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Deteccion de infecciones mixtas en genotipos de cafia de azticar en Cuba
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RESUMEN: Los sintomas de amarilleamiento y clorosis presentan alta incidencia en € Banco de Germoplasma
de la Cafia de AzUcar de Cuba. El objetivo de este trabajo fue determinar su asociacion con fitoplasmas,
Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson, los virus del mosaico y de la hoja amarilla. Para ello se
sdeccionaron del Banco de Germoplasma aquellos genotipos que manifestaron sintomas de amarilleamiento y
clorosis de forma sostenida durante € ciclo de vida del cultivo. Se diagnosticaron ambos virus empleando la
técnica Reverso Transcriptasa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR), mientras que X. albilineans
y fitoplasmas fueron estudiados por PCR anidada. Dd total de muestras, ocho resultaron positivas al virus de
la hoja amarilla, tres al mosaico, ocho a fitoplasmas y nueve a X. albilineans. En € 76,2% de los genotipos
se observo la presencia de al menos un patégeno y en € 42,8% de los casos se evidencio infeccion mditiple.
Mediante e andlisis de conglomerados jerérquicos se detectaron cuatro grupos con patrones de infeccion
diferentes. Este estudio permitira rescatar a través de métodos de saneamiento |os genotipos infectados ademas
contribuira a perfeccionar los méodos de hibridacién de Programa Cubano de Mgoramiento Genético de
cultivo.

Palabras clave: Saccharum spp., virus, fitoplasmas, Xanthomonas albilineans.

Detection of mixed infectionsin sugar cane genotypesfrom Cuba

ABSTRACT: Ydlowing and chlorosis were observed among the symptoms with higher incidence in the Cuban
Germplasm Bank of Sugar Cane. The aim of this study was to determine whether these symptoms were
associated with the presence of phytoplasmas, Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson as well as with
sugarcane mosaic and yellow leaf viruses. Thoseindividuals showing yellowing and chlorosis during the whole
crop life cycle were selected from the Cuban Germplasm Bank. The technique Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) was used to diagnose both viruses, and the nested PCR for X.
albilineans and the phytoplasmas. Eight samples were evaluated as positive to Yelow Leaf Virus, three to
Mosaic Virus, eight to phytoplasmas and nineto X. albilineans. From the total of samples, 76,2% wereinfected
with, at least, one pathogen and 42,8% presented multiple infections. By using cluster analysis, four groups
were detected with different infection patterns. This study will allow recovering of infected genotypes by sanitation
methods, in addition to contribute to the improvement of hybridization methods for the Breeding Program of
thiscrop in Cuba.
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*Autor para correspondencia: lao@inica.minaz.cu


mailto:lao@inica.minaz.cu

78

INTRODUCCION

El Banco de Germoplasma de la Cafa de AzUcar
de Cuba cuenta con 3 332 individuos entre ellos: for-
mas originales de Saccharum, géneros afines, F1
interespecificos de Saccharum, hibridos y otros. Uno
de los principales sintomas determinados son clorosis
y amarilleamiento (1) que pueden estar enmascarando
la presencia de los virus del mosaico y de la hojaama-
rilla de la cafia, fitoplasmas, Xanthomonas albilineans
(Ashby) Dowson, entre otras (2, 3, 4).

El virus del mosaico de la cafia de azucar (VMCA),
perteneciente a la familia Potyviridae, provoca zonas
decoloradas y amarillentas en la lamina foliar (5). Es-
tos virus son responsables de importantes pérdidas en
los rendimientos azucareros. Actualmente, en Cuba,
el VMCA se encuentra erradicado de las &reas de pro-
duccién, sin embargo, se debe mantener la vigilancia
fitosanitaria ya que en los centros de pruebas de resis-
tencia a esta enfermedad se han encontrado aislados
virales con variaciones en su patogenicidad (6).

