron un frag-
mento de 265 pb, mientras que en la segunda PCR, se utili-
zaron los cebadores RST60(F) (5-TCAACGCAGAGAT
TGTCCAG) y RST59(R) (5'-CGTCTTGAAGACACAGC-
GATGAGQG), los cuales amplificaron un fragmento de 229 pb.

Para el diagnéstico de escaldadura de la hoja, los
cebadores se disefiaron a partir del complejo de genes de
albicidina (Rott et al., 1995), antibittico codificado en el cro-
mosoma de la bacteria Xanthomonas albilineans. Los ceba-
dores utilizados en la primera PCR fueron XaAlb2-f3 (5'-
CACACACACAATACAGCATTGCGG) y XaAlb2-r3 (5'-
CCCAACTTACTTGAGGCTATGG), los cuales amplificaron
una banda de 440 pb. Para la segunda PCR, se utilizaron los
cebadores XaAlb2-f4 (5'-CTTCTGCAGCTTGC TCGTC) y
XaAlb2-r4 (5'-GCTCAGTTACGCTCAGCTAATC), que pro-
ducen una banda de 308 pb (Davis et al., 1998).

Para la optimizacion de esta técnica, se realizaron
cambios tanto en la concentracion de los reactivos como en
el programa de amplificacion. Asi por ejemplo, se cambié la
temperatura de polimerizacion a 72°C; se ensayaron distin-
tas temperaturas de hibridacién de los cebadores: de 55°C
(como describe el protocolo original) a 60°C, 62°C, 64°C y
66°C por 30 s; 64°C por 10 s y 65°C por 15 sy 20 s. En cuan-
to a los reactivos, se variaron las concentraciones de MgClz
(1,6 mM; 1,8 mM y 2 mM); dNTPs (75 uM, 100 uM, 150 uM
y 250 uM); de los cebadores (0,3 uM; 0,4 uM y 0,6 uM de
cada uno) y ADN molde (6,25 ng; 12,5 ng; 25 ng y 50 ng). En
el ajuste de la segunda PCR, se probaron distintas diluciones
del producto de la primera PCR (1:4, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40,
1:80, 1:200, 1:10.000); distintas concentraciones de los
cebadores (0,2 yM; 0,3 uM; 0,4 uM y 0,6 uM) y la tempera-
turas y tiempos de hibridacion de los cebadores (58°C, 60°C,
64°C, 65°C y 66°C por 30 s y 60°C, 64°C, 65°C y 66°C por
10 s). Se cambiaron regularmente todos los reactivos por
soluciones nuevas y estériles, y se trabajo en asepsia, con el
fin de descartar contaminaciones.
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PCR convencional

Para el diagndstico del raquitismo de la cafia soca, se
siguid el protocolo de Pan et al. (1998), utilizando los ceba-
dores Cxx: (5'-CCGAAGTGAGCAGATTGACC) y Cxx. (5'-
ACCCTGTGTTGTTTTCAACG), los cuales amplifican un
fragmento de 438 pb. Cada reaccién consistio de 1,5 U de
Taq polimerasa (Promega), 2,5 pl de tampéon Tag 10 x
(Promega), 2 mM de MgCl. (Promega), 200 uM de dNTPs
(Sigma), 0,4 uM de cada cebador (Sigma), 2 ul de ADN
muestra y agua bidestilada estéril, hasta completar un volu-
men final de 25 pl. El programa de PCR utilizado fue: 95°C
(cinco minutos), 40 ciclos a 95°C (1 s), 57°C (1 s), 72°C (30
s) y 72°C (cinco minutos).

En el caso de la escaldadura de la hoja, se utilizé el
protocolo de Pan et al. (1997) y los cebadores PGBL1 (5°-
CTTTGGGTCTGTAGCTCAGG) y PGBL2 (5°-
GCCTCAAGGTCATATTCAGC) (Pan et al., 1999), los cuales
amplifican un fragmento de 288 pb correspondiente al (del
inglés “internal transcribed spacer”) de la bacteria
Xanthomonas albilineans. La mezcla de reaccion fue la
misma que para el diagndstico de raquitismo mediante PCR
convencional. Se utilizé el siguiente programa de amplifica-
cién: 95°C (cinco minutos), 30 ciclos a 95°C (1 s), 57°C (1's),
72°C (30 s) y 72°C (cinco minutos).

