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RESUMEN 

El ScB V está ampliamente distribuido en el mundo, en la mayoría de las regiones 

geográficas productoras de caña de azúcar; sin embargo, aún existen pocos datos 

epidemiológicos de este patógeno en Ecuador y se SO$Pecha que se encuentra en la :1.ona 

de cultivo. Por otro lado, se cuenta con un proceso cuarentenario y un sistema de 

limpieza, mediante de cultivo de nieristemos, en los cuales es importante contar con 

técnicas de diagnóstico rápidas, especificas y sensibles, como la PCR. 

Inicialmente se estableció la metodología de extracción de ADN total, y luego la prueba 

de reacción en cadena de la polimerasa, PCR Se probaron dos parejas de primers 

(iniciadores) conocidos y Juego con la finalidad de aumentar la sensibilidad de la 

reacción debido a que el virus baciliforme (ScBV) suele presentarse en ausencia de 

síntomas y en concentraciones muy bajas se diseñaron primers internos ScBVif5 y 

ScBVir5. Para la detección del ScBV se evaluaron muestras provenientes de cuarentena, 

colección universal, cultivo de meristemos y lotes comerciales de los ingenios San 

Carlos, Valdez y la Troncal . Al comparar la PCR con la Nested PCR se incrementó la 

sensibilidad, detectándose un 16 por ciento más de muestras positivas, provenientes de 

cuarentena cerrada. 

La presencia del virus baciliforrne de la caña de Azúcar ScBV en Ecuador fue 

confirmada en 22 variedades de las 108 analizadas de la cuarentena del CINCAE, en 

cuarentena cerrada, entre ellas cuatro Saccharum o.fficinarum, De las muestras 

analizadas en los ingenios San Carlos y Valdez fue detectada la presencia del ScBV en 

las variedades comerciales Ragnar y B7678.Además en las variedades NCo310 y 

POJ60-16 de la colección universal del CINCAE. 
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SUMMARY 

Tbe Sugarcanc Bacilliform Virus (SCBV) is widcly d istributcd in many geographic 

regions of sugarcane production around the World. SCBV syroptoms are not useful for 

diagnosis. Tbe SCB V prcscncc in Ecuador is suspected. In order to reduce the risk of 

introducing new diseases or strains of palhogens into thc Ecuadorian sugarcane area, the 

dcvclopment of more sensible and reliable molecular diagnosis techniqucs and thc use 

ofprophylactic actions as mcristem tissue culture in closed quarantine is a priority. 

After ~iudied different DNA cxtraction methods, two Polymerase chain reaction PCR 

techniqucs wcrc cstablished for SCBV diagnosis, the simple and Nested-PCR. A simple 

PCR protocol published was tested and based on SCBV sequence analysis, two new 

primers ScBVifS and ScBVirS were designed to use in the Nested-PCR. Tissue visible 

dewlap leaf samples, from close quarantine varieties, sugarcanc gcrmoplasm 

collection, meristem lissue culture and sugarcane fields, were evaluated. 

The SCBV presence in Quarantine and sugarcane commercial fields of Ecuador was 

confumed. Tweoty two quarantine varieties of 108 tested positive to the SCBV 

infection by simple PCR and Nesled-PCR. In San Carlos and Valdez milis, the SCBV 

was detected in Ragnar and 876-78 varieties. One sample of ECSP98-l 27 from tissue 

culture and two samplcs from thc sugarcanc gcrmoplasma collection showed lhe SCBV 

presence. Nested-PCR sbowed 16% more positive samples than the simple-PCR. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La caña de azúcar en Ecuador, es un rubro muy importante en el sustento diario de 

miles de familias desde los puntos de vista económico y social debido a que, en época 

de 7.afra, en los seis principales ingenios azucareros nacionales, laboran 30.000 personas 

directa y 80.000 indirectamente, Jo que representa el 9 por ciento de la población 

económicamente activa del sector agropecuario, y el 12 por ciento del PIB (producto 

interno bruto) agrícola SICA (2004). En el contexto actual de competitividad de 

mercados, es imprescindible reforl'.ar los programas de prevención y control de 

enfermedades, así como Jos de sel~ión de variedades resistentes, y el estudio de 

enfermedades potenciales causadas por patógenos emergentes como el virus bacil iforme 

de la caña de azúcar. 

En nuestro país, el área destinada al cultivo de la caña de azúcar está sembrada de 

manera intensiva prácticamente con la variedad Ragnar, ocupando aproximadamente el 

80 por ciento del cultivo. Esta variedad es tolerante a la mayoría de las principales 

enfermedades presentes en Ecuador, y se desconoce el efecto de otros patógenos 

potenciales como es el lleca o rayado de la hoja (leaf íleck) causado por el virus 

bacili forme de Ja cai\a de azúcar. 

En la actualidad se conoce que el virus baciliforme, está presenre en cañas nobles y 

ciertos híbridos comerciales en bancos de germoplasmas y procesos cuarentenarios, este 

'iros se ha detectado en países vecinos como Perú, Colombia y se sospecha que pueda 

estar distribuido comercialmente en Ecuador. 

El Centro de Investigaciones de la Caña de A7.Ucar, gracias al apoyo de sus auspiciantes 

os Ingenios Azucareros San Carlos, Valdez y La Troncal, ha establecido un proceso 

cuarentenario de regulación y detección temprana de patógenos en variedades 

llltroducidas, durante el intercambio de germoplasma con otros países. Técnicas como la 

PCR (reacción en cadena de la polimerasa) han comprobado ser muy sensibles para el 

j¡agnóstico temprano de enfermedades que no pueden ser detectadas con síntomas 

isuales aparentes y cuando presentan títulos o concentraciones virales muy bajas, como 

es el caso del virus Baciliforme de la caña de azúcar (ScBV). 



Por otro lado. Para tener un conocimien.to de la distribución del virus. en los semilleros 

de los ingenios y en algunos canteros comerciales, fue necesario establecer una técnica 

de diagnóstico del virus lo que servirá más adelante para el control filosanitario en el 

mtercambio de germoplasma de caña de azúcar y para la certificación de semilleros 

fundación. provenientes de cultivo de meristemos. con la final idad de realizar un 

manejo preventivo de la enfermedad. 

L 1. Objetivos: 

1.1.1. Genera l: 

• Contribuir al manejo preventivo de enfermedades de la caña de azúcar en Ecuador, 

mediante el establecimiento de técnicas ·de biología molecular para la detección 

temprana. de patógenos sistémicos. 

Ll.2 Especifico: 

• Establecer y optimi7.ar protocolos de e.xtracción de ADN para caila de azúcar. 

• Establecer y optimizar Ja técnica de PCR y Nested-PCR. para la detección del Virus 

Baciliforme de la caña de azúcar SCBV. 

• Determinar la presencia del ScB V en variedades de cuarentena cerrada, en la 

colección universal del CINCAE en vitro-plantas para semilleros fundación y 

semilleros de los ingenios San Carlos, Valdez y Ja Troncal. 

1.2 Hipótesis 

• Existe alta distribución del ScBV en las principales variedades de caña de 

azúcar en Ecuador. 
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• El proceso cuarentenario (cuarentena cerrada) evita el escape de material 

asintomático infectado con el virus. 

• El ScBV fue previamente introducido al pais en semilla importada (variedades 

de La oolección universal banco de gennoplasroa). 

3 



2. REVISIÓN OE LITERA TUR.\ 

El virus Baciliforme de la caña de azúcar ScBV (sugarcane Bacilliforrn virus) rue 

registrado por primera vez por Rodríguez- Lema (1985) cuando descubrieron partículas 

baciliformes asociadas con el virus del mosaico de la caña (ScMV) durante ensayos de 

microscopia electrónica. 

Según, Lockhart y Autrcy (1988) el Sc8V, esta ampliamente distribuido en todas las 

regiones geográficas donde se cultiva esta gramínea, infectando a las cañas nobles 

Saccharwn ojjicinarum y cultivares comerciales Sacchamm sp, lúbridos ínter 

específicos. 

Es posible que el virus se presento en el centro de origen de la caña de azúcar en Nueva 

Guinea y se diseminó por movimiento de germoplasma de las cañas nobles v 

j)OSteriormente por medio de vectores (Viswanathan, 1996) 

De acuerdo con Autrey et al. (1992) se encuentra registrado en los paises de Australia 

\fadagascar, Madeira, Malawi, Mauricio, Mamiecos, Nueva Guinea, Reunión. Sur 

.\frica Taiwán, EE. UU y en cuarentena en clones sembrados en Argentina, Barbados, 

Brasil ,. Puerto Rico. 

En Ecuador el ScBV fue detectado en muestreos reali:-.ados por Lockhart y Garcés 

Cmcae, 2000), en plantas asintomáticas, mediante una prueba serológica v de 

iülcroscopia electrónica se reveló la presencia de este virus en las variedades : Azul 

JSa grande, Ragnar, 876-78 y 874-132. 

!.l.. Síntomas 

'lgÚn 8raithwaile ( J 995) los síntomas de infección son variables, entre ell as manchas 

: las hojas, pronunciado blanqueamiento o rayado clorótico,también puede estar 

ausente como sucede con las cañas nobles: en hlbridos comerciales los síntoma~ son 

:;aiera)mente poco severos. 
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L-Os síntomas en Saccharwn officinarum varian desde asintomáticas a rayado clorótico 

blanquecino pronunciado, el síntoma más común son las pecas amarillas o blancas en 

las hojas (Parmcssur, 2001 ). 

2.3. Camcte1isticas del agente c.ausal 

El Sugarcane bacilliform virus (ScBV) es un miembro del género Badnavirus, familia 

pararetroviridae, caracterizado por ser un virus que contiene doble cadena de AON que 

se replican por la vía de la transcriptasa reversa (Liang et al .. 1995; LoclJiart et al., 

1995). Es una partícula no envuelta de tipo baciliforme con un promedio de 30 x 120 a 

150 nm. de 7.5 Kb, el genoma está interrumpido por dos sitios específicos discontinuos, 

conteniendo tres marcos de lectura abierta ·'open readings" (ORF, 1, 11, lll) que 

codifican tres proteínas de 22, 13 y 215 kb, respectivamente (Lokhart e1 al., 1988; Brunt 

.:tal., 2000), Las proteínas de la cápside pueden tener un peso molecular entre 37 a 39 

Kb (Lockhart. 1988; l.ockhart et al., 2000). 

