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RESUMEN

El virus del mosaico de la cafia de azticar (SCMV) es una enfermedad viral transmitida por afidos en una
manera no persistente. La enfermedad tiene una alta tasa de infeccion, pero en Guatemala se sub estima la
presencia del virus en la produccion de azlicar. Se caracteriza por las manchas clordticas amarillas en las
hojas de cafia de azucar y una reduccion en la produccion de sacarosa. En este trabajo se reporta la
optimizacion de las condiciones sugeridas para la deteccion de SCMV con dos cebadores (SCMV-F860,
SCMV-R860 y S400 910, S400 551) por RT-PCR. El analisis bioinformatico de secuencias nucleotidos de
la cépside viral y nuevos cebadores sugeridos para la deteccion del SCMV (SCMV2F/SCMV2R)
analizando secuencias de NCBI. Ademas se incluyen la secuencia consenso del analisis bioinformatico y se

sugieren los métodos para el analisis filogenético de las secuencias.

Del analisis de las muestras recolectadas de la Coleccion Nacional de CENGICANA se logré determinar
una secuencia de la capside del virus. Para la deteccion del virus se adoptd el protocolo utilizado en
CENGICANA con los cebadores S400 910, S400 551. Ademas se logrd optimizar las condiciones para la
amplificacion de los fragmentos de la capside viral con los cebadores SCMV-F860, SCMV-R860. Se
confirmd la presencia del virus por con una prueba de ELISA, realizada en el Laboratorio de Proteccién
Vegetal de la UVG. Se detect6 una baja cantidad de muestras positivas y se sugiere analizar las muestras
por el método de ELISA previo al analisis por RT-PCR. La presencia de SCMV en las hojas de caila de
azucar fue confirmada realizando BLAST de la secuencia obtenida. Ademas se realizo analisis de
secuencias de la capside de SCMV en NCBI y se proponen secuencias para nuevos cebadores a partir de la

secuencia consenso SCMV2F/SCMV2R.

Por ultimo se propone un método para identificacion de cepas virales realizando analisis filogenéticos,
tomando como base los estudios realizados en SCMV y potyvirus con herramientas en linea y de acceso
libre. Las herramientas utilizadas son: NCBI (Base de datos y disefio de cebadores), MEGA (alineamiento,
agrupamiento y determinacion de distancia genética) y CLC Sequence Viewer (Determinacion de secuencia
consenso). Ademas se sugiere una secuencia de pasos para el analisis bioinformatico de las secuencias de
SCMV. La deduccién de cebadores a partir de un grupo de secuencias provenientes de bases de datos con

el proposito mejorar la deteccion del SCMV.

Xi



I.  INTRODUCCION

El virus del mosaico de la cafa de azlicar pertenece a la familia Potyviridae. Este virus ha sido reportado
a nivel mundial en cultivos de maiz, cafia de azlcar, el sorgo, Abaca (especie de banano) y otras hierbas.
Los sintomas del mosaico en la cafia de azucar es causado por las especies: virus del mosaico de la cafia
(SCMV), Johnsongrass Mosaic Virus (JGMYV), Maize Dwarf mosaic virus (MDMYV), Sugarcane Streak
Virus (SCSMV), Maize Dwarf mosaic virus (MSMV) y Sorghum Mosaic Virus (StMV) (Yang 1997 y Xu
2008). Estas especies de virus pertenecen a la familia potyviridae, poseen amplia similitud genética,
algunos son transmitidos por el mismo vector y ser identificados utilizando ensayos serologicos. Se han
realizado estudios de las secuencias de aminoacidos, ELISA, ensayo inmuno deteccion en los tejidos
(TIBIA: "tissue blot immunobinding assay") y nucledtidos. Junto con analisis seroldgico y bioinformatico

son utilizados para la clasificacion de las especies (Xu 2008, Gongalves 2012).

El nombre de las cepas es dado por su lugar de origen, ademas parece existir una correlacion entre
algunas especies de virus que infectan a una misma variedad de la cafia de aztiicar (Comstock 1991). En
Argentina se a encontrado que hay regiones donde la cafia de aztcar es coinfectada por el SCMV y StMV
(Perera 2009). Se sabe que existen diferentes variedades que son resistentes a diferentes cepas del mosaico
(Xia 1999). En Australia y China se determind que SCMV puede reducir hasta el 30% del rendimiento de
los cultivo en variaciones no resistentes. Esto dependera de las condiciones, como temperatura, edad de la

planta y condiciones 6ptimas para los vectores (BSES 2012, Ovalle 2012 y Rybcki 2012).

El agente causal en Guatemala para los sintomas de mosaico se le atribuye al SCMV y StMV (Ovalle
2012). Segln el censo realizado de la zafra 2012-2013 son CP88-1165, CP72-2086 y CP73-1547 , estas
ocupan el 34.8%, 27.3% y 9,9% del area total de cafia sembrada en Guatemala (Vasquez 2013). Sin

embargo se ha reportado una alta tasa de infeccion de mosaico para la variedad CP72-2086 (Ovalle 2012).

La industria azucarera a nivel mundial utiliza distintas variedades de cafia de azucar. Las variedades
varian entre los continentes, paises y regiones. Cada industria determina la o las variedades que utilizara
dependiendo del nivel de altura sobre el nivel del mal, rendimiento, tipo de suelos, enfermedades comunes,
vectores de enfermedades y otras caracteristicas, referirse a la seccion Memorias en la pagina de la
biblioteca en linea de CENGICANA. Las variedades sembradas alrededor del mundo generalmente
provienen de cruces entre Saccharum oficinarum y S. spontaneum. Existen variedades que poseen un
mayor grado de resistencia a enfermedades, como al SCMV. No existe variedades con resistencia a todos
los cepas del virus con un alto rendimiento en la produccion de azicar. Cada variedad de cafia de aztcar
generada tiene la probabilidad de adaptarse al medio ambiente, dependiendo de sus caracteristicas,
previamente mencionadas, esta puede ser seleccionada e introducida en la produccion en masa de azucar.
La optimizacién del método para la deteccion de SCMV podria beneficiar estudios posteriores dirigidos a

la deteccion sistematica de la enfermedad en Guatemala.



II. OBJETIVOS
A. General

Evaluar la especificidad de los cebadoras F860 y R860 para la deteccién del virus del mosaico de la cafia

de aztcar en hojas de cafia de aziicar recolectadas en Guatemala.

B. Especificos

1. Determinar las condiciones dptimas a las variables involucradas del funcionamiento del RT-PCR
para el par de cebadores R860/F860

2. Utilizar las herramientas bioinformadticas para los polimorfismos de las secuencias del SCMV

3. Realizar un PCR in silico de las secuencias de las cepas para la cdpside viral de SCMV.

4.  Explorar la incidencia del SCMV en la coleccién nacional de CENGICANA.



[II. JUSTIFICACION

El virus del mosaico de la cafia es un potyvirus que pertenece a la familia Potyviridae. Es un virus
filamentoso que mide entre 11 a 15 nandmetros de didmetro y generalmente forma cuerpos de inclusién
cilindricos. En su genoma posee la informacién para codificar una proteinasas para la unién del ARN o
inclusién nuclear, transmisién a los insectos, helicasa cilindrica para la inclusién en las plantas y las
proteinas para la cdpside del virus (Agrios 2005). El virus es transmitido por dfidos o por "semillas"

contaminadas (Sharma 2004).