En ambos casos, los parametros evaluados fueron:
cantidad de ADN (6,25 ng; 12,5 ng; 25 ng y 50 ng); concen-
tracién de los dNTPs (100 pM, 150 uM y 250 uM); concentra-
cion de los cebadores (0,3 M y 0,5 uM) y diferentes combi-
naciones de tiempo y temperatura de anillamiento de los ceba-
dores, entre 1 sy 10 s y entre 50°C y 57°C, respectivamente.

Como controles negativos en todas las reacciones de
PCR, se utilizé ADN de plantas sanas y mezcla de reactivos
sin ADN. Las determinaciones de cada enfermedad se reali-
zaron por duplicado en todas las muestras.

RESULTADOS

Diagnostico de las enfermedades virales
Mosaico de la caia de aztcar

Se ajustd el diagndstico del ScMV por RT-PCR (del
inglés “reverse trangeription-polymerase chain reaction”),
mediante la optimizacion del protocolo descrito por Yang y
Mirkov (1997). Parte de los resultados se presentan en la
Figura 1. En el proceso de optimizacion, se realizaron ajustes
en el programa de amplificacion, temperatura de hibridacion
de los cebadores y concentracion de nucledtidos (dNTPs),
introduciéndose las siguientes modificaciones al protocolo ori-
ginal: se eliminaron los dos ciclos iniciales del programa de
amplificacion, la temperatura de hibridacion de los cebadores
se elevo de 52°C a 60°C y la concentracion de los dNTPs se
disminuyd de 1000 uM a 100 uM. Estas modificaciones per-
mitieron mejorar la calidad de las bandas especificas, eliminar
bandas espurias y reducir el tiempo necesario para la deter-
minacion. De acuerdo a esto, el protocolo final optimizado
para la deteccion del virus causante del mosaico de la cafia de
azucar, es el que se describe en la Tabla 1.
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Figura 1. Electroforesis de los productos de amplificaciéon por RT-PCR en el ajuste de la técnica para el diagnéstico de mosai-
co. A: PCR con los ciclos iniciales a 37°C. Calles 1, 2, 3 y 5: controles negativos; calle 6: marcador; calles 4, 7, 8 y 9: controles
positivos. B: PCR sin los ciclos iniciales a 37°C. Calle 1: marcador de peso moleclar; calles 2, 3, 4, 6 y 7: controles negativos;
calles 5, 8, 9 y 10: controles positivos. La banda de 900 pb corresponde a un resultado positivo, mientras que la de 700 pb, a
una amplificacion inespecifica.

Tabla 1. Protocolos de PCR para la deteccion de los virus ScMV y ScYLS, optimizados en el Laboratorio de Biotecnologia de la EEAOC.

Diagnéstico de ScMV Diagnéstico de ScYLS
Reactivos Programa Reactivos Programa
5 Muestra 2,5 ul Muestra 2,5 ul
o
©
N
g Cebador SCMV-R3 10 uM 70°C (5 min) Cebador YLS462 10 uM  100°C (5 min)
®
f=
>
(=] Vol. final 3,75 yl Vol. final 4,5 pl
Tampén RT 5 X 1X Tampén RT 5 X 1X
:S M-MLV-Reverse 100 U M-MLV-Reverse 100 U
_g. Transcriptase Transcriptase
e
o dNTPs 100 uM dNTPs 37,5 uM
0, 0 H
£ Inhibidor de 10U 42°C (1h) Inhibidor de 1oy 42°C (15 min)
S
o RNAsa RNAsa
S
® Mezcla 3,75 pl Mezcla 4,5 ul
« desnaturalizacion desnaturalizacion
Vol. final 7,5yl Vol. final 7l
Tampon Taq 10 X 1X Tampon Taq 10 X 1X 1 ciclo inicial
MgCl 1.6mMM 1 ciclo a 94°C MgCl, 2mM 2O o)
c dNTPs 100 yM (5 min), dNTPs 37.5UM 720G (10 min),
2 Cebador SCMV-F3 2,4 uM SZO%C('?S m&}n) Cebador YLS111 24uM 1 ciclo a 94°C
‘“ N .
2 Taq polimerasa 3U 54°C (1 min), Taq polimerasa 4U (1 m_|n),
= 72°C (2 min) 40 ciclos a
o Mezcla RT 7,5 ul ' Mezcla RT 7 ul 94°C (1's)
€ y una extension 54°C (1 s),
< Vol. final 20 pl final a Vol. final 25l !