Los sintomas de amarilleamiento foliar de la cafia
de azlicar pueden ser causados por un virus de la fa-
milia Luteoviridae, como el virus de la hoja amarilla de
la cafia azucar (VHACA). En 1999 se informd su exis-
tencia por primera vez en Cuba (7) pero actualmente
se desconoce su incidencia y distribucion. Las plan-
tas enfermas pueden mostrar amarilleamiento intenso
en el nervio central alin cuando la lamina esté verde;
también, acortamiento de los entrenudos y necrosis
de las hojas viejas, no obstante, estos sintomas tam-
bién pueden deberse a factores ambientales (4, 8). Por
ello el diagnéstico visual provoca sesgos en la identifi-
cacion de la enfermedad (9, 10).

Otra causa de amarilleamiento es la infeccién con
fitoplasmas (3, 11), la que fue informada por primera
vez en Cuba en 1999 (12), estableciéndose las regio-
nes centrales y del Este de Cienfuegos como las mas
afectadas en el pais (3). En esa ocasion se encontro
que el subgrupo 16Srl-A del Grupo del Amarilleamiento
del Aster era el que predominaba y desde entonces se
ha informado la presencia de este patégeno asociado
a plantas asintomaticas y sintométicas (3).

La escaldadura foliar, causada por el patégeno X.
albilineans, aunque se informé su presencia en Cuba
en 1978, estuvo latente hasta inicios de 1998, época en
gue la enfermedad se manifestd de forma agresiva debi-
do ala presencia de los serovares | y lll (13, 14). Esta
puede cursar por cuatro fases, que van desde
asintomatica, clorosis, hasta la muerte del plantén (14).
Actualmente en el pais, la escaldadura se comporta de
forma variable en cuanto a sintomatologia y
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patogenicidad, lo que se atribuye a la susceptibilidad
mostrada por las variedades comerciales y/o a posibles
variaciones intraespecificas de la bacteria, sin descar-
tar los cambios ambientales (resultados no publicados).

Las enfermedades mencionadas por si solas cau-
san grandes estragos y pérdidas productivas, y cuan-
do se combinan los dafios suelen ser mucho mayo-
res. Hasta la fecha, se han realizado varios estudios
encaminados a la busqueda de infecciones mixtas
causantes de: cambios en la patogenicidad (15, 16,
17), sintomatologia (9, 16) y manifestaciones, segin
la época del afio (17).

El objetivo de este trabajo fue determinar, mediante
métodos de diagndstico molecular, los fitopatégenos
asociados a los genaotipos de la Coleccién del Banco
de Germoplasma de la Cafa de Azlcar que presentan
sintomas de clorosis y amarillamiento de forma soste-
nida en el ciclo de vida del cultivo.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal:

Se seleccionaron 21 genotipos de la Coleccién del
Banco de Germoplasma de la Cafia de AzUcar de Cuba,
ubicado en la provincia de Matanzas, que manifesta-
ron sintomas de amarilleamiento y clorosis sosteni-
dos durante el ciclo de vida del cultivo (B34104, CP31-
294, RB80-6043, Q124, C97-105, My645, C87-260,
Laica 96, Java 51, CSG403-92, B42231, C91-81, Ja64-
20, Ja64-19, C120-78, C87-51, B6368, C323-68, C86-
12, C90-530y C86-156). Los sintomas fueron determi-
nados segun la escala propuesta por Jorge et al. (1).
Se colectd la hoja (+1) de plantas con hueve meses de
edad. Se realizo el diagnéstico molecular para la de-
teccion de X. albilineans, VMCA, VHACA y
fitoplasmas.

Diagnostico de microorganismos:

X. albilineans: Se maceraron 100mg de material
vegetal, se adicionaron 100uL de agua libre de
nucleasas y se tratd térmicamente a 100°C (10 min).
Se tomd6 1uL de este material para realizar la PCR
anidada siguiendo el procedimiento utilizado por Diaz
(13). Se realizé una primera reaccion con los cebadores
XF3/XR3 (13). Posteriormente una segunda amplifica-
cion con los cebadores XF4/XR4 (13), tomando 1uL
(10ng) del producto de la primera amplificacién. En
ambas reacciones se empleo el mismo programa: 95°C
(4min), 94°C (30s), seguido de 30 ciclosa 57°C (30s),
72°C (Imin) y 10 min de extensién final a 72°C (13).