El color de las hojas en la cafia de aziicar depende de dos pigmentos la clorofila y las antocianinas.
Cuando la clorofila esta ausente se observa un color amarillento (James 2004). Los dafios causados por el
virus se observan como decoloraciones en las hojas. Se puede observar patrones de decoloracién verde y a
veces verde con amarillo. La intensidad en el patrén de la decoloracién depende de las condiciones de
crecimiento y el serotipo del virus (Comstock 2009). El dafio a la planta varia dependiendo de la

susceptibilidad de la variedad de la cafia de azicar hacia la cepa viral expuesta.

Se sabe que el mosaico de la cafia de azicar en Guatemala es causada por dos virus o la combinacién de
(SCMV y SrMV). La incidencia del mosaico en algunas variedades de alto uso generalmente altas (Ovalle
2010). En los cultivos susceptibles de cafia de azicar se han producido perdidas enormes, como las
ocurridas en China, Europa y Estados Unidos (Wu 2012). Aunque en Guatemala no se han reportado
perdidas como las reportadas en otros paises, es importante realizar estudios moleculares para obtener
mayor informacién de las especies de virus en Guatemala. Ademds de cuantificar el impacto del mosaico
en la cafia de aziicar guatemalteca. Ayudard a conocer las secuencias de ARN del SCMV guatemalteco para
realizar estudios posteriores enfocados en la vigilancia de cepas virales del SCMV, estudios filogenéticos y

descripciéon molecular del SCMV en distintas regiones del pafs.



IV. MARCO TEORICO

A. Marco conceptual

1. Caifia de Azlcar

a. Desarrollo de la cana de azucar. El angiosperma tiene dos etapas de desarrollo:

vegetativa y reproductiva (Quemé 2012). Mientras que el cultivo de la cafia de azicar tiene cuatro etapas

de desarrollo: Iniciacién, macollamiento, elongacién y maduracién (Espinoza 2012).

Figura 1. Partes del tallo y hojas de la cafia de azicar
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(Estéves et al 2013).

En el desarrollo del angiosperma la etapa vegetativa ocurre el desarrollo de las raices, tallos y hojas.
Mientras que el desarrollo reproductivo se desarrollan las flores, frutos y semillas. En la segunda etapa
ocurre la floracién y formacién de los frutos (Quemé 2012). El cambio de la las etapa vegetativa y
reproductiva se utiliza para determinar la maduracion de la cafia de azicar. Por que al alcanzar esta etapa de
maduracién fisiolégica se tiene el mayor almacenamiento posible de azicar para esa planta. Sin embargo en
la industria se utiliza la maduracién botdnica para indicar que el almacenamiento de aztcar esta casi en el
médximo nivel (Larrahondo 2009). En Guatemala las primeras cosechas generalmente tienen menor

produccién de azidcar, en comparaciéon con las cosechas intermedias o finales (Espinoza 2012)



Figura. 2. Angiosperma de la cafia de azicar.
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En la etapa de iniciacion tiene como duracién 45 dias después de la siembra, el tiempo aproximado del
macollamiento es de alrededor de tres meses, elongacion  seis meces y maduracion 45 dias
aproximadamente. La etapa de acumulacién de azicar ocurre durante la maduracién. Como caracteristicas
principales es la disminucion en el crecimiento, humedad baja en el suelo o precipitaciéon (30-100mm/mes),
luz (11.5 a 12.5 horas/dia), temperaturas bajas y como se menciond anteriormente la acumulacién de

aztcar (Espinoza 2012).

Figura. 3. Maduracién de la cafla de azicar. A: iniciacién, B: macollaje, C: elongacién y D: maduracion.
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(Romero et al 2012)



Los maduradores quimicos ayudan a regular los procesos bioquimicos encargados en el desarrollo de la
planta. Por definicién “los maduradores alteran o modifican condiciones morfoldgicas y fisioldgicas de la
planta de cafia de aziicar” (Espinoza 2012). Estos promueven la acumulacién de sacarosa en el tallo. La
enzima mas importante en la acumulacién e hidrdlisis de la sacarosa es la invertasa. Esta enzima esta

encargada de regular el balance de sintesis de sacarosa e hidr6lisis de la sacarosa (Joubert 2006).

Las funciones fisioldgicas de la invertasa dependen de la localizacién celular y el pH optimo. Estas
tienen la funcién de: ser una fuente de energia de hexosas para el crecimiento, generacién de sacarosa,
gradientes de concentracion, division de las fuentes de sacarosa y los lugares de uso, transporte de sacarosa,
turgor en las células y control en el almacenamiento de sacarosa. La invertasa acida (pH 5.0-5.5) se
encuentra en el apoplasto y en vacuolas. Esta controla el flujo de sacarosa de los tejidos a las células

jovenes y controla los niveles de hexosas dependiendo de su localizacién celular. (Joubert 2006).

El desarrollo del angiosperma como el desarrollo de la planta ocurren en diferentes etapas de su vida.
Esto permite predecir el la fecha de cosecha de la cafia. En las variedades con flor hay mayor acumulacién
de fibras entre los entrenudos superiores y menor rendimiento de produccién de azicar, la humedad en la
maduracién de la cafia de azicar afecta en la eficiencia de recuperacion de azicar por cristalizacién y la

aplicacién de maduradores permite predecir la maduracién de la planta (Espinoza 2012).

b. Propagacion de la cafia de azlcar.

Figura. 4. Morfologia del nudo de la cafia de azucar.
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Figura. 5. Propagacidn de la cafia de azucar por medio de clones. A) el primer paso es cortar una seccidn del cafia
de azlcar que contenga un nodo, B) eliminar el exceso y limpiar el nodo, C) el nodo comienza a generar raicesy
tallo, “D” a “H” progreso del crecimiento de la planta.
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(Gianotto et al 2011).

2. Virus del mosaico de la cafia de azdcar

a. Descripcidn. El virus del mosaico de la cafia pertenece al genero Potyvirus de a la

familia de Potyviridae, las particulas virales son filamentosas miden de 11 a 15 nandmetros de didmetro y
alrededor de 650 a 900 nandmetros de largo. Es un virus de ssARN o ARN de cadena unica por sus siglas
en ingles. El virus del mosaico de la cafia de aztcar mide 11 por 750nm. Se sabe que la infeccién en las
plantas ocurre durante su propagacién en el campo y es transmitido por varias especies de afidos. También

puede ocurrir que el virus se mantenga a lo largo de las temporadas 6 en plantas que crecen en los

alrededores de los cultivos (Agrios 2005).



b. Sintomas. La identificacién primaria se basa en la decoloracién de las hojas de la cafia
de azicar. Esta decoloracidn posee un patrén de bandas verticales. El color de las bandas varia entre verde
palido y amarillo. Las dreas cloréticas generalmente se localizan en la base de la hoja, algunas veces en la
vaina y muy rara ves en el tallo (Comstock 2009). Los sintomas de mosaico son compartidos por cuatro
especies de virus, virus del mosaico de la cafia de azicar, mosaico del sorgo, enanismo y mosaico del maiz

y el mosaico de Johnsongrass (Comstock 2009).