Estudios serológicos indican que el BSV esta cercanamente relacionado con el virus 

rociliforme de la caña (ScBV) (Reichel et al, 1996; Viswanathan et al, 1996; Lockhart y 

Autrey, 1988). La ocurrencia de estos virus en variedades mejoradas ha constituido un 

freno para el movimiento del gennoplasma (Croucb et al., 1998; Lockhan y Autrey, 

'.999). 

El 'irus del rayado del banano (BSV) es el virus más comúnmente encontrado en 

tSpeeies de Musa, está probablemente presente en todas las áreas de cultivo de banano y 

plátano a través del mundo. Algunos aislados del BS V causan daños graves y conducen 

.:: la pérdida del cultivo. 

De acuerdo al Genbank (2004) el grupo de los badnavirus contiene 15 miembros: 

B.:!nana Streak Virus (BSV), Cacao Swollen Shool Virus (CSSV), Citrus Y cllow 

Josaic Virus (CYMV), Commelina Yellow Mollle Virus (CYMY), Dioscorea Alata 

!3.xilliform Virus (DABV), Gooseberry Vein Banding Associated Virus (VBAV), 

Sprraea Yellow Leaf Spot Virus (SYLV), Bougainvillea spectabilis chlorolic vein­

!Dlding virus, Kalanchoe top-spotting virus, Piper yellow mottle virus, Rubus yellow 
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net virus, Stilbocarpa mosaic bacilliform ,;rus_ Taro Bacilliform virus. Yuca 

BaciUiform 'irus y Sugarcanc Bacilliform Virus (ScBV). 

t.:n primer aislado infeccioso de ScBV. ha sido clonado y secuenciado por completo de 

acuerdo con Bouhida. er al ( 1993): luego, un segundo aislado de ScBV ha sido 

1otalmente secuenciado y comparado con la secuencia anteriom1ente descrita (Geijskes 

<1 al, 2000). Comparaciones de estas secuencias, además de otras informaciones 

relacionadas con secuencias de ScBV y Badnavirus, han permitido identificar regiones 

altanlente consen·adas. con hasta 100% de homología. Algunas de estas regiones son 

utiliaidas para desarrollar primers de PCR {Geijsl..es eral. 2000). 

fmalmente. el conocimiento a m\•cl molecular }' genético del ScBV es esencial para el 

cesarroUo exitoso de estrateg¡as de de1ecc1óo y control del ,-¡rus. 

2.A. Transmisión 

El n rus es transmitido por propagación vegetativa y por la acción vectora de la 

~-"Chinilla rosada, Saccharlcoccus .mechan y cochinilla gris, Dysmlcocms boninsis 

Lockhart y Autrey. 1991: Lockhart et al., 1992). 

!:.. BSV {Banana Streak Virus) asociado serológica y molecularmente con el ScBV fue 

"=ISIIl.itido de manera experimental por inoculación mecánica a cai)a de azúcar. arro1; 

l'r\::a sarim. al banano Mu~a sp. AAA (Ca,·endish Enano-) y al sorgo .<;(Jrghum vulgar 

(1..ockhart y Autrey, 1999). 

!.5. Efectos en la producción en Caña de Azúcar 

a , efectos del ScBV en la producción de caña de azúcar, no están claramente 

tamninados. sin embargo. e'~dencias circunstanciales sugieren que el ScBV 

..,..mbuye a disminuir la producthidad, romo sucedió con el clon Me"I: 57-473 en 

•.muecos (Locl..hart y Autrey. 1998). 

~ Comstocl.. v Locl..hart { 1 '>'X>) en un estudio realizado en campo sobre los efectos 

..e. ScBV en la producción de biomasa de caña de anicar, obtu\ ieron resultados 
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conílictivos, en tres cultivares, las cuales fueron inoculadas con el virus (CP63-588, 

CLG 1-620 y CP65-537) usando como vector la cochinilla rosada, Saccharico<us. 

sacchari y el cultivar Raratonga como fuente de inóculo. 

Los mismos autores. indican que la producción de Bioma~a en el culti var CPG3-588 fue 

disminuida en un 22-31 %, incrementada en CL6 1-620 mientra~ que se obtu\ieron 

resultados variables con CP65-357 y el titulo viral fue alto en CP63-58& y CPG5-35 7 y 

bajo en CL6 l -620. 

~o se puede explicar con certe7.a la variación observada entre los tres cultivares, sin 

embargo se puede atribuir a la variación de Ja cepa, infecciones mixtas preferencia y 

"1iciencia del rnctor y efectos ambientales. los que pueden tener influencia del efecto 

...Df nai?.á'Ó&7#~ /i'77RLJWd, /Lcd#df/7. / R#.t! 

:mcbi;x.oo del ScBV con otros virus, induzca a una mayor 

de azúcar a factores de stress, dando como resultado la 

.1 .:ormación de plantas enfermas y de menor vigor (Irey et 

.__lis:=oes mixta del ScBV con el virus del mosaico (ScMV) existe un 
JICIC:=l!ICO y un aumento en el número de partículas del ScBV, que 

._ __ c:lclo:s 1--0ekhart y Autrey, 1998) 

-ltSis· -.iral 

••• •--== ptl\oca infección en las celulas de las hoja~ se distribu:ce en el 

la esuuctura interior de ~as mitocondrias reforzando la cantidad de 

a la formación de inclusiones filamentosas en el núcleo. 

,j:::=== .::=::;a de que se ha producido la infección de la planta hospedante, el 

aUcleo de la célula donde parece súper enrollarse y forma un 

===== az .:lnmo se duplica parcialmente y también es transcrito en dos 

J::-=:..i el RNA más pequeño es transportado al citoplasma, donde se 

-=::;-::=;¡¡a¡ . .;oddicadas por el virus (Agrios, 1996). 
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E' 'l1lSlllO autor menciona que el RNA de mayor tamar'lo también se transporta al mismo 

- 10 en el citoplasma, pero ahí se utili/,a como molde para que, por medio del proceso 

~ trascripción inversa. se transforme en un DNAds completo del virión. que 

damente se encapsula por sul>-unidades proteínicas para formar ,,nones completos 

\eTIOS. 1996 ). 

Asociación con otros virus. 

Badna' irus. se caracteri7.an por estar asociados frecuentemente a infecciones mh.tas 

otros virus, es probable que exista una interacción sinérgica enlre el ScBV y el 

truS del mosaico de la cafia de 3/Íl.car (ScMV) en plantas de car'la de u.úcar 

.. IJ¡art y Autrey, 1999) 

La asociación entre el virus del mosaico de la car'la (ScMV) el virus baciliforme (ScBV) 

ce mplicado la purificación del ScBV, además de encontrarse muy pocas particulas 

=npo de visualización al microscopio electrónico, amplia ,ariabilidad con las 

eones ambiemaJes. alta sensibi lidad al proceso de purificación y estar restringido 

!ejidos del floema (Rodrigue?. et al., 1987: Lockhart e1 al., 1995). 

~V. lo reportan asociado con el virus del mosaico suave (ScMV) del genero 

ero,1rus. en Mauricio la infección mixta ha pro,·ocado un crecimiento lento 

odhart CI a/. . 1992) 

~- Eliminación del virus poi· cultivo de tejidos. 

llllquier programa moderno de eliminación de virus requiere el conocimiento del virus 

.. comportamiento dentro de la planta Para identificación de virus se ha util izado 

~ serológicas y de microscopia inmunoelectrónica. actualmente se utiliain 

cas más sofisticadas como técnicas moleculares por su mayor sensibilidad. Hadid~ 

t. multiplicación de meristemos in v11ro permite. además de la destrucción por 

ll::r"10lerapia de los patógenos. una rápida multiplicación del mmeriaJ El desarrollo de 

- metodología para el cultivo de caila de azúcar in varo. surgió como respuesta a la 



aeces1dad de erradicar enfermedades de tipo sistémico. y para mantener y multiplicar 

.-~.males de escasa disponibilidad. Dávila, 1995) 

"'- \fauricio el ScBV se utilizó un agente antiviral como es la Ri'arina a una 

;...ocentración de lO- 30 mg/r1desde el meristemo apical , en siete variedades de caJias 

- ~1cs en culti \O de callos. Este compuesto ejerce su efecto en el ADN y ARN de, irus 

- plantas, en este caso para el ScBV y el ScYLV respectivamente. Sin embargo el 

ScB\ no pudo ser eliminado con las técnicas tradicionales de tratamiento térmico, 

il' o de tejidos y con el agente anti\ ira! utili/.ado (Parmcssur y Saumtally, 2004). 

!3. \1étodos de diagnostico 

H:..oa hace poco años el método de diagnóstico más utih7.ado para el diagnóstico de 

ennedades era Ja microscopia electrónica (IEM) sin embargo este es lento, tedioso y 

.....:ece de la sensibilidad sufíciente para detectar \irus en plantas con bajo titulo ' i ral. 

anaihan c1 al .. 1996) 

;;..agnóstico por sintom:uología no es confiable porque los síntomas de infección son 

-alifes o ausentes, tampoco es seguro el uso de plantas indicadoras porque es dificil 

=itir el Yirus mecánicamente (Braithwaite. 1995). 

º~"""IOS realizados en Mauricio registran que el método de ELJSA (erv.yme - linkcd 

.......ioabsorbent assay) fue un mClodo de diagnóstico poco confiable para la detección 

_ '>CBV excepto en muestras altamente infectadas como caña5 nobles. Sin embargo se 

1eron mejores resultados cuando se utili:zó un antisuero específico para ScBV 

-:hwaite el al., 1995). 