72°C (7 min)

72°C (30s)y
extension final
a 72°C (5 min)
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Sindrome de la hoja amarilla

Se optimizé el protocolo descrito por Pan et al. (1997),
con los cebadores YLS 111f y 462r, los cuales amplifican un
fragmento de 352 pb (Figura 2). Los parametros ajustados
fueron las concentraciones de la enzima polimerasa, MgClz,
dNTPs y ADN molde. Se realizaron distintas combinaciones
de los reactivos y se seleccioné aquella con la que se obtuvo
una banda especifica del tamafio esperado: concentracion de
ADN molde de 1 ng/ul, 37,5 uM de dNTPs, 4 U de Taq poli-

Figura 2. Productos de la reaccion de RT-PCR en el ajuste de
la técnica para el diagnéstico del sindrome de la hoja amari-
lla. Evaluacién del efecto de diferentes concentraciones de
nucleétidos: 500 yM, 250 uM, 125 uyM, 62,5 uM y 37,5 uM de
dNTPs en las calles 1, 2, 4, 5 y 6, respectivamente. Calle 3:
marcador de peso molecular. La reacciéon se realizé con 1
ng/ul de ADN del control positivo.

merasa y 2 mM de MgCl.. En base a estos resultados, el pro-
tocolo final para el diagnostico del virus ScYLS quedd esta-
blecido segun se detalla en la Tabla 1.

Diagnéstico de las enfermedades bacterianas
PCR anidada: ajuste de la detecciéon simultanea de las
enfermedades de la escaldadura de la hoja y del raqui-
tismo de la cafna soca

Siguiendo la técnica de PCR anidada descrita por
Davis et al. (1998) para el diagnostico simultaneo de raquitis-
mo y escaldadura, no se pudieron obtener resultados satis-
factorios para reproducir los resultados reportados. El ajuste
de la primera PCR no presentd mayores inconvenientes, obte-
niéndose las bandas del tamafio esperado con las siguientes
condiciones: 12 ng a 25 ng de ADN molde; temperatura y tiem-
po de hibridacién de los cebadores: 62°C (30 s); 1,6 mM de
MgClz; 0,4 uM de cada cebador y 150 yM de dNTPs. Sin
embargo, en la segunda PCR, no se pudieron obtener resul-
tados reproducibles, aun cuando se ensayaron numerosas
variantes, que incluyeron cambios en la concentracién de los
reactivos (MgClz, dNTPs o Taq, por ejemplo), como asi tam-
bién en los pardmetros de tiempo y temperatura del programa
de amplificacion. Uno de los mayores inconvenientes de esta
técnica fue la produccion de falsos positivos, incluso con ADN
de especies vegetales filogenéticamente distantes de la cafa
de azucar, como la papa y frutilla (Figuras 3 y 4). En base a
estas observaciones, se decididé descartar esta técnica como
método de diagnodstico para las enfermedades bacterianas.