Figura. 6. Patrén de mosaico caracteristico de la mancha clorética en cafia de aztcar.
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(Tomada por: Roberto Fernandez 2013)

3. Patogénesis

a. Ciclo de infeccién. E1 SCMV puede ser transmitido por dfidos o por el mismo sistema
de propagacién de cafia de azicar a nivel industrial. Las industria azucarera utiliza el control biolégico de
afidos, fumigacion, utilizar variantes resistentes de Saccharum spp, control y limpieza para la introduccion

de una nueva variedad y utilizar los nodos limpios sin infeccién viral (Ovalle 2012).

b. Vector: Ademés los dfidos pueden transmitir el virus cuando se alimentan del tallo. Se
sabe que en Guatemala las especie Sipha flava o pulgén amarillo se encuentra en varios ingenios azucareros
de Guatemala (Lastra 1990). Sin embargo no se encontrd estudios de vigilancia de este especie que esté

infectado con el virus.

El virus es transmitido por afidos de una manera no persistente. Esto es por que el virus no sobrevive
adentro del insecto. Es transmitido cuando un 4fido se alimenta de una planta infectada. Este puede

sobrevivir los suficiente para infectar otra planta (Ovalle 2012). En otro estudio realizado en otras especies



de afidos se encontr6 que el virus puede ser transmitidos cuando este se alimenta dentro de un periodo de 4

horas (Singh 2005).

Figura. 7. Vector del SCMV en cafia de aziicar S. flava. Afido alimentindose de una hoja de cafia de azicar. Este

insecto mide entre 1-3mm de largo, tiene patas largas y finas, dos antenas y el cuerpo en forma de pera.

(Tremblay et al 2005).

c. Proteinas involucradas en la invasién del hospedero No se conoce el mecanismo de
infeccién viral de SCMV. Para esto se necesita conocer las interacciones que existen entre el hospedero y

las proteinas virales.

Por ejemplo la proteina HC-Pro tiene varias funciones. Por ejemplo esta involucrada como una
poliproteina precursora que se divide espontdneamente. Se sabe que esta involucrada en la transmisiéon por
afidos, movimiento del virus en la planta, funciona como una proteina silenciadora de genes, interfiere con

los miRNA de la planta y esta asociado con la expresidn de varias sintomas (Cheng 2008).

El sintoma del mosaico se debe a la interaccion entre la protefna HC-Pro con una proteina especifica del
cloroplasto, ferrodoxina 5. La interaccién especifica entre estas proteinas puede inestabilidad el importa de

Fd V al cloroplasto, lo que causaria falla en la estructura y funcién (Cheng 2008).

Las proteinas CL y P3N-PIPO son proteinas asociadas a la integracién del genoma del virus y al
movimiento dentro de la célula. Recientemente se demostré que P3N-PIPO interactia con las proteinas del
hospedero PCaP1, una proteina de unién que se encuentra en las membranas y en el plasmodesmata
(Vijayapalani 2012). La unién con este receptor facilita el movimiento entre células. Plasmodesmata son

los micro canales que conectan las células. Ademds la proteina cilindrica de inclusién Cl tiene la funcién de
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ayudar al movimiento del virus a través de la célula interactuando con PIPO formando el complejo C1:P3N-

PIPO (Wei 2010).

La funcién general de las otras proteinas ya fueron mencionadas. Sin embargo se sabe que muchas de
ellas interactdan entre si y tienen diversas funciones. Ademds no existe un virus donde se haya estudiado la
funcién de cada una de sus proteinas. Muchos de los estudios encontrados fueron realizados otros sistemas
como el sistema doble de levaduras o la comparacién de las mismas proteinas en otros organismos (Guo

2001).

Para lograr elucidar el mecanismo de infeccién se deben realizar estudios de la interaccién de las
proteinas virales. Una caracteristica de los Potyvirus comparados con otros virus de ARN es que sus

proteinas participan tanto en la replicacion del genoma como el movimiento del virus (Guo 2001).

Figura 8. Representacion del genoma virus SCMV y localizacién de los genes en el genoma. En el fragmento de la
cépside viral CP se muestra la regién de amplificacién delimitada por los cebadores S400-551 y S400 910 de alrededor
de 350pb.
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o I I I T — ooy (A)

A\

|
}———CP core region ——
LTINS 1 AN
. d
S400-551 S400-910

(Smith er al 1994)

d. Sistema inmune de la planta contra patégenos virales. Aunque no se conoce el mecanismo
de entrada del virus se sabe que existen plantas resistentes al virus. A continuacion se describe el sistema
inmune en plantas. Las plantas poseen dos tipos de respuesta inmune, una respuesta hipersensitiva (HR) o
respuesta de necrosis sistémica (SN). En la respuesta HR se caracteriza por inhibir la multiplicacién del
virus y muerte celular (Komatsu 2010). En la respuesta SN no hay lesiones de necrosis para inhibir el

crecimiento (Mandadi 2013).

El virus del mosaico de la cafia activa una respuesta SN por que las plantas no son resistentes. Los
sintomas caracteristicos de una planta infectada es el mosaico. Una decoloracién de las hojas, de verde a

amarillo (Mandadi 2013).
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4. Deteccion del virus

a. PCR: Es una técnica molecular desarrollada por Kary Mullins en 1980. La reaccion
involucra muchas proteinas utilizadas como andamio para iniciar la reaccion, una secuencia de ADN con
un grupo OH 3 accesible (llamados cebadores), otra hebra de ADN que actia como sustrato, y los

Desoxinucledtidos trifosfato (ANTP). Esta enzima cataliza la formacion de una cadena de polinucleétidos a

b. partir de ANTP (NCBI 2014). Para que ocurra la reaccion la enzima necesita de una
cadena de ADN como substrato, para agregar uno de los nucledtidos complementarios A, T, C o G
(Adenina, Tirosina, Citosina o Guanina) (Berg 2002). De esta manera repitiendo el ciclo de la reaccion

permite generar millones de copias de un fragmento de interés.

Para el analisis de secuencias de ARN, como lo son algunos virus. Primero se transcribe el ARN en
ADN por la enzima transcriptasa inversa, utilizando una RNA polimerasa. Esto permite generar copias de
doble hebra de ADN, también llamada ADN complementario (ADNc). Luego estos fragmentos se
visualizan por tamafio en un gel de agarosa. La deteccion por PCR es una de las técnicas mas especificas y

permite obtener informacion sobre el la composicion nucleotidica del virus.