-- rapida, confiable y sensible metodología de diagnóstico es la reacción en cadena de 

merasa (PCR) la que fue requerida para la detección del ScBV de germoplasma 

~ a.arentena y determinar la distribución de este patógeno en variedades comerciales 

~ '.tauricio (Brailhwaite. 1995) 
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2.10. Diagnóstico molecular por PCR 

Hasta la década de 1980, el único método para obtener grandes cantidades de un 

:Jagmento de DNA era clonándolo en vectores adecuados e introduciéndolo y 

multipl icándolo en bacterias. En el año 1986, el investigador norteamericano, K. Mullis 

desarrolló un método que pennite, a partir de una muestra muy pequeña de DNA. 

obtener millones de copias de DNA in vitro, en unas pocas horas y sin necesidad de 

usar células vivas. Esta técnica llamada reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

requiere conocer la secuencia de nucleótidos de los extremos del fragmento que se 

quiere amplificar. Estas secuencias para diseñar dos oligonucleótidos sintéticos de DNA 

.:omplementarios a una porción de cada una de las dos cadenas de la doble hél ice 

Curtís, 2001 ). 

La mezcla de reacción contiene la secuencia de DNA que se quiere amplificar dos 

::!Jgonucleótidos sintcticos (PI y P2) que servirán como cebadores, una DNA 

'.'Olimerasa tem10 estable (Taq) y los cuatro desoxirribonucleótidos Trifosfato - dATP . 

.:IGTP, Dctp, y dTTP. 

1 La mw,cla de reacción se somete a ciclos sucesivos, cada uno correspondiente a una 

áse de desnaturalización que se realiza por calentamiento de la mezcla a 95 ºC. se 

qiaran las dos cadenas del DNA molde. 

;.. Durante la hibridación, la temperatura de incubación se reduce para permitir el 

=eamiento de las bases de ambos cebadores en el sitio donde encuentran una 

.ecuencia complementaria. 

3. Durante la fase de elongación, la mezcla se calienta a 72ºC, temperatura a la cual la 

~-.;A polimerasa extiende la cadena complementaria a partir del extremo 3. de Jos 

~eb:Jdores. Al finalizar cada ciclo, la cantidad de DNA molde disponible para el ciclo 

=JJente aumenta el doble 

Durante la fase de elongación, la mezcla se calienta a 72ºC, temperatura a lo cual la 

.\ polimerasa extiende la cadena complementaria a partir del extremo 3. de los 
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ahadores. Al finalizar cada ciclo, la cantidad de DNA molde disponible para el ciclo 

_.:tente aumenta al doble. 

e -"llre muchas aplicaciones que la PCR pone a disposición se encuentran la detección 

eii:..'lz o prenatal de enfermedades genéticas, la detección de infecciones virales latentes 

.; producción de grandes cantidades de fragmentos de DN A humano a una 1 elocidad 

superior a lo posible median1e otros métodos (Curtís, 2001 ). 

C"wiede conseguir aún mayor sensibilidad con la ncsted PCR. que consiste en util11.ar 

a.icuota del producto de una PCR como molde para una segunda PCR. empleando 

as Internos. Además de una ma) or sensibilidad (entorno a 100 1 eces más) se 

;ue mayor Especifícidad, puesto que son cuatro los primers empleados a lo largo 

~de Amplifícación (McPherson. 2000). 

¡::."1YJC1pal inconveniente de la nestcd PCR viene dado precisamente por su elevada 

rbdad. Productos de la 1• amplifícación pueden introducirse mad1er1idamcnte 

:over) en la 2• reacción y ser amplificados, generándose resultados de falsos 

os. Cuando se util11.a esta técnica hay que ser muy estricto en tomar precauciones 

amumicen los resultados falsos positivos (McPherson. 2000). 

la practica, la amplificación ocurre en un mícrotubo en el cual se colocan los 

~=ruos necesarios para la reacción: el protocolo se descompone en tres etapas 

35. realizadas bajo condiciones térmicas diferentes y auiomati/.adas. mediante el 

ck un terrnociclador. La repetición de varios ciclos "desnaturnlización-hibridación­

~ón" (20 a 40 ciclos) conduce a una acumulación exponencial del fragmento 

A.0'. (anexo 1 ). Luego. se rea!ú.a una electroforesis que permite separar las 

==1..35 de ADN de acuerdo a su peso molecular y visual i7.arlas en un gel de 

=~,-.>resis (Boulo, 2002). 

L Diagnóstico del vfrus baciliforme en bancos de ¡:ermoplasma y cuarentena 

~ (1996) menciona que el virus bac1liforme de la caila de azúcar (ScBV) fue 

r ••io usando microscopia electrónica y ELISA: en la colección unh-ersal del banco 

-:::~IJlas·rna en Cannanore. India mostrando síntomas foliares. acortamiento de 
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entrenudos y escaso crecimiento. Se evaluaron Genotipos de S. officinarum que fueron 

uertemente infectados por el virus. 

E mismo autor menciona, que la presencia de este virus en el banco de gcrmopla~ma de 

-.día y otros paises es el mayor obstáculo para el movimiento de germoplasma, es por 

esta razón que se necesita un método como la PCR (reacción en cadena de la 

- .filmerasa) para la detección de material infectado. 

rirus fue detectado en Australia en car1as comerciales F:rianthus spp. Y otras especies 

: Sacchamm, mediante PCR, se usaron los primers ScBVF5 y ScBVR5, que fueron 

16olCCionados a partir de secuencias publicadas por Bouhida et al. (1993). Resultando 

método sensible y especifico que se está utilizando para examinar germoplasma en 

-~ena y para la distribución de este virus en el campo (Braithwaite. 1995). 

estigaciones básicas de enfermedades de plantas y en particular de enfermedades en 

~-entena han beneficiado los avances en la biotecnología en los últimos 1 O años. En 

.:istituto BSES, Brisbane Australia, fueron monitoreadas plantas de cuarentena con 

:.icas rutinarias para el diagnóstico de enfermedades como ScBV: ELISA, RT-PCR 

"CR esta ultima técnica de diagnostico se basó en la desarrollada por Braithwaite 

5) 

Colombia, el ScBV ha sido detectado por PCR, en variedades de colección 

f""Sal. mediante el uso de Jos primers SCBVF5 y SCBVR5 publicados por 

'lwaite (1995) el virus fue detectado en la<; variedaes PRI 0-13.NG28-o55 y Akoki 

"":lluadas con la técnica de PCR,se logró la amplificación del fragmento de 221 pb 

::orresponde a una porción del genoma del ScBV, indicando la presencia del \iros 

:::i.smo fragmento fue detectado en muestras de banano infectadas y en muestras de 

':llM_,supuestaroente sana~.(Sánchez et al., 1997). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Localiza ción 

E: presente trabajo se lle,6 a cabo en el laboratorio de filopatologia del Centro de 

·:i,estigación de la Caña de Azúcar del Ecuador (CTNCAE) ubicado en el Km. 49.5 vía 

:>uran - Tambo. cantón El Triunfo. provincia del Guayas. 

!::stá locali/.ada gcogr.ificamente a 02° 19· 33 .. de latitud sur y 79° 26' 83"" de longitud 

este a una altitud de 60 msnm, pertenece n la formación ecológica de Rosque Seco 

.Mpical con una temperatura media anual de 25ºC. precipitación 1400 mm/año y 

.medad relati\'a de 81 por ciento. 

3..2. Materfales y Equipos 

l:A(uipos: Micro centrifugadora cubctaS de electroforesis. tcrmociclador. 

lnllSi.lwninador, micropipetaS y baño Mana. 

3.3. Unidad e:i:pcrirnen tal 

M:uerial biológico 

!>e acuerdo con Sánchc/. et al ( 1997) la muestra tomada para realiLar el diagnóstico fue 

_ hoja TVD (Primera hoja con lígula visible), para el caso de caña de ll/.Úcar y la 

nrnera hoja funcional para banano, ya que en trabajos previos indican estos autores que 

. = partes foliares, mantiene el titulo viral mas alto que el resto de la planta. Las 

:m..iestra de hojas se colectan previamente se desinfecta con alcohol. El material y luego 

~ mmspona en hielo la edad. corte difieren de la localidad muestreada 

F= determinar la presencia y distribución de ScBV en Ecuador principalmente en el 

c..JJ\O de la caña de azúcar, para lo cual se e\'aluó el 100 % del material de cuarentena 

..=3ia del CINC.<\E (108 variedades) y mediante un muestreo al azar para los 

::seriales provenientes de la colección universal, clones promisorios y cultivo de 

- dos del CINCAE. canteros. semilleros básicos y comerciales de los ingenios San 

(":años. ValdeL y la Troncal. 
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Las edades de las plantas variaron según la localidad y variedades a muestrearse como 

se indica a continuación. 

V ariedadcs cuarentena cerrada (estación Bullcay - Cuenca) de 8 meses de edad 

(plantilla). (Ver Anexo 2), colección universal (CJNCAE) de 3 meses (soca). (Anexo 3) 

y Vitroplantas 2 a 12 plantas por variedad MSI (Anexo 4 ). 

Semilleros básicos y comerciales: en semilleros básicos 20 hojas por cada 3 hectáreas 

(1 O hojas por muestra) en semilleros comerciales 20 hojas por cada 5 has la edad del 

cantero entre 6-7 meses. 

3.3.1 Cont1·ol positivo 

En un principio se utilizó como control positivo hojas liolili;r,adas de cana de azúcar 

cedidas por Lockhart (2002). El cual perdió sensibilidad por esta razón, se seleccionó 

material vegetativo de hojas de muestras de banano infectadas con el BSV de la 

-.xienda PAE, y a partir de variedades reportadas susceptible al virus colectadas en la 

colección universal del CINCAE, muestras de la variedad 874132 inoculada con el 

'JIUS del mosaico ScMV y variedades de la cuarentena cerrada S oj]icinarun Sacharum 

p (Bullcay- Cuenca).de las cuales se seleccionaron dos variedades de cuarentena 

;:errada para controles positi,•os estas fueron: PRJ 152 y J995:R45-P78 
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3.4. Optimi7.ación de la~ metodologías pa ra el diagnóstico molecula1· 

3 .4.l. Protocolos de e:tl r.tcción de AD total 

De la literatura se seleccionaron diferentes protocolos de e'tracción de ADN para la 

caña de w.úcar, con los cuales se planteó un primer ensayo e\'aluando la calidad ,. 

cantidad de ADN estos fueron: 

l. Dellaporta (1983).es un protocolo que ha sido utili7.ado con bastante regularidad en 

la extracción de ADN utili/..a mercaptoetanol como antioxidante protocolo completo 

descrito en anexo 5. 