Ajuste del diagnéstico mediante PCR simple o conven-
cional

La técnica descrita por Pan et al. (1998) para la detec-
cion del raquitismo de la cafia soca fue optimizada sin mayo-
res dificultades. Los mejores resultados, determinados por la
banda mas nitida en el control positivo (438 pb), se obtuvieron
al combinar los siguientes pardmetros: 6,25 ng del ADN

Primera PCR

440 pb P

B e ¢ 308 pb

Segunda PCR

1314 15 16 1718 19

\A\/

Figura 3. Productos de la amplificacion mediante PCR anidada en el ajuste del diagnéstico de escaldadura. Primera PCR, calles
1, 8 y 9: controles negativos; calles 2-7: controles positivos; calle 10: marcador de peso molecular. Segunda PCR, calles 11, 18
y 19: controles negativos; calles 12-17: controles positivos. La flecha blanca indica los falsos positivos.
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Primera PC Segunda PCR

1617 1819

\A

265pb -p R+ T S -

. < 229 pb

Figura 4. Productos de la amplificacion mediante PCR anidada en el ajuste del diagnéstico de raquitismo. Primera PCR,
calles 1, 5, 6, 7 y 9: controles negativos; calles 2, 3, 4 y 8: controles positivos; calle 10: marcador de peso molecular.
Segunda PCR, calles 11, 15, 16, 17 y 19: controles negativos; calles 12, 13, 14 y 18: controles positivos. La flecha blanca

indica los falsos positivos.

molde, 150 uM de nucledtidos, 0,4 uM de cada uno de los
cebadores, 57 °C de temperatura de hibridacion y un tiempo
de hibridacion de los cebadores en aumento, de 1 s a 10 s.
Por lo tanto, el protocolo utilizado para el diagnéstico de raqui-
tismo quedé establecido segun se detalla en la Tabla 2.

En el caso de la escaldadura de la hoja, no se logro
obtener el producto de amplificacién esperado (una banda de
288 pb) con el protocolo original de la técnica de PCR con-
vencional, aunque las modificaciones realizadas permitieron la
optimizaciéon sin demasiadas dificultades. Tales modificacio-
nes consistieron en lo siguiente: cambios en la cantidad de
ADN molde (6,25 ng y 50 ng); la temperatura y tiempo de hibri-
dacién de los cebadores, que inicialmente era 55°C/1 s, se
ensayaron a 54°C/1 s y 57°C/1 s y 52°C/3 s, mientras que la
concentracion de dNTPs se redujo de 200 uM a 150 uM y 75
UM. La amplificacion de la banda esperada y de mayor nitidez
se obtuvo al utilizar 6,25 ng de ADN y 0,4 uM de cada ceba-
dor. Al igual que para raquitismo, se aumento el tiempo de

hibridacion de 1 s a 10 s. También se incrementé de 30 a 40
el numero de ciclos totales. En cuanto a la concentracion de
los nucleétidos, no hubo diferencias de intensidad en las ban-
das utilizando 150 uM y 200 uM, mientras que estas desapa-
recian con una concentracion de 75 uM, por lo que esta se fijo
en 150 uM, con el fin de utilizar la minima cantidad de reacti-
vo. El volumen final de cada reaccién se establecio en 20 .

El protocolo final utilizado en la evaluacion fitosanitaria
se detalla en la Tabla 2.

Determinacién cuantitativa de la sensibilidad de la técni-
ca de PCR convencional

Para determinar la sensibilidad de la técnica de PCR
en nuestras condiciones experimentales, se evalud la minima
concentracion de ADN de la bacteria causante de escaldadu-
ra de la hoja con la que se observa amplificacién del frag-
mento esperado. Para ello, se utilizaron diluciones del ADN
molde, realizadas a partir de una solucién de 2 pg/ul de acidos

Tabla 2. Protocolo de PCR simple para la deteccién individual de las bacterias responsables de raquitismo y escaldadura de la
caia de azucar, optimizado en el Laboratorio de Biotecnologia de la EEAOC.

Diagndstico de raquitismo o escaldadura

Programa

1 ciclo a 95°C (5 min), 40 ciclos a 95°C (1 s), 57°C (10 s), 72°C (30 s)

Reactivos

Muestra 2 ul

Tampén Tag 10 X 1x
MgCl, 2mM
dNTPs 150 uM
Cebador sentido 0,4 uM
Cebador antisentido 0,4 uyM

Taq polimerasa 15U

Vol. final 20 pl

y una extension final a 72°C (5 min)
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nucleicos. La banda esperada de 288 pb se observé hasta una
concentracion de 3 pg de ADN (Figura 5).