5. Clasificacion.

a. Clasificacion del SCMV. El virus del mosaico de la cafia de azticar pertenece a la
familia Potyviridae, genero potyvirus. La clasificacion de estos virus se realiza usando métodos
moleculares y empiricos. Generalmente los potyvirus tienen la caracteristica de tener una alta tasa
de mutacion y generalmente poseen un rango de hospederos reducidos. Son transmitidos por
afidos en una manera no persistente y el virus puede ser transmitido en el laboratorio por
inoculacion mecanica (King 2011). Los métodos moleculares consisten en la comparacion de
secuencias de acidos nucleicos y amino acidos (Shukla 1989). La deteccion de las especies virales

pueden ser realizadas por inmunoensayos (King 2011)

6. Bioinformatica. La bioinformatica es un conjunto de herramientas que permiten analizar grandes
cantidades de datos de analisis biologicos. Las herramientas enfocadas al analisis de secuencias de
ADN o ARN se enfocan en el analisis de polimorfismos, alineamientos, bisqueda de secuencias,
analisis filogenéticos, analisis de chips y generacion de graficas (Saeys 2007). Las secuencias de
nucleétidos pueden ser representadas en su forma clasica (A,T,C,G) o en nomenclatura ITUPAC
(Cuadro 1). Esta representacion aumenta la informacion obtenida de una secuencia, conociendo los

posibles nucledtidos que se esperarian encontrar en la secuencia.
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Cuadro 1. Decodificacion de la nomenclatura IUPAC utilizado en secuencias de nucleotidos.

Codigo IUPAC .
. Base Complementario

de nucleotidos

A Adenina ToU

C Citosina G

G Guanina C

ToU Timina o Uracilo A

R AoG Y

Y CoT R

S GoC S

w AoT w

K GoT M

M AoC K

B C,GT \

D AGT H

H ACT D

Vv ACG B

N Cualquier base N

"o Brecha "Moo

7. Area de cultivo. La cafia de azucar alrededor del mundo es cultivada cerca de la linea del ecuador. Las
areas cultivadas tienen caracteristicas similares en altura, temperatura, humedad, tipo de suelo,
precipitacion y otras caracteristicas. El SCMV se encuentra presente en todo el mundo. Los brotes
ocurridos alrededor del mundo han variado en su intensidad. En Guatemala el cultivo de la cafia de azicar
se encuentra en su mayoria en la region sur del pais. Los departamentos con mayor area de cultivo de cafia

de azlcar son: Santa Rosa, Escuintla, Suchitepéquez y Retalhuleu.

2

Figura 9. Areas utilizadas para el cultivo de cafia de aziicar alrededor del mundo.

= N g&)
"

@sugarcane

(www.sugarcanecrops.com)



V. METODOLOGIA

A. Procedimientos

1. Localizacion: Se realizaron siete muestreos en la Coleccion Nacional de
CENGICANA. Se obtuvo un total de 48 muestras hojas de cafia de aziicar de diferentes variedades, las
cuales fueron recolectadas en un total de 7 muestreos al campo. Ademas 27 muestras de diferentes
variedades fueron donadas por el Dr. Werner Ovalle tomadas en diferentes ingenios y fincas (Ingenio Santa
Ana, Finca Refugio Nuevo, Finca Guanipa La Unién, San Bonifacio, Finca El Paso Chiquimulilla y El
Retazo La Gomera) y 10 muestras de ARN y un control positivo fueron donados por el laboratorio de
biotecnologia de CENGICANA. Se tomaron muestras de plantas jovenes o en etapa de macollage (Junio

2014) y plantas adultas en etapa de maduracion (Diciembre 2014)

2. Colecta de muestras: Durante el muestreo se utilizé pantalén de tela gruesa, camisa
de manga larga y zapatos adecuados para el campo, esto es para evitar cortes. Las precauciones que se
deben tomar en cuenta durante la excursion al campo de cafia son: tratar de evitar pararse sobre la cafia de
azucar que fue derribada por el aire, estar alerta a hormigueros, quitar las hojas de cafa de azicar con las
mangas de la camisa o guantes, estar alerta en caso de incendios, siempre llevar un celular o radio y en caso
de incendio evacuar el lugar lo mas rapido posible.

El muestreo de las hojas fue realizado a conveniencia, dentro de una parcela definida se tomaron
muestras de las hojas que presentaban los sintomas caracteristicos. Los sintomas caracteristicos del mosaico
son la decoloracion de la hoja, esta se caracteriza por las lineas de color amarillo palido o verde claro. Para
la toma de muestra se utilizo tijeras que fueron flameadas con etanol. Luego la hoja se cortd en secciones
mas pequefias, a modo de evitar doblarlas adentro de la bolsa hermética. Las hojas se transportaron en una
hielera (~°4C), cada bolsa fue debidamente identificadas con la fecha, lugar de colecta y variedad de cafia
de azucar. Se tomo hojas con sintomas de mosaico y hojas sin sintomas de mosaico como control negativo.
El material vegetal se almacend como hoja entera en refrigeradoras de 4°C y hojas trituradas en microtubos

a -80°C.

3. Extraccion de ARN: El tejido de hojas de cafia de azicar se corté en pedazos mas
pequeiios y se pesd 0.1g de material vegetal. Luego en un microtubo de 2mL se congela la muestra
utilizando nitrégeno liquido y es triturado utilizando un palillo de madera esterilizado. El material triturado

puede ser almacenado a 4°C o es utilizado inmediatamente. Se adapt6 la extraccion de ARN utilizada en

Locali 2003.

El primer paso para la extraccion es mezclar el material vegetal con 500uL de solucion de lavado (EDTA

ImM, NaCl 2M, BSA 0.05%(p/v) y Tris-HCl 10mM). Se agita vigorosamente y se realiza una

13
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centrifugacion a 14,000rpm durante 5 minutos. Luego de extraer con una pipeta la solucion de lavado se
agrega 600uL de la solucion de extraccion (CTAB 5%(p/v), 2-mercaptoetanol 2.5%(p/v), Tris-HC1 0.1mM
y NaCl 1.4M). Luego se incuba en un bafio maria previamente calentado a 55°C. Se mezcl6 la solucion
cada 10 min. Al terminar el tiempo de incubacion de agrega 400uL de una solucién de fenol, cloroformo y
alcohol isoamilico en una proporcion 25:24:1. Se vuelve a centrifugar utilizando las mismas condiciones
mencionadas anteriormente y se transfiere la fase acuosa a un microtubo nuevo. Se agregd 500uL de
isopropanol frio (-20°C) y S0uL de acetato de amonio 7.5M. Se mezcla por inversion y se incubd por
20min a -20°C. Se precipitdo el ARN centrifugando a 14,000rpm por 5 min. Luego de decantar el
sobrenadante se agregd 100uL de etanol 70%(v/v) y se incub6 durante 15 min a -20°C. Se recuperd el ARN
de la misma manera mencionada anteriormente y se elimina el alcohol por evaporacion, incubando a
temperatura ambiente durante 30-50min. Se resuspendi6 el pellet de ARN en 50uL de agua ultra pura o

agua DEPC. Almacenar el ARN a 4°C el menor tiempo posible antes de su utilizacion.