2. Doyle & Doyle modificado (1 ??O) es un protocolo que ha sido util izado en la 

e->.1Tacción de ADN de calla de azúcar que tiene como particularidad principal liberar 

polisacáridos y poli fcnoles utilua sullito de sodio y PVP (poly,~nil pyrrolidone) como 

antioxidantes (Protocolo completo descrito en anexo 6) 

3 \1orillo (1999) modiíícado de Jhingan (1992) y Dellaporta. Este protocolo ha sido 

?robado en e."1Tacción de ADN para caña de a.7.Úcar en Ecuador a diferencia de los 

:lllteriores utili;r.a en su buffer de extracción sorbitol v mercaptoctMOI como agente 

uioxidante (protocolo completo descrito en ane,-.¡o 7) . 

.t.. Combinación de protocolos (2 ) 3). Se Hizo una combinación de los protocolos antes 

.;escritos con la finalidad de determmar el mejor tratamiento mediante ensayos para la 

'J>Dmi7.ación del protocolo de extracción de ADN. 

l..4.2. Selección de iniciado,.es 

primers fueron seleccionados de acuerdo con Braithwaite ( 1995) ScBVF5 v 

XH\ R5, encontrados por alineamiento de regiones que codiliC<Ul pnra secuencias de 

:i:-::ioácidos consen ados a parur de una región codificante de la re\ersa tranScriptasa: 

.:snaño del amplicón esperado es de 22lpb (pares de bases). 
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Cuadro l. Primers para la detección del ScBV. Braithwaitc (1995) 

Primers Posición Secuencia Región Tamaño am lificada 
SCBVFS 5.589 5-TCA AAG'llTGAT TTG AAG AOC OG<; Reversa 
SCBVR5 5.810 5-CTC CGA GAA AAC CAA TAT GTC A TC transcriptasa 221 bp 

e) Resuspensión de primers liofili7.ados 

Formula para resuspcnsión de primees = Nanomoles x 1000/ concentrnción stock 

3.4.3. Pn>tocolo de amplificación de PCR inicial 

Basándonos en el protocolo de amplificación de Braithwaite ( 1995) 

Cuadro 2. ProtocOlo de amptificaciún del ScBV 

Temperatura 
Condiciones de PCR 

Pre-desnanu·aJización 

3 ciclos 

Dcsnaluralización 

Hibridación 

Elongación 

37 ciclos 

Desna!uralización 

Hibridación 

Elongación 

Extensión final 

Cortc;crvación 

M .4. P reparación del premix de PCR 

· e 
94 

94 

50 

n 

94 

55 

n 
72 

4 

liem1>0 

7min 

30 seg 

30 seg 

1 min 

30seg 

30 scg 

1 lllin 

7 lllin 

Hasrn 24 horas 

~- :?.CUerdo con Braithwaite (1995) este diagnóstico tiene una particularidad. los primers 

Oll:IO con el ADN de la muestra se colocan en un microtubo, se colocan en ebullición 

7 minutos luego se colocan en hielo por la misma cantidad de tiempo. La 

;=ficación de esta desnaturalización previa se debe a que el ADN del virus es 
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,uperenrrollado ya que se ha comprobado que en condiciones normales de PCR, no ha 

odo posible su amplificación. 

3 mezcla de reactivos se realiza en cámara de flujo laminar para evitar contaminación. 

'endo después incorporado al mix de PCR que contiene todos los reactivos (Bufferlx, 

:'.>ntps 0.20 mM, 4 mM ChMg, Primers 0.5 pmiµI, 1 unidad de taq-polimerasa) con lo 

2 se procedió hacer una reacción normal. 

Cuadro 3. Cantidad de reactivo,; para PCR 

Mh PCR 
Reacth·os -------- Volumen µl. 

CJ C2 

Agua tJtrapura 

Buffer 10 X lx 

Cl2Mg 50 nlM_* 4mM 

Dntps 2.5 mM 0.20mM 

Pimers 25 pl'vl/µl 0.5 pmhtl 

Taq 5 Uf µI 1 unid 

ADN 

Volumen final •• 

*mM= milimolar (unidad de medida) 

CI .C2=conccntracioncs de reactivos 

••volumen final de mia muestra 

~.S. Análisis elec tr'Oforé tico 

16.8 

2.5 

2.0 

2.0 

0.5 

0.2 

1.0 

25 

productos de amplificación se visuali7.aron en geles de agarosa al 1.5 % y teñidos 

muro de etidio a una concentración de 1 O mg/ml, las fotos fueron capturadas en 

...documentador ultravioleta marca Biodoc-IT and Visidoc- it Systems. Se usó un 

::ador de peso molecular (J 00 bp DNA laddcr promega) para \•isualizar según este 

- el tamaño de la banda del producto ampli ficado 
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3.5. Análisis EstadisCico 

FI análisis estadístico se reali~ó por medio de histogramas de frecuencias debido a la 

"l3lurale1.a de las reacciones (productos de amplificación de la PCR) no hay mriablcs 

mediblcs. 

Para calcular la distribución de la enfermedad se calculó por el promedio ponderado. 

X = :to x Al Sub cocaJ áreas 

Donde: 

!:O = DisCribución de la enfermedad. 

A = Área muestreada por lote. 

Subtocal de Ár"eas ~Total de areas muestreadas por cantero o ingenio. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Establecimiento y optimización de protocolos de extracción de ADN pa ra 

caña de azúca1·. 

4.1.l. Elección del Protocol.o de extracción de ADN 

En el proceso de elección del mejor protocolo de e:-.'tracción de ADN se probó el 

método de Oellaporta et al (1983) modificado en el cual no se pudo observar una buena 

calidad ni cantidad de ADN (Figura l ). 

nGURA l. ADN extraído por el metodo de extracción Dellaporta et al (1983).CTNCAE. 2003: 

pozos 1-3 Var. B76-78; pozos 4-6 Ragnar: pozos 7-10 1995:R45P78. 

protocolo de extracción de ADN Doyle & Doyle (1990) modificado por Aljanabi ha 

:> utiliz.ado en la extracción de ADN para caña de azúcar en el que se ha obtenido un 

W~ libre de polisacáridos y polifenoles para lo cual se ajustawn volúmenes con el 

::!'-!áo de miniaturi7.ar la muestra, se obtuvo un ADN de buena calidad, con una pequeña 

-""~ción. (Figura 2). 
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nGURA 2. ADN extraído por el método de extracción Doyle & Doylc (1 990) modificado por 

Aljanabi CINCAE. 2003; pozos 1-3 Var. 1995;R45P78; poms 4-6 var. Rag11ar. 

:)e probó además el protocolo de Jhingan ( 1992) y Dellaporta (1983) ulili7.ado por 

~lo (1999) en caña de azúcar. Con el que se obtuvo una buena calidad de ADN 

~_gura 3). 

flGt°"RA 3. ADN ei.1raído por el método de Jhingan (1992) y Dellaporta (1 983) CTNCAE. 

2003; pozos 1-3 Var. 1995:R45P78; po/,os 4-6 var. 876-78; pozos 7-9 var. 

Ragnar 

embargo los meiores resultados en cuanto a calidad y rendimiento de ADN se 

.oon utilizando una combinación de ambos protocolos. Donde se reemplazó el 

~tanol por polyvinyl pyrrolidone (PVP). como agente antioxidante. 

eos ::!uaron diferentes concentraciones en los reactivos del buffer de extracción como 

EDT A, C1AB/C1Na, ajustándose tiempos en el proceso de incubación de las 
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muestras. y de eliminación de contaminantes con la adición de CIA (cloroformo 

isoamyl alcohol) donde se separaron dos fases y se liberaron proteínas, sales y restos 

celulares, finalmente se realizaron los lavados con alcoholes para la obtención del ADN. 

de acuerdo a lo establecido en cada uno de los protocolos antes mencionados (Figura 4) 

nGURA 4. ADN extraído por la combinación de protocolo de extracción de Doyle & Doylc 

(1?90) modificado por Aljaoabi (1992) y Dellaporra (1 983) CINCAE 2003: 

pozos l -4 var. 876-78: pozos 5-9 var. Rag:nar: pozos 13-17 var. 1995:R45P78. 

e seleccionó entonces un protocolo modificado por Doy!e & Doyle (1990) el que se 

=vmbinó con el protocolo de Morillo (J 999) en el cual se modificaron volúmenes de 

1 AB 70 µI y CINa 70 µI que sirven para remover polysacáridos. Se adicionó además 

'\-P (polvvinyl pyrrol idone) 200 µI y sulfito de sodio (incluido en el buffer de 

~ción) que permiten prevenir la oxidación de compuestos fenolillos. 

:R acuerdo a los resultados obtenidos el protocolo seleccionado se baso en la ob1ención 

- ~ un ADN de buena calidad y cantidad, modificando volúmenes y miniaturi7.ando la 

""lleStra en uno de Jos protocolos probados y como agentes antioxidimtes esenciales 

-= poder liberar el ADN se eligió PVP y sulfito de Na (Doyle & Doyle, 1990) en 

-,,~ de ll-Mercaptoetanol (Morillo, 1999), ya que este reactivo produce asfixia por 

;.!:ialación, si no es manipulado con el cuidado necesario de acuerdo a experiencias 

;¡enidas en el trab~jo. 

~1.2. Protocolo de ext1-acción de ADN establecido. 

:...Jier de extracción seleccionado contiene: sorbitol 140 Mm, Tris 220 Mm pH 8, 

EDTA 22 Mm, CINa 800 Mm, CT AB 1.6o/o, N-Lauryl Sarcosine 2% 0.06% S02Na 

µl PVP 10% o adicionar 2 µl de mercaptoetanol (opcional), 50 µ I CT AB. 10%. 50 

CLNa0.7M. 
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Proceso 

a) Lisis celulaJ· 

Se maceran aproximadamente 100 mg de tejido (hojas) con nitrógeno liquido en un 

monero, para pulverizar la muestra se coloca en un micro tubo de 1.5 mi, al cual se 

adicionan 700 ¡ti de buJTer de extracción y 200 ¡ti de PVP, se incuban las muestras a 

baño maría (65 ºC) por 45 minutos. 

En esta etapa se rompe las células (lisis) y se empieza a liberar el ADN (Figura 5). 