Evaluacion fitosanitaria

Con los protocolos de diagnéstico optimizados, se eva-
luaron las 57 muestras de genotipos en cuarentena pertene-
ciente al PMGCA de la EEAOC, introducidos en el afio 2004,
129 genotipos introducidos en el afio 2005 y 103 plantines per-
tenecientes al Proyecto Vitroplantas de la EEAOC. El diag-
néstico para la enfermedad del mosaico determiné la presen-
cia de la banda de 900 pb en dos muestras del material micro-
propagado de los genotipos 75-33 y 65-357 (Figura 6). En el
caso de la enfermedad del sindrome de la hoja amarrilla, no se
observo la banda asociada a la presencia de la patologia en
ninguna de las muestras analizadas.

En el diagnéstico individual de las enfermedades bac-
terianas, la banda del tamafio esperado para raquitismo (L. xyli
subsp xyli) se observé en 11 muestras de los genotipos micro-
propagados y en 25 muestras de la cuarentena del afio 2004
(Figura 7). En el caso del diagnéstico de escaldadura (X. albili-
neans), 23 muestras de los genotipos micropropagados, dos
muestras de la cuarentena 2004 y 74 muestras de la cuarente-

#0235 6 Se RO 0218 14 1516 17 18 19
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Figura 5. Determinacion cuantitativa de la sensibilidad de la
reaccion de PCR. Productos de la amplificacion por PCR, con
diferentes concentraciones de ADN molde correspondiente a
X. albilineans. Calles 1 a 18 corresponden a diluciones suce-
sivas desde 100 ng a 1,5 pg de ADN, respectivamente; 19:
marcador de peso molecular. La ultima calle (17) en la que se
observa amplificacion, corresponde a la dilucion de 3 pg de
ADN en la reaccion.

na 2005 resultaron positivas (Figura 8). Los resultados se
expresan en la Tabla 3, como porcentajes de incidencia de las
enfermedades, calculados como el niUmero de muestras positi-
vas sobre el total de muestras analizadas, multiplicado por 100.

Analisis comparativo de la eficiencia de detecciéon entre
el diagnéstico molecular y el diagnostico por inmunode-
teccion (ELISA)

Se realiz6 el analisis comparativo de la eficiencia de
deteccién de la técnica molecular y la técnica inmunoqui-
mica de ELISA (del inglés “Enzyma-Linked Inmunosorbet
Assay), utilizada en la EEAOC, para el diagnéstico de
enfermedades sistémicas en vitroplantas de cafia de azu-
car hasta el afio 2005. Para ello se trabaj6é con las 103
muestras pertenecientes al Proyecto Vitroplantas 2005, y
se evaluo la presencia de mosaico, raquitismo y escalda-
dura. En el diagnéstico de mosaico, se detectaron 11y 9
muestras positivas con PCR y ELISA, respectivamente. En
el caso de la bacteria causante de la escaldadura, se
detectaron tres muestras positivas mediante ELISA y 26
con PCR, mientras que para raquitismo no se observaron
diferencias entre ambas técnicas (Tabla 4).

T e — i ——— -
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Figura 6. Productos de la amplificacion por RT-PCR en el
diagnéstico de mosaico en muestras de plantines micropro-
pagados. Calle 1: control negativo; 2: control positivo; 3: mar-
cador de peso molecular; 4-12: muestras procesadas.

12 345678 910111213141516171819 2021 22

Figura 7. Productos de la amplificacion por PCR en el diagnéstico de raquitismo de la caifa soca, en muestras de plantas ubi-
cadas en cuarentena durante el aino 2004. Calles 1-18: muestras analizadas; 19: marcador de peso molecular; 20: control nega-

tivo; 21 y 22: controles positivos.
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Figura 8. Productos de la amplificacion por PCR en el diagnéstico de escaldadura de la hoja, en muestras de plantines micropropa-
gados. Calles 1-10 y 14-24: muestras analizadas; 11: marcador de peso molecular; 12: control positivo y 13: control negativo.