4. Cuantificacion de ARN: Para la cuantificacion de ARN se utilizé una dilucién de
1:200 dependiendo del valor observado se cambia la dilucion para su cuantificacion. Para muestras con
poco ARN se utilizé una dilucion 1:100. Las muestras se midieron a 260, 280 y 320nm en celdas de cuarzo
de lcm de largo. Luego se calculd la concentracion del ARN asumiendo que 1 O.D. equivale a 40ng/uL. La
concentracion de ARN se calculd utilizando la Formula Numero 1. Para la pureza del ARN se utilizo la

Formula Numero 2.

Formula Namero 1. Cuantificacion del ARN

n
Concentracion ARN = 0.D.260nm * 40—‘Z * Factor de dilucion
w

Formula Numero 2. Cuantificacion de la pureza del extracto de ARN.

0.D.260nm

Pureza ARN = 0D 280mm

5. RT-PCR: Se utilizé el “One Step TR-PCR Master mix kit” de Novagen para la
transcripcion reversa del ARN, se utilizo una enzima recombinante capaz de amplificar fragmentos de
ARN y ADN. Se sigui6 las instrucciones del fabricante con los siguientes cambios. El volumen de reaccion
sugerido por el fabricante fue de SOuL. Se utilizé la mitad y un cuarto del volumen recomendado para
aumentar el nimero de muestras que pueden ser analizadas. Para una reaccion con volumen final de S0uL
se agregd 25uL de 2X One Step RT-PCR Master Mix, 2.5uL de Mn(OAc), 2uL de los cebadores F y R.

Las concentraciones de trabajo para los cebadores fueron: () y 2uL de muestra de ARN.



15

El programa de la termocicladora utilizado fue el siguiente: 30 segundos 90°C para la activacion de la
polimerasa, 30 minutos a 60°C para la transcripcion reversa, 1 minuto a 94°C para su desnaturalizacion ,
luego 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 65°C y 1 minuto a 72°C, por ultimo se incubd 7

minutos a 60°C.

6. PCR convencional: Se utilizé una enzima no recombinante para reducir los costos y
generar un mayor volumen del producto de PCR que se utilizo en la secuenciacion. Las muestras fueron
diluidas 1:20 utilizando agua para PCR o agua ultrapura. Para preparar una reaccion con un volumen de
12.5uL se agrego 6.05uL de agua para PCR, 1.25uL de buffer para PCR suplementado con 2.5mM de
MgCl, 1uL de dNTPs, 1.0uL de cada cebador y 0.2uL de Taq Polimerasa. Por ultimo se agregd 2.0uL de
ADNc diluido 1:20. El programa de la termocicladora fue: 3 minutos a 94°C, después 35 ciclos de
30segundos a 94°C, 30 segundos a 65°C y 1 minuto a 72°C, por ultimo se incubd la muestra durante

7minutos a 60°C. Se gener6 60uL del producto de PCR que fue utilizado en la secuenciacion

Figura 10. Metodologia para la deteccion de SCMV en hojas de cafia de azacar.

| Colecta de muestra |

!

| Extraccion de ARN |

Sl

————| Cuantificacion de ARN |

No *
¢ Es posible RT-PCR
extraer ARN? (2 cebadores)

Ausencia | Electroforesis |
de banda

Amplificacion

PCR convencional
(60 uL)

Presencia de banda

A

y
| Secuenciacion |

\J
| Analisis bioinformatico |

7. Electroforesis: Para visualizar el producto de PCR se utilizo geles de agarosa al
2%(p/v) preparados con TAE 1X. para observar las hebras de ADNc se agregd 1.0uL de GelRed previo a
que polimerizara el gel. Se dejo polimerizar el gel durante 30min, se cargaron las muestras utilizando

LoadingDye, se compararon los fragmentos contra la escalera PCR Markers. Se utilizé buffer TAE 1X al
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momento de correr el gel y las condiciones de corrida fueron: 90V,500Ma,60-90Min. El tamafio de las
bandas varia dependiendo de los cebadores utilizados. El tamafio de las bandas puede ser obtenido por el

analisis bioinformatico.

8. ELISA: Como método de confirmacion se solicit6 la deteccion por ELISA de SCMYV al

laboratorio de Proteccion Vegetal de la Universidad del Valle de Guatemala para la deteccion de diez

muestras de hojas de cafia de azucar.

9.  Analisis de las secuencias de las bases de datos: Se utilizo la herramienta de
busqueda avanzada en la pagina www.ncbi.nlm.nih.gov para la obtener secuencias de la céapside del
SCMV. Se utilizé 85 secuencias que generaban el resultado de una busqueda especifica. Ademas se agregd
dos secuencias que no aparecian en el resultado de busqueda pero se encontr6 por su numero de acceso. Se
obtuvo las secuencias en formato FASTA y luego se alinearon utilizando el algoritmo ClustalW. Se
editaron las secuencias para generar fragmentos continuos del mismo tamafio. A partir de esta matriz de

secuencias alineadas se dedujo la secuencia consenso que fue utilizada en analisis posteriores.

Figura 11. Metodologia propuesta para la deduccion, analisis y uso de la secuencia consenso.

Base de datos
(NCBI)

\
Alineamiento
(MEGA V6.0)

\

Cortar
secuencias
Generar Seq.
Consenso
(CLC
Sequence
Viewer V7.0)

Generar matriz de Generar Conservacion BLAST
dis. Genética cebadores* de seq.” (NCBI)
(MEGA V6.0) (Primer V3.0) (Primer V3.0)

Generar Arbol de Especificidad de
dist. Genética cebadores
(MEGA V6.0) (FAST-PCR V6.1)

10.  Andlisis de la secuencia y su clasificacion: El primer paso para poder clasificar

la secuencia es el andlisis del cromatograma. En el andlisis del cromatograma se observa la altura del pico,



17

la separacion de estos y la presencia de multiples picos. Es caracteristico de las primeras posiciones un
cromatograma que estos posean picos multiples o picos no definidos. Se buscé picos definidos y separados
entre si. Se observd la base de la grafica para observar el nivel del ruido o contaminacién por otros
fragmentos. Es poco comun observar errores de la computadora en la interpretacion de los picos, sin
embargo se revisa toda la secuencia en busqueda de errores cometidos por el programa. Cuando existen
pucos multiples se compara con el ruido de la linea base, si es mayor se asume que es un polimorfismo. Las
bases de los picos no deben traslaparse, cuando esto sucede se asumi6 que los datos no son confiables. Por
ultimo se puede truncar la secuencia cuando esta posee muchos errores. Se eligio la region con los picos de
mejor calidad ademas de analizar en la secuencia la posicion in silico de los cebadores. Luego de obtener la
secuencia esta se alinea y se recorta la matriz de secuencias. Esta matriz truncada se utiliz6 para determinar

la distancia genética y la identidad genética.