VMCA y VHACA: Para la identificacion de estos
dos virus se utilizé la RT-PCR. Para la obtencién del



ARN total se partié de 200mg de tejido de lalamina de
la hoja de cafia de azUcar macerados en nitrégeno
liquido, utilizando el juego de reactivos RNeasy® Plant
Mini Kit. A partir de 2uL de este se sintetizd el ADNc
utilizando el kit RT (Promega), con Random Primers
como cebadores y la enzimareverso transcriptasa AMV
RT (HC), segun recomendaciones del fabricante.

Para identificar la presencia del VMCA se utilizé el
procedimiento descrito por Marie-Jeane et al. (18) con
los cebadores especificos oligo 1n/oligo 2n que ampli-
fican el segmento de la proteina de la capsida. Se par-
tio de 25ng de ADNc. El programa de reaccion utiliza-
do fue el siguiente: 50°C por 30 min, 95°C por 15 min,
seguido de 30 ciclos a 94°C (1min), 55°C (1min)y 72°C
(30s), seguido de una extensién final de 72°C por 10
min (18).

Para la deteccién del VHACA se parti6 de 1,5uL de
ADNCc (25ng). La reaccion de amplificacién se realiz6
con los cebadores YF1/YR1 propuestos por Girard et
al. (19). Se utilizo el siguiente programa de reaccion:
45°C por 45 min, 95°C por 2 min, seguido de 35 ciclos:
95°C por 30 seg, 61°C por 45 seg y 72°C por 1 min,
seguido de una extension final de 72°C por 10 min.

Fitoplasmas: Para la deteccion de fitoplasmas se
utilizé la PCR anidada combinada con RFLP/ Hae llI
(11). Se tomaron 200 mg de la ldmina de la hoja, se
maceraron en nitrégeno liquido y se procedio a extraer
el ADN utilizando el juego de reactivos Wizard Genomic
DNA purification Kit (Promega). Posteriormente, se
realizé la PCR anidada. Se partié de 25ng de ADN
pararealizar la primera reaccién de amplificacion, utili-
zando los cebadores P1/P7 (20, 21) con el siguiente
programa: 95°C (4min), seguido de 30 ciclos: 95°C
(30s), 53°C (75s) y 72°C (90s), y de una extension final
de 72°C (10min). Para la segunda reaccién se utiliza-
ron 25ng del producto de la primera amplificacion, se
usaron los cebadores R16F2n/R16R2 (22) con el si-
guiente programa 95°C (4min), seguido de 35 ciclos:
94°C (30s), 56°C (1min) y 72°C (2min), y una extension
final de 72°C por 10 min (11). Posteriormente, se reali-
z4 digestion con la enzima de restriccion Haelll al pro-
ducto de la segunda reaccién, seguin recomendacio-
nes del fabricante (SIGMA).

Todos los productos de las PCR se aplicaron en
gel de agarosa al 1%, se tifieron con bromuro de etidio
(0,5ug.ml?), los productos obtenidos se visualizaron
en un transiluminador; de acuerdo a lo descrito por
Sambrook et al. (23).

Analisis estadistico:

Los genotipos de cafia de azlcar fueron agrupados
de acuerdo a la presencia/ausencia de infeccion por
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los diferentes patégenos (VHACA, VMCA, X.
albilineans vy fitoplasmas), mediante un Analisis de
Conglomerado con el método UPGMA (24) y la distan-
cia D especifica para datos binarios que proviene del

coefi?:silente de similitud de Sokal y Sneath (CS

2%(S,+Sy)
Si1+ S0 ) Sio + S

SSI):

CSn =57

Dy =1-(CSy)

S, Cantidad de agentes patogenos que infectan a
dos cultivares dados de cafia de azucar.