Tabla 3. Porcentajes de incidencia de enfermedades sistémicas en genotipos pertenecientes al Proyecto Vitroplantas y en cua-
rentena fitosanitaria. La incidencia (%) se determiné a partir de la relacion entre el numero de muestras positivas detectadas

sobre el nimero total de muestras evaluadas, multiplicado por 100.

Muestras Incidencia (%)

evaluadas Escaldadura Raquitismo Mosaico
Vitroplantas 2005 103 23,7 11,3 2,06 0
Cuarentena 2004 57 3,5 43,9 0 0
Cuarentena 2005 129 57,4 0 0 0

Tabla 4. Comparacion de la eficiencia de PCR y ELISA en el diagnéstico de enfermedades sistémicas en plantines de vitro-
plantas de caia de azucar, producidas en el aiio 2005.

ELISA PCR
Enfermedad evaluada o o
N-de n'.u'Jestras % de deteccion N=de n.u.Jestras % de deteccion
positivas positivas
Escaldadura 3 2,9 26 25,2
Raquitismo 11 10,6 1 10,6
Mosaico 9 8,7 1 10,6
DISCUSION ejecucion de la técnica, lo que posiblemente haria ingresar

La optimizacién del diagnéstico de las enfermeda-
des virales se realizé en nuestro laboratorio sin mayores
inconvenientes. La deteccion del virus del mosaico de la
cafa se realizé por RT-PCR, siguiendo el protocolo descri-
to por Yang y Mirkov (1997), mientras que para el diagnds-
tico de la enfermedad del sindrome de la hoja amarilla, se
ajusto la técnica de RT-PCR descrita por Pan et al. (1998).

La optimizacién del diagnéstico de las enfermeda-
des bacterianas presentdé algunos inconvenientes cuando
se usoO la técnica de PCR anidada, descrita por Davis et al.
(1998). Se observo la amplificacion de falsos positivos en la
segunda PCR, fenédmeno que podria atribuirse a diversas
causas como por ejemplo, errores de manipulaciéon en la

contaminaciones exdgenas que amplifican una banda del
tamario esperado. También podria deberse a la inespecifici-
dad de los cebadores, que hibridarian con secuencias del
genoma de la planta. Ya que en este trabajo se realizaron
todas las modificaciones posibles al protocolo entre los limi-
tes recomendados, sin lograr reproducir los resultados, la
falta de especificidad de los cebadores seria la hipétesis
mas fuerte, especialmente porque se obtuvieron amplifica-
ciones con ADN de especies vegetales no relacionadas a la
cafa de azucar. Por los resultados antes expuestos, se des-
estimoé la técnica propuesta por Davis et al. (1998), y se tra-
bajé con el protocolo publicado por Pan et al. (1998), que
esta basado en la PCR convencional y con el cual se obtu-
vieron resultados repetibles.

|9



Revista Industrial y Agricola de Tucuman (2010) Tomo 87 (2): 01-07

El uso de cebadores para amplificar dos regiones
intergénicas 16S-23S del ADNr (ITS), altamente conserva-
das, fue de gran utilidad para el diagndstico especifico de
las enfermedades bacterianas (Fenby et al., 1995; Pan et
al., 1998). Los protocolos de PCR convencional estableci-
dos por Pan et al. (1997 y 1998) fueron aplicados en nues-
tro laboratorio exitosamente. Se obtuvo la amplificacion de
los fragmentos esperados de 288 pb para escaldadura y de
438 pb para raquitismo en los controles positivos (muestras
de plantas enfermas), coincidiendo con los resultados obte-
nidos por otros autores (lglesia et al., 2003; Lozano et al.,
2003; Ramallo et al., 2000; Wang et al., 1999).