Figura 12. Analisis propuesto para la clasificacion del fragmento secuenciado.
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11.  Deduccion de secuencias de cebadores: A partir de la secuencia consenso se
utilizé el programa Primer 3 en la pagina web http://primer3.ut.ee/. Luego se ingreso los parametros de
analisis como el tamafio del cebador, concentracion de CG, Tm, tamafio del fragmento esperado y el
nimero de resultados. A partir del nimero de cebadores propuestos por el programa se eligié el cebador

que tedricamente tiene la mejor capacidad para la deteccion de la capside de SCMV.
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Figura 13. Analisis de cebadores generados a partir de la secuencia consenso.
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VI. RESULTADOS

Para determinar la especificidad de los cebadores se analizd por PCR in silico 87 secuencias de
nucleotidos para la capside de SCMV, 10 secuencias de STMC y 10 secuencias de Yellow streak virus con
los cebadores SCMV-R860 y SCMV-F860. Se determindé que los cebadores son especificos para la
amplificacion de la capside viral de SCMV, no se muestran los datos, se puede observar un ejemplo del
PCR in silico en la Figura 21 en la seccion de anexos. Ademas se encontrd una baja tasa de deteccion para
secuencias reportadas de SCMV en el PCR in silico. La lista con los numeros de acceso para las secuencias
de la capside de SCMV se encuentra en el cuadro 3 de la seccion de anexos. El andlisis in silico se resume

en el Cuadro 2 donde se compar6 ambos cebadores.

Cuadro 2. PCR in silico de ochenta secuencias de ADN de la capside de SCMV contra cebadores
S400910/S400551, SCMV-F860/SCMV_R860 y SCMV2F/SCMV2R para la deteccion del potyvirus. Se
detectaron las secuencias hasta con 3 nucledtidos no complementarios. Se utilizo el programa FastPCR
Vé.1.

Ndmero de Porcentaje de
Cebadores . ..
Detecciones Deteccion
S400 910y S400 551 7 8.05%
SCMV-R860 y SCMV-F860 16 18.39%
SCMV2F y SCMV2R 68 78.16%

Para el andlisis de la especificidad de los cebadores se analizaron las condiciones para la amplificacion
de los fragmentos especificos de SCMV. Se analiz6 la concentracion de agarosa, el Tm de los cebadores, el
volumen de las alicuotas de reaccion, la contaminacion y el efecto del almacenamiento de las muestras con
material vegetal.

Figura 14. Muestras analizadas con los cebadores S400 551 y S400 990. (izq) Se obtiene una doble banda
inesperada en la amplificacion. Gel de agarosa al 1.5% de la amplificacion de muestras T1 a T8, Tm=60°C.
(der) Se cambid la concentracion de la agarosa y la temperatura de union de los cebadores. Gel de agarosa

2.0% con las mismas muestras, Tm= 65°C.
E.Llsdl2: 03 T4 T5 T6 B 717

-
300pb .
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Figura 15. Determinacion del volumen optimo para la amplificacion por RT-PCR. Comparacion del efecto
del volumen de reaccion en la amplificacion del fragmento los cebadores S400 551 yS400 990. Se utilizé la
mitad (25pL) y un cuarto (12.5uL) del volumen recomendado. Se utilizd dos alicuotas distintas en la
amplificacion del control positivo utilizando un cuarto del volumen. Tm=65°C.

K2 K/i4 K4 Bin

Figura 16. Comparacion de los fragmentos amplificados por cebadores especificos. Amplificacion de
fragmentos S400 551/990 (izq) y SCMV-F/R860 (der) con extracciones realizadas adentro de un periodo
de 48h. Se logrd la amplificacion del fragmento especifico de la muestra T8 con un Tm=65°C.

La amplificacion de fragmentos especificos de SCMV por ambos cebadores fue menor de lo esperado.
Como se puede observar en la Figura 11 solamente se detectd una muestra positiva con un par de
cebadores. Las bandas observadas con los cebadores S400 910/S400 551 indican degradacion del ARN y

no son concluyentes.
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Figura 17. PCR convencional de los fragmentos para secuenciacion. Secuencias a partir de la
amplificacion de los cebadores S400 551/990. Tm=65°C. Se obtuvo la amplificacion del fragmento

especifico de 360pb de SCMV. CAMBIAR FIGURAS 11->12

B T6 16 1617 X717 B

Figura 18. Amplificacion del fragmento con los cebadores SCMV-F/R860.
Esc 4+ Bln T66 T68 T74 T75

-
~

it e

Cuadro 3.Deteccion del SCMV por anticuerpos dirigidos a la capside viral. Se realizé dos mediciones de
las muestras en el lapso de dos horas. Las muestras positivas se calcularon como dos veces la desviacion
estandar del control positivo. Para las primeras mediciones T=1h la desviacion estandar fue de: 0.049,
0.042 y 0.0035 para WSMV, MDMYV y SCMYV respectivamente. Para las mediciones T=2h la desviacién
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estandar fue de 0.0410, 0.0346, 0.0049 y 0.0643 para WSMV, MDMV, SCMV vy potyvirus general. Las
muestras positivas fueron para Potyvirus general muestras 66, 67, 69, 70, 71, 72 y 74. Las muestra positivas
se muestran como casillas resaltadas.

1Hora 2Horas
WSMV | MDMV | SCMV | WSMV | MDMV | SCMV | General
Blanco | 0.1050 0.1140 0.1310(0.1085 0.1170 0.1595 0
C- 0.1065 0.1290 0.0750|0.1130 0.1405 0.0900 0.279
C+ 3.2455 1.8705 0.2715|3.7830 2.5605 0.3745  1.7735
66| 0.1155 0.1225 0.1575]0.1235 0.1325 0.1955 @ 1.7335
67| 0.1120 0.1765 0.1965|0.1160 0.2105 0.2610 @ 2.1265
68| 0.1045 0.1420 0.1355|0.1085 0.1585 0.1700 1.1325
69| 0.1140 0.1635 0.1705]0.1190 0.1915 0.2195  1.9175
70|/ 0.1150 0.1780 0.1850|0.1200 0.2110 0.2365 @ 2.1365
71(0.1100 0.1445 0.1560 | 0.1125 0.1625 0.1980 @ 1.967
72(0.1105 0.1510 0.1580]0.1130 0.1715 0.1995  2.1145
73(10.1115 0.1585 0.1795]0.1175 0.1840 0.2315 1.579
7410.1160 0.1805 0.2130]0.1215 0.2135 0.2835 @ 1.9635
75(0.1130 0.1410 0.1390|0.1165 0.1555 0.1700 1.476

La secuencia consenso se dedujo a partir de la alineacion de las 87 secuencias. Se utilizo el programa
CLC “Sequence Viewer” para el alineamiento de las secuencias. De esta secuencia consenso se eligio el
fragmento donde las secuencias se encuentran conservadas. Esta region esta delimitada desde la posicion
841 a 1745 de la secuencia consenso en la Figura 17 de area de anexo. Esta secuencia consenso se comparo
con los dos cebadores utilizados en el analisis. Se encontré que los cebadores S400 910/551 amplificaban

una region de 360pb.