S,,: Cantidad de agentes patogenos que infectan
dos cultivares dados de cafia de azucar.

S, ¥ S,,: Cantidad de agentes patdgenos que in-
fectan a un cultivar de cafia de azUcar pero no a otro,
en un sentido u otro.

Para el andlisis estadistico se empleé el software
Rversion 2.12.0. (25).

RESULTADOS

Se determiné que mas del 75% de los 21 genotipos
evaluados estaban infectados con al menos uno de los
patdgenos estudiados (Tabla 1). De ellos, ocho con
VHACA vy tres con VMCA (Fig. 1), nueve con X.
albilineans (Fig. 2) y ocho con fitoplasmas (Fig. 3). Se
encontraron cinco genotipos con ausencia de los cua-
tro microorganismos (23,8 %). Se observ6é ademas,
gue nueve del total de individuos tenian infecciones
mixtas, para un 42,8% (Tabla 1).

Asimismo, se encontré que todas las plantas posi-
tivas al VMCA mostraron una infeccidn concomitante
con el VHACA, por lo que este virus (VMCA) no se
encontré en infeccién simple. Por otra parte, solo dos
de las ocho muestras infectadas con el VHACA tuvie-
ron infeccion simple (25%) (Tabla 1).

El analisis mediante RFLP/ Hae Il de las muestra
positivas a fitoplasmas (Figura 3), evidencié que las
mismas correspondian al subgrupo 16Srl-A del
Amarilleamiento del Aster (resultados no mostrados).

El andlisis de conglomerados jerarquicos revel6 una
division clara en dos grupos, GOy G1 (Fig. 4). El pri-
mero (G0) se pudo subdividir a su vez en dos subgrupos
relevantes, G2y G3.

G1: Es el grupo mas numeroso e incluy6 13
genotipos: cinco no afectados por ninguna de las en-
fermedades estudiadas (Ja64-20, C87-51, C90-530, Java
51, C87-260), tres simultaneamente infectados por X.
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TABLA 1. Diagnésticos realizados segiin los distintos patégenos./ Diagnostic results according to different pathogens

Total genotipos Positivos |Positivas. Con Infecciones
Patégenos Total de genotipos Negativos Simples Mixtas
VHACA 13 8 2 6
VMCA 18 3 0 3
X. albilineans 12 9 4 5
Fitoplasmas (*) 11 8 1 7
Porcentaje de genotipos 23,8 76,2 66,7 57,2

(*) dos muestras no estan definidas parafitoplasmas.

PM C+ C- M4 M3 M1

FIGURA 1. Productos de RT-PCR obtenidos paraladeteccién de VM CA y VHACA con | as cebadores especificos oligo 1n/
oligo 2ny YF1/YRL1 respectivamente. Izquierda: VMCA. Derecha: VHACA. PM: Patron de Peso Molecular de 100 pb
(Promega). C+: Contral Positivo. C-: Control Negativo. M: genatipasM1: B34104, M3: CP31-294, M4: Q124 y M6: C97-105./
Agarose gel electrophoresis of the RT-PCR products for SCMV and YLV detection with specifics primers oligo 1n/oligo
2n and YFL/YR1 respectively. Left: SCMV. Right: YLV. PM: Marker Leader 100 bp (Promega). C+: Positive control. C-;
Negative control. M: genotypes M1: B34104, M3: CP31-294, M4: Q124 and M6: C97-105.

albilineans y fitoplasmas (RB80-6043, Ja64-19, C120-
78), cuatro por X. albilineans (C97-105, B6368, C323-
68, C86-156) y uno por fitoplasmas (C86-12) (Figura
4). Este grupo se distingue por el hecho de tener una
baja cantidad de pruebas con resultados positivos,
21,1% en total (de cada 100 pruebas de diagnostico,
21 fueron positivas para X. albilineans y/o fitoplasmas).

G2: contiene seis cultivares afectados por virus, sea
VHACA o VMCA y/o por fitoplasmas. Este grupo se
distingue por el hecho de tener una mediana cantidad
de pruebas con resultados positivos, 41,6 % en total.