La optimizacion de los protocolos de diagndstico
permitio realizar la evaluacion fitosanitaria de tres grupos de
muestras de plantines, provenientes de cultivo in vitro (vitro-
plantas) del ciclo de produccién 2005 y de dos grupos de
genotipos introducidos desde los EE. UU. durante los afios
2004 y 2005, que se encontraban en cuarentena fitosanita-
ria. Debido a que en la evaluacion fitosanitaria se determi-
no la presencia de mosaico solamente en las vitroplantas,
surgio la necesidad de realizar una evaluacion fitosanitaria
de las plantas donadoras de meristemas (plantas madres),
previo a su utilizacion en la micropropagacion. Por otro lado,
este es el primer reporte en la Argentina de una evaluacion
molecular de materiales introducidos desde otros paises,
para asegurar su sanidad. Esto ultimo es de gran importan-
cia para la produccion cafiera del pais, considerando que
una deficiente evaluacion sanitaria podria significar la entra-
da de nuevos patégenos que constituirian una verdadera
amenaza para esta agroindustria. En el caso de los analisis
para el sindrome de la hoja amarilla, no se detecté ninguna
muestra positiva bajo las condiciones experimentales des-
critas en este trabajo.

Con respecto a las enfermedades bacterianas, se
determiné una fuerte incidencia de raquitismo en las mues-
tras de la cuarentena 2004 (43,9%), siendo nula en las de
2005, mientras que en el caso de las vitroplantas, la inci-
dencia fue del 11,3%. Asimismo, la escaldadura de la hoja
estuvo presente en los tres grupos de materiales evalua-
dos. La elevada incidencia de ambas enfermedades en las
muestras analizadas resalta la necesidad de establecer
medidas contundentes para mejorar el control sanitario en
cafia de azucar, previo a su liberacion en el campo o a su
incorporacién en los programas de mejoramiento, tales
como el PMGCA de la EEAOC.

Si bien las pruebas seroldgicas, en muchos casos,
permiten acelerar el diagndstico de una enfermedad, su uti-
lidad se encuentra limitada por su menor sensibilidad res-
pecto a los métodos moleculares basados en ADN/ARN
(Comstock e Irey, 1992; Davis et al., 1994; Guzman y
Victoria, 2001; Pan et al., 1997). El diagndstico basado en
técnicas moleculares posee mayor sensibilidad y especifici-
dad, y a diferencia de lo que sucede con las proteinas y con
algunos antigenos, el ADN no sufre ningin cambio en fun-
cion del estado o crecimiento del patdgeno. Los resultados
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obtenidos en este trabajo, confirman que el método basado
en la deteccién de &cidos nucleicos presentd mayor sensi-
bilidad que el método seroldgico ELISA, para el diagndstico
de mosaico de la cafia de azucar y escaldadura, coinci-
diendo con lo informado por otros autores (Iglesia et al.,
2003; Tonukari, 2003; Wang et al., 1999). La sensibilidad de
la técnica molecular para el analisis de escaldadura de la
hoja permitié detectar tan solo 3 pg de ADN en una reac-
cion. Este valor se encuentra dentro de los valores descri-
tos por otros autores (de 1 pg a 20 pg de ADN/ reaccion o
2-10 UFC/ml de muestra), para el diagndstico molecular de
las otras cuatro enfermedades evaluadas en este trabajo
(Angel et al., 2001; Gongalves et al., 2002; Pan, 1997; Pan
et al., 1998).

CONCLUSIONES

Se ajusto la técnica de PCR, con el fin de aumentar
la eficiencia del diagnéstico de cuatro de las enfermedades
sistémicas que mas afectan el cultivo de la cafia de azucar:
raquitismo de la cafa soca, escaldadura de la hoja, mosai-
co de la cafia de azucar y sindrome de la hoja amarilla.

Para el diagndstico de las enfermedades virales se
optimizo la técnica de RT-PCR, y para las bacterianas, la
reaccion de PCR convencional. En todos los casos, se
obtuvo mayor sensibilidad de deteccion que con la técnica
de inmunodeteccion ELISA.

Los protocolos de diagndstico ajustados y presenta-
dos en este trabajo fueron incorporados en la EEAOC para
realizar la evaluacion rutinaria de la sanidad de los plantines
micropropagados de cafa de azucar, producidos en el
marco del Proyecto Vitroplantas, y de los genotipos introdu-
cidos desde el extranjero por parte del PMGCA.
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