~·1GURA 5. Maceración del tejido con nitrógeno liquido. CINCAE. 2003. 

lt) Eliminacióu de pt-oteínas 

~adicionan 700 µI de CIA (cloroformo-isoamyl-alcohol) a una relación de 24: 1. se 

;:a:rtrifugan las muestras a 14000 rpm por 5 minutos y se recupera luego la fase acuosa. 

"5ie procedimiento se repite si se observan residuos o contaminantes (proteínas, sales. 

-esios celulares). Luego de recuperar la fase acuosa se adicionan 50 µI CT AB 1 O %,50 

_de CINa 0.7 M y 400 µ l de CIA se recupera la fase acuosa y pasamos a la siguiente 

-~(Figura 6). 
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n CUR\ 6. Separación de fases con clorofomio isoamyl alcohol (C IA) CINCAE. 2003. 

< Precipitación y conse1-vación ADN 

n la finalidad de precipitar el ADN, aL volumen recuperado se adiciona isopropanol 

~almacena a menos 20 ºC por una noche, al día siguiente se centri fuga y se descarta 

alcohol para quedar solo con el pellet de ADN, al cual se le realizan lavados con 

'-=IOI del 90 y 70 %, los tubos vacios se dejan secar al ambiente, el ADN es 

~tJSpendido en 50 µI de TE OlX (1 mM Tris pH 8. 0. 1 mM EDTA) (reactivo uLili~11do 

=la conservación del ADN) luego se real iza un tratamiento con Rnasa (10 mg/ml) a 

·o maría 65 ºC por JO minutos, para finalmente almacenar a menos 20 ºC ( Figura 7) 

FIGUR.\ 7. Precipitación de ADN en isopropanol a -20 "C. CINCAE. 2003 . 

..3.. Análisis de varian7.a protocolos de extracción de ADN evaluados 

!'la el análisis experimental de este bioensayo se utilizo el Diseño completamente al 

oon cuatro tratamientos (protocolos de extracción de ADN) y 4 repeticiones cada 

Los datos previos a la ANDEVA fueron transformados a Log.10 y para Ja 

=-:iar;ición de medias se uti lizo la prueba de Duncan al 0.05 de probabil idad. 
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;¡.q;un el aruili..... de \z=:& ~) e:'a$0e dúerenc1a altamente sigm ficati' a entre 

tratnnuemos (protoalkis de all3CUOD Je AD~)- sobresaliendo la metodología de 

;;;:-nbmación de pl'OIOCOlos de ~le & Do~ le ( 1990) y E. Morillo (1999). de acuerdo a 

•vmparación de medias (Duncnn <0.05). con 46.25 ng/µI de ADN (Anc.~o 8) . 

.e~ Esiablecimiento y optimización de PC R y Nested - PCR para la detección del 

nrus bacilifo1·me de la caña de a:túcar ScBV. 

-'..2.. l Optimización de la PCR 

...endo el protocolo de amplificación de Braithwaite ( 1995) se reali/.aron las pruebas 

31llplificación la que se mostraron reacciones inespecííicas, donde el tamaño de 

... ucro de amplificación obtenido no fue el esperado de 221 pb (pares de bases) lo que 

comparado con el marcador de peso molecular (100 bp DNA laddcr promega) e 

-.daciones no espt'Cificas en el mismo producto amplificado o simplemente no se 

;nba reacciones en ciertas muestras. por lo que fue necesario hacer una re1·isión y 

es. tanto en los rcacfü os usados en el mix de PCR y el protocolo de amplificación 

Jlt1mo fue modificado . 

.xuerdo con Boulo (2002) se pueden reducir los tiempos establecidos para optimi7ar 

:-iplificación de ADN, en las condiciones de la PCR como: predesnatu raJi ,,1ción . 

....... ...,.~1ón y e~tensión final. Con el propósito de optimi/.ar metodologías sin influir en 

Wuc:to final de amplificación. 

&rabajo ajustando tiempos en los diferentes procesos. mencionados anteriormente 

establecido para la pre desnaturaluación 4 min. elongación -'5 seg , . para 

ron final 5 min lo que se detalla en un cuadro comparativo a continuación. 
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Cuad1·0 4. Protocolo de amplificación de ADN. CINCA E, 2003. 

Braitbwaitc ( t 995) E.stablecido 

Descri pción de procesos PCR SimplePCR Nes1edPCR 

Tcmp. Tiempo Tcmp. Tiempo Tcmp. Tiempo 
1-- . . . 

Pre desnaturah,.ac1on 94ºC. 7 min 94ºC. 4 min 94º c. 7 1nin 

3ClCLOS 

Des natural i7.ación 94ºC. 30 seg 94°C. 30 seg 94° C. 30 seg 

Hibridación SO" C. 30 seg SO" C. 30scg 45º C. 30scg 

Elongación 72°C. 1 min 72°C. 45 seg 72°C. 45 seg 

37 CICLOS 

Desnaturalización 94ºC. 30 seg 94°C. 30 seg 94° C. 30 seg 

Hibridación 50" c. 30 seg 5ff c. 30 seg 45ºC. 30 seg 

Elongación 72º C. l 1nin 71:' C. 45 seg 72°C. 45 seg 

Extensión final 72ºC. 7 min 7'l' C. 5 in.in 72°C. 5 n1jn 

Conservación 4ºC. 4° C. 4º C. 
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4.2.2Establecimiento de la NESTED PCR 

a.) Oiseilo de iniciadores intemos. 

Una vez establecida la simple PCR se tomó Ja decisión de aumentar Ja sensibilidad de la 

reacción debido a lo mencionado anterionnente, la naturaleza del virus en estudio 

tarnbien se presenta asintomática y la necesidad de detectarlo en un diagnóstico 

temprano principalmente en variedades de cuarentena y bancos de germoplasma se 

diseñó primcrs internos. A partir de Ja secuencia del primer producto de amplifícación 

de los primers externos se seleccionaron secuencias para el diseño de primers internos 

desde la posición 5612 para el primers sentido (forward) y la posición 5758 para el 

.,rimers antisentido siguiendo el patrón de todo el genoma del virus baciliforme de la 

caña de azucar ScBV(Anexo 9). 

~la selección de primers internos fueron considerados los siguientes criterios: 

• Longitud de los primer 18-30 bases 

• Temperatura de hibridación (Tm) de los primer de 55-72"C 

• Porcentaje contenido entre G-C (40-60 %) 

• Que no formen dímeros (para determinar sr existe unión o hibridación del 

iniciador con secuencia blanco) 

• Que no formen Hairpins (unión o hibridación entre regiones de la misma 

secuencia anali:lada Anexo 1 O). 

• Diferencia de temperatura de hibridación entre primers sentido y anti sentido ::; 5 

ºC. 

• Para el análisis de Ja secuencia del ScBV, se utilizaron dos programas 

(disponibles en el Internet). 

BLAST, programa para el análisis completo de la secuencia del ScBV. el cual nos 

~ó realizar la alineación de las secuencias del BSV y ScBV, para buscar 

ogías en ambas secuencias disponible en (www.ncbi.nlmnih.gov/blasl). 
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2. Vector NTI, en este programa se analizaron Dimeros (para detenninar si existía 

unión o hibridación en una o ambas secuencias analizadas) y hairpin (unión o 

hibridación entre regiones de la misma secuencia anali7ada). Disponible 

( \\ '\VW. basic. m\·1i. edu/biotools/Primers3 .html) 

Cuad1·0 5. Plime1-s diseñados Nested PCR. C. AZUL 2002. 

Primers Posición Secuencia lilicada Tamaño 
ScBVIF5 5,612 GTT TCA TCA AGT CGC CAT 1 
cBVF15 GTf TC/\ TC/\ /\GT CGC A/\T Reversa transcriptasa 146 bp 
cBVIR5 5.75R CCT CTG /\Al\ C/\C TKG TCC 

Después de seleccionar Ja5 secuencias para el diseño de primers internos estos fueron 

sometidos a analisis en los programas BLAST en el cual se alinearon secuencias entre el 

-cBV y el BSV se determino que existen homologías en ambas secuencias de acuerdo a 

Braithwai le (J 995). 

En el programa Vector NTI se analizaron dímeros y haírpin. Como resultados del 

r.alisis en el programa Vector NTI del analisis de primers di meros estos no existieron, 

a que no hubo hibridación entre la secuencia de los primers analizados. 

rm respecto a la existencia de hairpin hubo resultados negativos ya que no se 

.:aectaron hibridaciones del mismo primers lo que dio val ido un criterio para su 

"*«ión. 

Protocolo de amplificac.ión de la Nested PCR 

protocolo seleccionado para la técnica de Nested PCR., fue utilizado el de Braithwaite 

5) difiriendo solo en la temperatura de hibridación de los primers las cuales se 

..s4aron tomando como referencia la temperatura media (Tm ± 5° C) de acuerdo a lo 

cado por el fabricante ya conocida segun envio del fabricante (lntegrated DNA).Se 

=aron tres lemperatura5 a 50, 47, y 45 ºC. 

!'Ja. la nested PCR se siguió el protocolo de amplificación establecido previamente para 

1m1ple PCR difiriendo en la temperatura de hibridación de los iniciadores los cuales 

s =taron lomando como referencia la temperatura media (Tm ± 5 ºC) de 49 ºC segiin 
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envio del fabricante integrated ONA en el que se probaron temperaturas de 53, 47 v 45 

•e, siendo esta ultima la que mejor resultado se obtuvo en cuanto a la calidad del 

amplicón no se presentaron hibridaciones no especificas que cuando se probaron 

temperaturas superiores a 45 ºC la cual se eligió como temperatura de hibridación de los 

miciadores internos. 

Al someter los primers y el ADN a procesos de ebullición y enfriamiento aumento la 

sensibilidad de Ja reacción, fue comprobado al intentar realizar una PCR normal con 

muestras ya amplificadas como positiva~ no se observaron banda.~ a.~ociada.~ con el 

• rrus lo que coincide con (Braithwaite 1995). 

4.2. 3Validación de la técnica de PCR 

a) Prueba de sensibilidad entre la simple PCR y ncstcd PCR 

~ comparar y determinar la sensibi lidad de la PCR, se realizo una prueba 

:seleccionando la variedad 1995: R45-P78 de la cuarentena cerrada del CfNCAE, 

-rectada con el virus Baciliforme ScBV y una muestra sana de la variedad Ragoar: las 

:mies fueron confrontadas desde una relación 1/20 (enferma/sanas) o 5 por ciento hasta 

- 100 % de hojas infectadas del ScBV (Cuadro 6) 

Caadro 6. Relación de las muestra< evaluadas en la prueba de sensibilidad. CINCAE, 

2003. 