Figura 19. Arbol filogenético de la secuencia consenso. Se utilizé el modelo de Tajima Nei para producir la
matriz de distancia genética, se utiliz6 el método de “Neighbor Joining” con bootstrap de 1000

{ DQ846832.1| Sugarcane mosaic virus
il Consensus SCMV

AM490848.1| Maize dwarf mosaic virus

AY387807.1| Johnsongrass mosaic virus
U59478.1| Wheat streak mosaic virus
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Con la secuencia consenso se pueden realizar analisis para proponer cebadores nuevos. Con el diagrama
de flujo propuesto para el analisis in silico se podrian realizar posteriores investigaciones. El analisis puede

ser utilizado para analizar secuencias nuevas de diferentes organismos.

Figura 20. PCR in silico de la secuencia consenso.

In silico Primer(s) search for: 1

scmvB860 r S'-agatcttcctgggtctcgecgacatttee s400 910 r S-agtcasaggcataccgegeta s400 551 f S"-acacaagagcaaccagagags

Position: 832<-852 72% Tm=60.1"C Position: 707<-727 98% Tm =55.9C Position: 368->388  100% Tm =56.3"C

<-cctttacagecgetctgggtecttctaga-S <-atcgegecatacggaaactga-s 5-aCacadgagraaccagagage->
TEEEREEREREEE e PEEEREREREERE et FECEEEEEEREErE e

ACRRIIMPICRRCRIRACCCAR cttagcgcggtatgeatttgactttta 333CACAARARCIICCIRARIRRARL

>s400 551 f 368->388 >5400 551 f 368->388

S'-acacaagagcaaccagagagse 5'-3CaCaILIECIACCIZIRIBE

>scmv860 r 832<-852 >5400 910 r 707<-727

S'-agatcttcctgggtetegecgacatttce S'-agtcasaggcataccgegeta

PCR product size: 493bp Ta=63"C PCR product size: 360bp Ta=63"C



VII. ANALISIS DE RESULTADOS

Para la determinacion de la especificidad de los cebadores para la secuencia de la capside de SCMV se
realiz6 un analisis in silico de los cebadores con las secuencias virales en NCBI. Se evalu6 las condiciones
del PCR para la deteccion del virus por medio de cebadores (S400 551 y S400 990) y (SCMV-F860 y
SCMV-RR860) disefiados para detectar SCMV. Por Gltimo se analiz6 con herramientas bioinformaticas las
secuencias de la capside de SCMV, a partir de una base de datos en la computadora obtenida de NCBI para

proponer cebadores especificos de SCMV.

Para el analisis bioinformatico de los cebadores se analizé 87 secuencias obtenidas de NCBI (Cuadro 2)
y se incluyd las secuencias que se utilizd6 en Viswanathana 2010 (DQ343236; DQ842503; EF655889;
U57354; U57355; U57356; U57357). Se alined las secuencias en el programa MEGA 5.2.2, se utiliz6 el
algoritmo ClustalW y con un costo por espacio de 8.0 y extension del espacio de 3.2. Los espacios se
introducen en base a los algoritmos en la alineacion de multiples secuencias de ADN para mejorar el
alineamiento de las mismas secuencias. El algoritmo decide si en una misma posicion de la secuencia
pueden estar dos nucledtidos distintos (ej. A y G) o si la mejor opcion es insertar un espacio. Los espacios
son utilizados para ajustar el alineamiento de varias secuencias (Carroll 2006). El costo de los espacios y
extension permitioé obtener las notas mas bajas de parsimonia cuando se realizan los arboles filogenéticos.

Por esta razon se utilizd los valores de costo por espacio y costo de extension sugeridos en Carroll 2006.

Se evalud la eficiencia in silico de los cebadores realizando el PCR con el programa Primer Digital
FastPCR V6.5. Se analizaron 87 secuencias y los resultados se resumen en el cuadro 2. Se obtuvo una baja
tasa de identificacién de los cebadores para todas las secuencias seleccionadas. Se encontré que solo el
18.39% de las secuencias analizada eran detectados por los cebadores. Los Potyvirus tienen la caracteristica
de poseer una alta tasa de mutacion debido a su mecanismo de replicacion adentro de un hospedero. Las
diferentes cepas de SCVM suelen encontrarse dentro de areas geograficas o el brote de nuevas cepas que
invaden a una variedad en especifico de cafia de azicar (Bedoya 2011 y Gongales 2012). Es por esto que
los cebadores desarrollados para el estudio de un virus adentro de un area geografica pueden no ser los mas
optimos para ser utilizados en un area distinta. No se recomienda utilizar estos cebadores como método de
vigilancia para SCMV. Existen medidas preventivas para detectar y eliminar enfermedades de las
variedades de cafia importadas. Los cebadores utilizados en una region geografica especifica, como en

India, pueden no ser los mas adecuados para detectar el mismo virus en Guatemala.

Aunque la tasa de identificacion de las secuencias de SCMV encontrada por el analisis in silico es
bastante baja por ambos cebadores, previamente se han utilizado los cebadores S400910/550 y se ha
reportado en el laboratorio de CENGICANA una tasa de identificacion satisfactoria. Los cebadores SCMV-
F/R860 no habian sido utilizados previamente, pero su alta especificidad para detectar solamente SCMV

los convirtid en el mejor candidato para comenzar la deteccion.
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Se tomd 85 hojas de caifia de azicar con sintomas de mosaico en el area de Escuintla y Chiquimulilla. Se
recolecté 48 muestras de la coleccion nacional de CENGICANA de variedades de cafia de azicar
nacionales e importadas, 27 muestras fueron donadas por el Licenciado Werner Ovalle recolectadas en
Finca Esperancita, Ingenio Santa Ana Finca Jaronu el Salto, Finca Refugio Nuevo, Finca Guanipa La
Unién, San Bonifacio, Finca El Paso Chiquimulilla, Finca Montealegre, El Retazo La Gomera y 10
muestras de ARN fueron tomadas como control positivo donadas por el laboratorio de CENGICANA. Las
hojas se seleccionaron segun los sintomas manchas cloréticas verticales, se observdé que el tallo no

estuviera roto y se tomo las plantas que poseen mosaico en todas las demas hojas.

El material vegetal de las muestras T13 a T36 fueron almacenadas a 4°C durante seis meses. Se observo
tendencia a la disminucién en la concentracion de ARN del material fue almacenado durante 6 meses (ver
cuadro 4 en anexos). Esto se debe a la degradacion del ARN debido a nucleasas o especies reactivas de
oxigeno generadas como respuesta de la planta cuando esta es daflada mecanicamente. Ademas se analizo
la pureza de la extracciéon de ARN. No se observo una tendencia en la pureza de la extracciones para las
muestras almacenadas. Pero se observo una tendencia de las extracciones a tener una razon 260/280nm
mayor a 2.0. Cuando la razén de absorbancia de 260/280nm se encuentra dentro del rango 1.8 a 2.0. Los
puntos que se encuentran por debajo de 1.8 generalmente es por contaminacion por trazas de fenoles que
son afiadidos durante la extraccion y proteinas que se encuentran naturalmente en el tejido (NanoDrop 2007
y Barbas 2001). La absorbancia de la razoén 260:280 es similar a la media de la absorbancia de las
fracciones de los nucledtidos involucrados. La guanina posee una razon 260/280 de 1.15, adenina 4.50,
citosina 1.51, uracilo 4.00 y timina 1.47. En las extracciones de ARN que poseen un valor superior a 2.0 se
debe a una alta presencia de Uracilos en la matriz o debido a que la secuencia posee una alta cantidad
repetida de Uracilos (NanoDrop 2007). Se recomend¢ utilizar un paso previo de purificaciéon de ARN para

mejorar la pureza del ARN después de la extraccion.