G3: Grupo que incluye soélo dos cultivares infecta-
dos con multiples patégenos. B34104 se distingui6 de
manera negativa, pues estaban presentes en él todos
los patégenos estudiados (virus, X. albilineans y
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fitoplasmas), seguido en este sentido de Q124, que
estaba infectado con todos los patdégenos excepto
VMCA. Este grupo sobresale por el hecho de tener
una alta cantidad de pruebas con resultados positivos,
87,5 % en total.

GO: Esun gran grupo que incluye a ocho cultivares
gue se destacan por estar infectados con los virus es-
tudiados y/o con fitoplasmas o por ser estar infecta-
dos con casi todo los patégenos estudiados.

DISCUSION

Muchas enfermedades que afectan a la cafa de
azUlcar cursan en alguna etapa de la infeccion expre-
sando sintomas de clorosis y amarilleamiento. Las
estudiadas en este trabajo forman parte de este grupo



FIGURA 2. Productos de PCR anidada obtenidos para la
deteccidn especifica de X. albilineans con los cebadores
XF4/XR4. MM: Marcador de Peso Molecular de 1 Kb
(Promega). C+: Control Positivo. C-: Control Negativo. M1:
genotipo B34104./ Nested PCR products for specific
reaction for X. albilineans detection with primers XF4/
XR4. MM: Marker Leader 1Kb (Promega). C+: Positive
control. C-: Negative control. M1: genotype B34104.

M C+ C-M1 M4 M8 M9 M12 M14

1250

FIGURA 3. Productos de PCR anidada obtenidos para la
deteccion especifica de fitoplasmas con los cebadores
R16F2n/R16R2. M: Marcador de Peso Molecular 1Kb
(Promega). C+: Control Positivo. C-: Control Negativo. M.
genotipos, M1: B34104, M4: Q124, M8: Laica96, M9: Java
51, M12: C91-81y M14: Ja64-19./ Nested PCR productsfor
specific reaction for phytoplasmas with primers R16F2n/
R16R2. M: Marker Leader 1Kb (Promega). C+: Positive
control. C-: Negative control. M. genotypes, M1: B34104,
M4: Q124, M8: Laica 96, M9: Java 51, M12: C91-81 and
M14: Ja64-19.
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y son responsables de grandes pérdidas en la indus-
tria azucarera a nivel internacional. Varios autores plan-
tearon que cuando las plantas se infectan simultanea-
mente por mosaicos y amarilleamiento foliar, entre otras
enfermedades, su crecimiento y produccion se redu-
cen de modo més severo que cuando son infectadas
solo por uno de estos patdgenos (2, 16).

En el presente trabajo se observ que el 42,6% de
las muestras estaban colonizadas por mas de un pa-
tégeno, lo que representa un alto porcentaje de infec-
cion (cercano al 50%) teniendo en cuenta que la plan-
ta una vez infectada puede desarrollar resistencia
sistémica adquirida mediada por acido jasmaénico, res-
puesta que generalmente la protege contra una segun-
da infeccidn (26). No obstante, el proceso de infeccion
es muy complejo, pues depende también de otros fac-
tores como: el estadio de la enfermedad primaria, la
predisposicion genética a una infeccion secundaria,
posible estrés abidtico, entre otros (10, 15, 26). Por
otra parte, se ha observado que los efectos sinérgicos
gue se producen como resultado de una infeccion mix-
ta, unidos a la interaccion con factores abidticos, pu-
dieran explicar también el incremento en la severidad
del amarilleamiento foliar (16).

X. albilineans resulté ser el microorganismo de
mayor frecuencia en las muestras tomadas, y se en-
contrd asociado a infecciones simples en mayor nu-
mero de genotipos (Tabla 1), manifestando sintomas
similares a los hallados en plantas con infecciones
multiples, lo que enfatiza la importancia de contar con
métodos de diagndstico como los empleados, que eli-
minan el sesgo provocado por la manifestacion de los
sintomas visuales.