Cantidad (%) Rehtciún 
Muestni 

Enfermas Sana Enfem1a/total 

1 5 95 1/19 

2 10 90 2/18 

3 20 80 4/ 16 

4 40 60 8/14 

5 80 20 1614 

6 1 ()() () 20 
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Del bioensavo planteado para la comparación de simple y nestcd PCR La simple PCR 

detecto el virus desde el 40 % de infección La Nested PCR desde el 5 % de infección, lo 

que comprueba la sensibilidad al detectar el virus en concentraciones h:\ias (Figura 8). 

flGURA 8. Amnento de sensibilidad en la ncstcd PCR con un patrón MPM (marcador de peso 

molecular de JOO pb) lo que noo; indica el tamario de Ja banda de 221 pb para Ja 

simple PCR y de 146 pb para la oested PCR. CINCAE, 2003. 

4-3. Diagnóstico y detección del ScBV en va1iedades de cuarentena cerrada, 

colección unive1-sal ClNCAE, Vitro plantas para semilleros fw1dación y 

semillel'Os de Ingenios San Carlos,Valdez y la Troncal. 

-&J.l. Diagnostico en Cuarentena Cen-ada estación Bullcay- Cuenca 

l>e1 diagnoslico realizado en cuarentena cerrada de l O& variedades evaluadas 20 

-esultaron positiva~. comprobándose la presencia del virus bacilifonne en cañas nobles e 

:bridos comerciales, pro,•cníentcs de Australia, Brasil, Colombia y USA (Figura l l y 

.J3dro 7) 

-,. origen de importación las variedades provenientes de Corpesucar fueron las que 

-::.JS alta distribución del virus presentaron como lo indican las Figuras 9 y 1 O. 
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nGURA 9. Pozo 2 variedades 1995:R55-P04 muestra positiva pozo 23, 26 (1995: R45-P78) 
usadas como control positivo. 

flGURA 10. Variedades de cuarentena cerrada positivas para el virus baciliforme ScBV pozo 9 

\'lit PR 1152, pozo 19 positivo leve var HM661, pozo 28 var SS66-00 l(CAT0). 

CINCAE, 2003 

<.aadro 7. Distribución dc.I ScBV en variedades de cuarentena cerrada por origen de 

importación. CINCAE, 2003. 

Año de Número de Reacci(>n Distribución 
Origen de importación 

importaciún variedades 1>ositiva (%) 

"1!stralia (BS ES) 2002-2003 5 o 0.00 

&asilla (Corpesucar) 2002-2003 34 8 23.53 

Colombia (Ccnieaña) 2002 8 12.50 

SA(USDA) 2003 61 11 18.03 

Total 108 20 18.52 
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flCURA 11 _ Incidencia del virus baciliforme ScBV en cuarentena cerrada. CINCAE, 2003 

.¡J.2 Diagnóstico en Lotes comerciales de los Ingenios San Carlos y Valde.z 

De acuerdo al diagnóstico del virus Bacilifonne en lotes comerciales se presentó una 

~a distribución de la enfermedad, detectándose en el ingenio Valdez en las variedades 

a -678 En un 10 y en Ragnar en un 20 por ciento, presentándose en San Carlos en la 

::inedad Ragnar en un 0.7 por ciento (cuadro 8). 
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Cuadro 8. Variedades evaluadas en lotes comerciales de los Ingenios San Carlos y Valdez. 

. 

CtNCAE, 2003. 

Nde Reaeci(m X. 
INGENIO Variedad área Incidencia PQnderado 

muestra + 
/área 

CR74250 21,7 15 () () o.o 
PR.671070 48.3 15 () () o.o 

San Carlos CC8592 13.8 10 o o O.O 
B76-78 38.8 15 o o O.O 
Raonar 10.3 15 1 0.7 O.O 

Subtoial l 133.1 70 o 0.14 ' 
Total de X ponderado o.o 

1 

X ponderado --\)~ 
Valdez 

87678 53.2 10 1 10 2.5 

R;1ºnar 26.6 1 () 2 20 2.5 -
sub total 7'>.2 20 3 30 - -
Total de áreas 2 12.4 

Total de X ponderado 5.0 

X ponderado 2.5 

.t..3.3. Diagnóstico de 15 variedades de la colección Universal del CINCA E 

d \irus fue detectado en las variedades POJ3016 y NC0310 de la quince registradas 

_orno susceptibles al virus de la colección universal del CINCAE. 

Este resultado demuestra que el virus habia sido introducido pre,~amente aunque en un 

\el bajo esta presente. (figura 12). 
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FIGURA 12. Análisis de PCR (14 variedades) de la colección univcrs:il del CINC' AE: muestras 

positi\'as en poi.O 6 ":iricdadcs POJ 3016 y poro 7 \':lricdad NC0310. CIKCAE. 

2003. 

4.3.4 Diagnóstico en semilleros de los Ingenios 

Cabe indicar que luego de evaluar las 450 hectáreas de los semilleros de los Ingenios. el 

, irus fue detectado en Ja ,·ariedad Ragnar distribuida en el 15 por ciento de los lotes en 

127.9 hectareas ernluadas del ingenio Valdez (Cuadro 9) Confirmando que el virus se 

encuentra distribuido en el área y canteros comerciales aunque Jos resultados no arrojen 

una distribución mayor debido a la área de c:ulti' o y de preferencia en la 'ariedad con 

mas superficie sembrada tanto en semilleros (figura 13). 
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FIGURA 13. Diagnóstico del \lnlS ScBV en semilleros básicos y comerciales del ingenio Valde1 po1.o 12 rnriednd posnivn mgnar. CINCAE. 2003 
Variedades nnali1adas 076-78 y Ragnar. 



Cuadro 9. Diaj?nostico en Semilleros de 105 Ingenios La troncal. Valdcz. San Carlos. 

X. 
Ingenio Variedad Mucscras Has PCR NPCR Oi,cribudón ponderddO 

rárea 

SAN 
CC8592 2-1 72.3 () o o o 
CR74250 24 108.8 o o o o CARLOS 
RAGNAR 18 73. 1 o o () o 

Sublolal 66 254.2 o o o o 
Total dt X ponderado o 
X ponderado o 

87678 6 41.3 o o o o 
RAGNAR 6 32.1 o o o o 

LA C8751 9 21.5 o o o o 
TRONCAL C727-I 9 J0.6 o o o o 

OTRAS 12 3.9 o o () 

SUBTOTAL 36 68 o o o 
Total de X ponde.-ado 

X ponderado o () o o 
87(>78 63 49.8 o o () () 

VALDEZ RAGNAR 60 7lU 3 9 15 2.60 -
123 127.9 3 9 9.2 2.61 -

Subtotal 225 450. 1 
f-- -

1"0TAL 1 

Total de X ponderado 5.21 

\'. ponderddo 1 7.¡ 

.i.3.5 Diagnostico en vitroplantas 

~J virus fue detectado en vitroplantas del clon ECSP 98-127 y en variedades 

~rovenicntes de cuarentena cerrada, estás fueron SS6001 HM66l y 1995:R4.5P78, el 

,uaJ se mantuvo presente una \•e.r. de haber sido rcali7.ado el análisis de PCR antes y 

.espués del proceso de limpiea. Las variedades en mención presentaron bandas fuertes 

...d 'irus en incluso la vancdad SSGOOI amplificó en la ncslcd PCR el cual se mantuYO 

_ mo se indicó anlcnormente (Figura 14). 
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Coincidiendo así con Parmcssur y Saumtally, 2004 debido a que el virus no fue 

eliminado mcdjante el uso de técnicas de termoterapia y cultivo de tejidos, y del agente 

antiviral Rivarina 

Es así que autores como Autrey er al., J 990 v Egeskov er al .• 1994 en oh·os trabajos 

realizados mencionan que no se ha podido eliminar este virus mediante termoterapia y 

cultivo de tejidos. 

Se puede indicar que el ScBV no está integrado al genoma, (Geijsskes,y Braithwaitc .. 

2004) como sucede en el BSV (Banana Streak Virus). 

nGURA 14. Detección del ScBV por PCR en variedades de caña de azúcar de cuarentena 

cerrada y vitroplantas; de izquierda a derecha: pozos 2-3 y 11-12 variedad R45-

P786: pozos 4-5 y 13-14 variedad HM661; pozos 6-7 y 15-16 variedad SS 

600 1; pozos 8-17 pcr concrol; pozo 10 control positivo; pozo 18 Mpm (100 bp). 

-4...3_6. Diagnóstico eo variedades inoculadas con mosaico ScMV (874-132). 

~ muestras infectadas con el '~rus del mosaico de la cal1a (ScM V) también se encontró 

-esente el ScBV, detectándose tanto en las variedades 874132 como en 67678, lo que 

..ole indicar w1a asociación de ambos virus tal como lo registran (Lock.hart y Autrey. 

'9) 
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4.3. 7. Diagnóstico del virus del rayado del banano BSV 

Empicando los primcrs diseñados para el diagnóstico del ScBV, en muestras de banano 

con síntomas de Banana Streak Virus (BSV), se obtuvo un producto de amplificación de 

221 pb. 

Este resultado concuerdan con Geijskes et al, 2000 quien indica la alta relación 

serológica y molecular que presentan ambos virns. Al emplear secuencias altamente 

conservadas en el ScBV, se evitan reacciones incspecí!icas y por esta razón debido a Ja 

homología del genoma del ScBV y el BSV se lograron el mismo resultado de 

amplificación en ambos virus. 

figura 15. Diagnóstico de BSV Banana Strcak Virus con primcrs para ScBV; 

37 



S. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1. Conclusiones. 

• La Nested-PCR aumentó la sensibilidad de la reacción. en un 16 por ciento. 

• Se confirmó Ja presencia del ScBV en Ecuador mediante Ja PCR (Reacción en 

cadena de la polimerasa) en cuarentena cerrada la colección Universal. lotes 

comerciales, en semilleros y en Vitro-plantas. 

• Existe una baja distribución del ScBV en lotes comerciales y semilleros de Jos 

ingenios San Carlos, Valdez y la Troncal. 

• El ScBV ha sido introducido en germoplasma asintomático 

• El ScBV no puede ser eliminado totalmente por termoterapia. 

• Se confirmó Ja presencia del ScBV a5ociado con el virus del mosaico ScMV. 

5.2. Recomendaciones 

• Continuar con el diagnóstico temprano del ScBV en procesos de cuarentena., y 

así evitar su diseminaciónAún la distribución es baja en variedades comerciales, 

como ha sucedido con otras enfermedades introducidas. El ScBV se manifiesta 

de fom1a variable el que puede ser detectado aún en plantas asintomáticas y 

puede resultar más infcctivo asociado con otros virus como el mosaico ScM V ~· 

mosaico suave ScMMV. 

• Optimizar técnicas de eliminación de este virus por termoterapia y cultivo de 

meristemos, debido a que en algunos trabajos ya publicados no se Jo ha podido 

erradicar por completo. Poco se ha discutido sobre la5 causa5 que no han hecho 

posible su eliminación.Es necesario recalcar que el ScBV no se encuentra 

integrado al genoma como sucede con el Banana Streak Virus (BSV) y podría 

ser una causa que sea difícil su eliminación. 
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Anexo t. Esquema de la reacción de PCR (reacción en cadena de la polimerasa) 
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Anexo 2. V:triedades de Cuarentcn~ ccrr.1.du 
- - - -

V aricdades de Cuarentena cerrada evaluadas parad diagnóstico del ScBV por PCR 

Cenero 

.Vicch(.1nlm 
2 Sacchan1m 
3 ,<Jacchar11m 
4 Sacchanm1 
5 .')acchanim 
6 Sacc·harum 
7 Sacchanim 
8 Scrcchan1m 
9 Sacchan1m 
l O Sacchanim 
11 Sacchanim 
11 Sacchurum 
13 Sncchan1m 
14 Snccharum 
15 Sacchanim 
16 Soccharr1111 
17 Saccharrmr 
18 Sacchun1m 
19 
10 

Sacchnn1m 
Snc('hanim 

~I Sacchanun 
22 Sacchanm1 
23 &tcchon1m 
:'.~ Saccharum 
::5 Saccharum 
26 Sa('chan1m 

especie 

llyb 
Hyh 
Hyb 
Hyb 
Hyb 
Hyb 
Hyb 
Hyb 
Hyb 
Hyh 
Hyb 
Hyb 
f(11> 
Hyb 
Hyb 
f(rh 
Hyb 
Hyh 
Qfficinanun 
llyh 
Officmon1111 
Officinanm1 

·'P 
l/_11> 
Hy/J 

H.•"' 
.';orxharum HJb 

:'.l! Saccharum r!Oicinanm1 
: .')acchan1m spontaneum 

Sacchanim hyb 
Saccharum oj}icmarum 

- ' Saccharum sp 
Sacchanim oj}icinorwn 

~ Sacch11n1m o.Oicmarunr 
• < Sacchan1111 h) 1> 

Sacchnmm 
<iaccharum 
'>acchnrum 
'>accharum 
<ia«hanim 
Sacchanim 
'iacc·hanim 

- <iacchan1m 
Sacchan1m 

- .. Wcchar111n 
Satxharom 

- '>acchamm 
';accharum 
'iacchanun 

l?yh 
officrnarum 
of}icinarom 
hyb 
hyb 
hyb 
hyb 
hyb 
offit·rnanim 
Hyb 
ofiicinarum 
Hyb 
offidnanim 
officinan1111 

variedad 

SP 892025 
SP832847 
SP 85377 
SP 8734-1 
SP 845560 
SP 87365 
SP 86155 
SP 855077 
SP87396 
SP841431 
PR 1152 
PR 761006 
PR !103015 
PR 773070 
PR 773007 
NG77234 
PR 67245 
B 71U37 
F 134 
HM 66 1 
1995:R45-P7!1 
Bamboo Amarilla 
Yuctang 58-1291 
POJ'.2946 
R 47 277 
BO 14 
PSOI 
IS 76-319 
SES 260 
B 49119 
Manjri Red 
MOL6068 
MIA 33155 
NG 77-151 
B 46364 
POJ 2222 
NG 51 -105 
Haw:iiian Original 52 
SS 66--001 (CATO) 
ucw 5+<>3 
!v!PR 336 
1995:R55-P04 
fiji 28 
NG 21--003 
co 114!1 
NC-30 
CB 4176 
NG 21\..()83 
Spaansch 

Brasil 
Brasil 
Brasil 
Brasil 
Brasil 
Brasil 
Brasil 
Brasil 
Brasil 
Brasil 
Puerto Rico 
Pucno Rico 
Puerto Rico 
Puerto Rico 
Puerto Rico 
Nueva Guinea 
Puerto Rico 
Baroadcs 

Barlxtdcs 

Barbados 

Nueva Guinea 
Barbad es 
Java 
Nueva Guinea 
Ha\\ai 

Fji 
Nueva Guinea 
India 

Barbados 
Nue\'a Guinea 

sim1>lc ncsted 

+ + 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

Obscn•ación 

''"ñ 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no ,, 
no 
no 
no 
no 
110 

no 
no 
no 
<t 

>l 

no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 
no 



Variedades de Cuarentena cerrada evaluadas ara el dia<>nóstico del &BV orPCR 

Genero especie variedad origen simple nested 
Obsen,ación 

síntomas 
50 Sacchanim llyb CP93-1634 USA no 
51 Sacchanun Hyó CP92-I 167 USA no 
52 Socchanim Hyb CP95-1569 USA no 
53 Sacchan1m Hyb CP97-1944 USA + ~ no 
54 Sacchan1m Hyb cm-2059 USA no 
55 Socchanun Hyó CP98-l-197 USA no 
56 Sacc:hanim Hyb CP9+.I528 USA + 
57 S.1cchan1m Hyh CP92-1213 USA no 
58 Sa«hanun Hyb CP9-l-2203 USA + no 
59 Sacc:han1m Hyb CP96-I865 USA + no 
60 Sacchanim Hyb CP94-13-i0 USA no 
61 .)/1('t:h11n1m Hyb CP97-l 777 USA no 
62 Socchan1m Hyb CP93-1309 USA + no 
63 Socchanun Hyb CP95-1039 USA no 
64 Strcchnnun Hyb CP94-I607 USA no 
65 Sacchan1m Hy/J CP97-1 362 USA no 
66 Sacchan1m Hyb CP96-1602 USA no 
67 .\'tu.'t·hanim Hyh CP98-I48 I USA no 
68 Saa-Jwrum Hyh CP94-2095 USA no 
69 &cchmwn Hyb CP96-1252 USA no 
70 Sac<·hamm Hyh CP98-1335 USA no 
71 Saccharum Hyb CP96- 1350 USA no 
72 Saccharum Hyb CPl\9-1509 USA + no 
73 .S'acch"rrun Hyb CP97- 1979 USA no 
74 Saccl11m1m Hyh CP94-IJOO USA no 
75 ¡~nc:cllorr11n Hyb CP97-13l\7 USA 110 
76 Saccharum Hyh CP92-1666 USA no 
77 Sacchnnun Hyb CP92-1 641 USA no 

"" $6rrnOIT/H/ /(¡ ¡j CP98-f.117 USA 110 1 
~ '>oct:hanun Hyfl CP95-I570 USA no r ..xr/Jon1111 /(¡ 6 087.5119 Ocmerara 110 

f \DCC'han1m D 158141 Deme rara i no 
~hamm Hyh BT 74209 no 

::; Socchanim llyb ~'?~<)-\ \\ ') >!.n.<,\\ t\I) 

~ Sacchan1m Hyb CRW-\0\5 no 
85 Sacchanun l(~b CR87-220 no 
86 S11cch11nun Hyb SP<J0-1107 Brasil + no 
87 So«harum Hyb BH5..\» Baibados no 
88 Sacchan1m l (l'b S~3723 Brasil no 
89 Sacchan1m Hyb M4U/51 no 
90 So«honim Hyb NCo376 India no 
91 .'i<icc:h11nun H yh DB661113 Dcmcrara + no 
92 Socchan1m l (ib 0671/60 Demerara + no 
~ ~},...,.._. #."' .Jf.<J.,J!:>J"/!) Af' 
94 Soccharum Hyb S~l638 Brasil 110 

95 Sauhan1m Hyb NA 56-26 no 
96 Sncchanim Hyb V7!-51 Venezuela no 
97 S(lt't'h(lrum f!yb SP90-3414 Brasil + no 
18 Saccharum Hyb DB 78/69 Brasil no 

99 S<1t·t·ht1rum Hyb Co 6806 India + 110 
100 Sat·drarum Hrb MANAll no 



Variedades de Cuarentena cerrada evaluadas !!ara el di~"llóStico dd J!!IIr 

Genero especie variedad origen simple --.e 

101 Saccharum Hyb DWl5 
102 .\liccharum Hyb SPS<>-42 Brasil 
103 ,'i<Jffhanun H)b NH -1 ().l .<;acchlln1m Hyb SP91-l().l9 Brasil ~ 

105 Saccharum .. pp Q 190 Australia ., 
106 Sacdwrum spp Q 198 Australia llO 

I07 Satthflnim spp Q 12.i Australia DO 

HU! Si1txhan1n1 ~ee. º 201 
Australia no 



Anexo 3. Variedades (1 5) de la colección universal del CINCA E: analizadas por PCR para el ScBV. 