También, se apreci6 que cinco de los genotipos que
expresaban sintomas de amarilleamiento y clorosis no
se encontraban infectados por ninguno de los
patégenos estudiados, lo que concuerda con lo plan-
teado por Viswanathan et al. (2), acerca de la
multifactorialidad de eventos que provocan estos sin-
tomas, entre los que se encuentran factores biéticos y
abidticos, los que pudieron estar incidiendo en el ban-
co de germoplasma.

Ademaés se evidencio que el subgrupo de fitoplasmas
encontrado se correspondia con el 16Srl-A del Grupo
del Amarilleamiento del Aster, lo que concuerda con
resultados previos que plantearon que en este Banco
de Germoplasma el 95% de los casos de fitoplasmas
tenian un 99% de similitud con la secuencia intergénica
del ARN 16/23S del fitoplasmas que causa
amarilleamiento del perejil, en Alberta, Canada (3, 11).

La presencia mayoritaria de infeccién mixta de
VMCAYy VHACA pudiera deberse al hecho de que los
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FIGURA 4. Dendrogramaobtenido a partir del andlisisde Conglomerados jerarquicos. Cada cultivar de cafia de azlicar se
representd como un vector binario deinfeccién/no infeccion con diversos patégenos. Se destacan cuatro conglomera-
dospor lagran distanciaquelos separa, G1y GOy dentro de este Ultimo dos subgrupos, G2 y G3./ Dendrogramresulting
from a cluster analysis. Each sugar cane cultivar was represented as a binary vector of infection/not infection with
different pathogens. Four clustersare remarkable because of long distances between them, GO and G1, and within the

latter, G2y G3.

virus penetran por heridas causadas por vectores o
por dafios mecénicos en los cultivos, de manera que,
al haber dafio penetr6 no solo un virus, sino varios
microorganismos. Elemento a tener en cuenta a la
hora de evaluar la presencia viral; por lo que una vez
detectado un virus, es mas probable, segln nues-
tros resultados, encontrar una segunda infeccion.
Todo ello demuestra la necesidad de buscar estos
virus en el banco de germoplasma para evitar que se
propaguen a través de la semilla botanica en los lo-
tes de cruzamiento.

Los cuatro conglomerados observados pueden ser
evidencia de una tendencia a la interaccion entre de-
terminados patdégenos cuando colonizan un cultivar
dado y/o de mecanismos bioldgicos comunes o distin-
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tivos de infeccién. Asi vemos que el grupo G1lincluye a
cultivares infectados con X. albilineans y/o fitoplasmas
(Fig. 4); en cambio, el G2 incluye basicamente a los
cultivares infectados por virus y en algunos casos por
fitoplasmas. Esto puede ser consecuencia de que la
susceptibilidad a fitoplasmas comparte caracteristicas
comunes con la suceptibilidad a X. albilineans y a los
virus estudiados. Ademas, se observa unatendencia
creciente del G1 al G3 a la presencia de infecciones
mixtas; en G1 se observaron tres cultivares de un total
de 13 con la infeccidn de dos patdgenos, en G2 cuatro
de seis cultivares también mostraron infeccion con dos
patégenos y en G3 los dos cultivares de este grupo
presentaron infecciones mixtas de tres o de los cuatro
patoégenos estudiados (Fig.4).



En general, estos resultados permitieron conocer
las causas que provocaron amarilleamientoy clorosis
en genotipos del Banco de Germoplasmas de la Cafia
de Azlcar; ademas permite brindar a los mejoradores
una herramienta de gran valor a la hora de manejar en
los progenitores, la herencia de las resistencias a
enfermedades en los programas de cruzamiento. Por
otra parte, estos resultados sugieren la necesidad de
aplicar métodos de saneamiento a los materiales afec-
tados, como es el caso del cultivo in vitro de los
micromeristemos procedentes de los genotipos infec-
tados por estos virus.
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