Numero Variedades Reacción 

1 CJ05t -73 -

2 CC85-92 -
.1 CP 73-1547 -
4 CP44l0 -

5 CP57-603 -
~ 

6 CP63-588 -

7 CR61--0 l -

8 HS0-7209 -
~ 

9 H56-4848 -
~ 

10 Mcx 57-473 . 

1 l MZC74-275 -
12 NCOJ IO + 

1~ PCGA + 
-

14 POJ30-16 -

15 PRI0-13 -



Anexo 4. Variedades de cultivo de tejidos 

Variedad Código Simple ""'5acd 

CINCJ\.E Ecsp-98/499 4 
Ecsp-981425 3 
Ecsp-981392 
Ecsp-981127 
Ecsp-98/168 3 
Ecsp-981149 
Ecsp-981419 
f.csp-981169 
Ecsp-981499 A 
Ecsp-98/169 1 
Ecsp-981168 2 
Ecsp-98/ 169 2 
F.csp-98/168 3 
Ecsp-981425 4 
Ecsp-98/499 6 
Ecsp-98/392 7 
Ecso-981392 9 

Lote de í11crcmcnto de scnúllas clones estado IV 1998 
RAGNAR /\. 
RAGNAR B 
RAGNAR e 
RAGNAR D 
RAGNAR 9 
RAGNAR 3 
RAGNAR 11 
RAGNAR 1 l\ 
RAGNAR 22 
RAGNAR 30 
RAGNAR w 
RAGNAR X 
RAGNAR K 
RAGNAR 33 
ce &5-92 
B 7678 

Ccrr:ida PR 1152 + + 
HM611 
19'J5.R45-P78 + + 
POJ 2946 
CP •J7-1944 
CP 9-1-2203 
CP %-ll\65 

SP 86155 
SP85-3877 
SP 841-131 
SP845560 
SP87399 
SP855560 
SP8733 -14 

- - - ------



Anexo 5. Extracción de ADN por el método de DeUaporta eta/ (1983), modificado. 

l . Macerar el tejido joven en nitrógeno liquido hasta obtener un polvo lino y seco 

2. Pesar 3 g por muestra y llevarla a tubos de centrifuga 

3. A.ñadir 7 ml de buffer de extracción previamente calentado a 65"C por media hora 

y me;r.clar con la espátula, asegurándose de que todo el tejido entre en contacLO con 

el buITer. 

4. Incubar en baño de agua a 60 ºC, a 60 osci laciones por min durante 30 minutos. 

5. Adicionar un volumen de 7 ml de una mezcla de cloroformo: octanol en una 

relación 24: l mezclar por inversión. 

6. Centrifugar a 4000 rpm por 5 min a 4ºC, recuperar de nuevo la fa~e acuosa, tratar 

de no tocar la interfase. 

7. Adicionar a cada muestra 1/10 (0.5 mi) de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 6110(3 

mi) de isopropanol a-20ºC 

8. 1 ne u bar a - 20 ºC mínimo duran Le dos horas. mli.ximo toda la noche. 

9. Centrifugar a 10000 rpm durante 15 min; descartar el sobrenadante. 

l O. Agregar 3 ml de etanol al 70% a -20 ºC y centrifugar a 10000 rpm durante J 5 min. 

1 l. Descartar el sobrenadante y colocar los tubos en forma in vertida sobre una toalla 

de papel hasta secar, los tubos se llevan a la campana de vacío hasta que se scquefl 

por completo. 

12. El precipitado se redisuelve en 0.5 mi de a_!,'lla bidestilada-desioni;-.ada esteril y 

cada muestra se guarda en tubos ependorf 

13. Para degradar posible RNA que se tenga en las muestras se adicionan 0.5 mi de la 

enzima RNasa. 

La visualización y cuantificación del AON se hizo por electroforesis en un gel de 

azarosa al 1 % utilizando el buffer T AE (TRIS acetato. EDTA pH 8), adicionando 

bromuro de etidio como colorante para observar en el transiluminador Fotodync de luz 

ultravioleta. 

Buffer de extracción 

Tris-HCI 150mM 

EOTA 15Mm 

CINa IM 

CTAB 1.5 % 

PVP 1 %• se agrega antes de usar el buJTcr 



Anexo 6. Prntocolo de Extracción de ADN para caña de azúcar libre de 

polisacáridos y polifenoles. 

Por S.M. ALJANABI, L. FORGET and A. DOOKUN 

Bu!Ter l.isis (200 mM Tris HCI, 50 mM, EDT A, 2,2 M C!Na, 2% CT AB, 0.06 % S02Na, 

pH8.0 

Fenol: cloroformo: isoamyl alcohol (25:24: 1) 

6 MCINa 

1 O% polyvinylpyrrolidone (PVP) 

5 % N-Lauroyl-Sarcosine 

20%CTAB 

P.-ocedimiento: 

1. Pesar alrededor de 2-4 g de tejido de caña de azúcar macerar con nitrógeno liquido 

2. Adicionar 4 mJ de de bu!Ter lisis. adicionar 2 mi de 5% N-Lauryl-Sarcosine, 2 mi 

de 1 O % PVP Y 2 mJ de 20 % de CT AB. Mezclar. 

3. Incubar por 30-60 mina 65ºC a baño maría 

4. Mezclar las muestras por inversión de 3 a 4 veces durante la incubación 

5. Después de la incubación dtjar a temperatura ambiente por unos minutos 

6. Adicionar igual volumen de 25:24.1 de fenol cloroformo isoamyl alcohol, mezclar 

por inversión, centrifugar los tubos a 300 g por JO min a 4°C. 

7. Recuperar la fase acuosa y transferir a otro tubo. 

8. Adicionar igual volumen isopropanol y 2 mJ de CINa 6 M 

9. Incubar a -20 "C por una hora. 

IO. Centrifugar 

1 l. Desechar el sobrenadantc y adicionar 1 O mi de etanol 70% centrifugar a bajas 

revoluciones 

12. Repetir el paso anterior 

13. Resuspender el ADN en 2 o 3 mJ de TE (JO mM de Tris - HCI, 1 mlVI EDTA, pH 

8.0) 



Anexo 7. Extracción de ADN de caña de azúcar 

Rcf: Jhingan (1992) y Dellaporta(I983) 

Por E \lonllo \ 

(INAP-Qurto. l999) 

Se probaron los protooolos de Jhingan (1992) y Dellaporta(1983). los cuales se bas:m 

en la extracción con PotasioEtil Xantogenato y CTA., respecti,arnente .Ad= sz 

probó la acción de dos agentes antioxidantes (metabisulfilo de sodto ~ ~ 

mercaptoetanol)y la extracción a partir del tejido foliar Fresco o seco . Los me_¡ores 

resultados se obtuvieron combinando los dos protocolos . 

SOLUCIONES NECESARIAS 

CTAB 2X (Para 100 mi) 

Buffer de lisis (Sorbitol 140 mM, Tris -HO 220 mM, EDTA 22 mM, CINa 800 

mM, CTAB. 1.6% Sarkosyl 1%) 11-mercaptoetanol (se agrega justo antes de usar el 

buffer) 

Procedimiento 

1- Sembrar esquejes de cada clon en el invernadero. A los quince días tomar entre 4 

y 6 g de hojas y colocarlas en fundas plásticas con 50-60 g de silica gel por una 

semana. 

2- Combinar en un tubo de 1.5 mi IOO mg de tejido seco macerado con un mi de 

CT AB. 2X y 1 Oµl de 1\-mercaptoetanol. 

3- Incubar la muestra homogenizada a 55°C por 20 min centrifugarla a 14000 rpm 

por 20 min. 

4- Transferir el sobrenadante (aprox.400 µI ) a un nuevo tubo conteniendo igual 

volumen de cloroformo: alcohol isoamilico 24: l(CIA) agitar y centrifugar a 14000 

rpm por 2 rnin 

5- Pipetear el sobrenadante teniendo cuidado de separar la interfase formada ' 

combinarla en un nuevo tubo con un volumen de isopropanol. 

6- Dejar precipitar el ADN por una noche a -2CY'C, y centrifugar a velocidad tope por 

3min. 



7- Lavar dos \'eces el AON con etanol 70% y secar el pellet a 37"C en una 

microestufa por 30 min o a TA por una hora 

8- Incubar el pcllct por una hora a 65ºC en 50 µI de buffer TE (Tris -HCI 1 mM, 

EDT A O. 1 mM. pH 8.0) con 1 µI de Rnsa (1 O µg/ml) . 

9- Almacenar a -20 ºC la solución de ADN hasta su cuantificación. 

1 O- Antes de cuamificar las soluciones, es conveniente centrifugarlas a 14000 rpm por 

1 min . En este punto se puede observar precipitación de soluciones contaminantes 

como pro teínas. si esto sucede retirar la solución de ADN a un nuevo tubo y 

cuantifícar. 



Anexo 8. Modelo matemático y ANDEVA de las metodologías p.-obadas en la 

extracción de ADN 

Modelo matemático: Yij µ ; Ti 1 Eij 

Donde: 

Y11 : Observación correspondiente a los tratamientos 

µ : Media de la población 

Ti : Efecto del tratamiento sobre la media 

F(i : Error del efecto aleatorio 

ANDEVA 

Fuente de Yariación 

Tratamiento (protocolos) 

Error 

Total 

Grados de libe11ad 

t- 1 3 

t(r - 1) 12 

txr - 1 15 

Análisis de varianza de las metodologias probadas en la extracción AON 

fu~nte de Grados de Suma de Cuadrado F -

variación libertad cuadrados 

Tratamiento 3 

Error 12 

Total 15 

**diferencia alramente significativa 

Coeficiente de variación: 14.16% 

6.289 

1.178 

8.078 

medio Calculada 

2.096 70.309 

0.03 

Comparación de media~ de metodologías de extracción de ADN 

Metodología Media• 

4 Combinación de protocolos (2 y 3) 46.25 a 

2 Doy te & Doyle, modificado (l'J<JO) 34.38 b 

3 E. Morillo V. (1999) 34.38 b 

Dellapona ( l 983) 7.1') e 

• Ouncan<0.05 

Probabilidad 

•• 
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Anexo 9. Esquema de primer dimcros (A) y bairpin (By C) 

B) 
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Anexo 10. Ubicación de los primers para la detección del ScBV en el genoma del 
virns 

SSAO 
a9atcttc 

!.>700 

tc4449ttt9otttqaaqa9c9~~zcatcaaq=cqc~ 

... 
Prliiler3 exte~nos sen~!do 

ggat:qaa.9aaa 

ttqgattad~q~atgcacc qcaatcttccaga~aaaaat qqaccagtgt~ccag4gg aa 

+---:- . 
Pr1mers tnternos 

antiscntido 

5760 
c~gna9g9tt c~La9ct9tq tatat.t gatgacatnttggttttctcggag 9acgdug66C 

Primcrs externos 
<Jnt.isentido 