Las variables analizadas para el RT-PCR fueron el disefio de los cebadores, la enzima adecuada para la
reaccion, temperatura de fusion o Tm (melting temperature), concentraciones de los reactivos,
contaminacion, volumen de reaccion y cantidad de ARN. Se decidio utilizar el kit One Step RT-PCR de
Novagén por su enzima recombinantes Thermus thermophilus (rTh) polimerasa que tiene una afinidad
hacia ARN como ADN (Novagen 2008). Se utilizé la concentracién de acetato de manganeso sugerida por
el fabricante (SOmM). Se a reportado el uso de esta enzima recombinante con el magnesio mejora
significativamente la eficiencia de una amplificacion en comparacion de la enzima Taq pol con magnesio

(Myers and Gelfand, 1991).

Se determind que la temperatura Optima para la amplificacion de ambos fragmentos es a 65°C. Como se
observa en la Figura 9. Las variables que se analizaron para logar una amplificacion exitosa fueron:

contaminacion, temperatura y flujo de trabajo. Como se observa la doble banda en la Figura 9 (izq), se



26

aumento la temperatura de anillamiento 5°C. Esto mejor6 la especificidad de la amplificacion. Al aumentar

mucho la temperatura se reduce el rendimiento del PCR obteniendo menor producto del esperado.

Como parte del analisis se busco reducir el volumen de reaccion para aumentar la utilidad del kit. Para
esto se evalud la eficiencia de amplificacion utilizando 25pL y 12.5uL, es posible detectar fragmentos
utilizando voliimenes muy pequefios (Gaines 2002). Como control positivo se amplifico un control positivo
donado por el laboratorio d¢ CENGICANA. En ambas reacciones se agregd 200ng de ARN. Se observo
amplificacion de los fragmentos en ambos volumenes de reaccion sin diferencia. No se modifico la

cantidad de ARN utilizado debido a las cuantificaciones con bajo rendimiento.

Se obtuvo una baja tasa de identificacion de todas las muestras analizadas, de las 85 muestras analizadas
solo se encontrdé 3 muestras positivas. Se realizo un ELISA para comparar las amplificaciones realizadas
por el PCR. El ELISA (Cuadro 3) logré identificar que los sintomas de las hojas de cafia de aztcar se deben
a la presencia de alglin potyvirus y al mismo tiempo se descarto la presencia de SCMV. Debido a que no se
poseen los anticuerpos para JGMV o StMV no se puede confirmar por cual de los virus esta infectado. Se
recomienda iniciar analizando con el método de ELISA, luego de identificar las muestras positivas
amplificar con los cebadores especificos de RT-PCR. De esta manera se asegura que una muestra sea

verdadera negativa.

Las fuentes de error detectadas durante el procesamiento de la muestra y el PCR fueron: El tiempo que
toma procesar una muestra desde que es tomada en el campo hasta el momento de la extraccion.
Inicialmente las muestras se almacenaron varas semanas y algunas varios meses. Se puede observar una
tendencia de la concentracion del ARN extraido de muestras almacenadas en -80°C y 4°C (T13-T36) figura
18 en anexos (muestras T76-T85). Sin embargo no se observa diferencia en las concentraciones
almacenadas en -80 con el material cuyo ARN se extrajo el dia de la colecta (T48 a T75). Se recomienda
extraer el ARN inmediatamente o guardar el material vegetal a -80°C para obtener la mayor concentracion

de ARN.

Analisis de las muestras T1 a T10 mostraron amplificacién cuando se inici6 el analisis. En la Figura 9 se
puede observar la disminucion del tamafio de las bandas. Debido a la perdida de integridad del ARN se
decidio volver a extraer ARN de material vegetal almacenado. Se logré obtener amplificacion de las
muestras T6 y T7. Estas se amplificaron utilizando un PCR convencional en triplicado. Se descart6 la
secuencia de la muestra T7 debido a que la informacion no era suficiente y la secuencia fue contaminada
con una muestra de salmon en el momento de la secuenciacion. Se obtuvo una secuencias en sentido
positivo y negativo con el cebador S400-551 y una secuencia en sentido positivo con el cebador S400-910.

Se realizo un BLAST de las secuencias en el sitio NCBI.com, se encontrd que 2 fragmentos del cebador
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S400 551 en sentido positivo y negativo fueron detectados como SCMV vy solo se identificé un fragmento

en sentido positivo para el fragmento S400 910.

En la Figura 23 en anexos se puede observar que hay migracion de fragmentos mas pequefios junto con
los tintes en la posicion 0 a 93 y en la posicion 338 a 400, estos producen sefiales se caracterizan por tener
varios picos o picos no definidos. Luego se observan picos definidos bastante altos, posiciones 93-338. Esta
region sera utilizada para definir la secuencia. En el fragmento del cebador s400 551 negativo (figura 24,
anexo) se obtuvo una secuencia mas grande de lo esperado. Cuando se obtienen fragmentos mas grandes
de lo esperado puede ser por dos razones. Primero el alineamiento de los contigs generados fueron mal
interpretados por el programa y se gener6 una secuencia de mayor tamaflo, por la presencia de secuencias
que contaminan la muestra. Es muy probable que la fuente de contaminacion en la secuencia es la presencia
de una segunda cepa de SCMV, una co-infeccion de cepas de SCMV en una misma planta. Pero con la
informacién disponible no es posible determinar el nimero de cepas que co-infectan a la planta. La
contaminacion son secuencias del mismo tamafio que poseen un cromoéforo distinto o secuencias de un
menor tamafio que no fueron separadas por el gel. Ademas de esto se observa una region donde los picos se
encuentran los suficientemente separados. Esta secuencia de 210 a 561 con que se utiliz6 para los analisis
posteriores. La secuencia de la Figura 25 es muy corta y los niveles del cromatograma son muy bajos, esta
secuencia no se utiliz. Con la herramienta en linea de NCBI se realizo un BLAST de las secuencias y se
determind que las secuencias pertenecen a SCMV. Sin embargo no hay suficiente informacion de la
secuencia para determinar la cepa. La secuencias obtenidas a partir del cromatograma son muy cortas para
estimar distancia genética. Como se puede observar en la Figura 27 de la seccion de anexo la secuencia se
encuentra afuera del grupo de SCMV. Se necesitaria mas secuencias de SCMV de Guatemala para lograr

comparar las secuencias y clasificarlas.

Para determinar la cepa viral de acuerdo a la secuencia de ADNc se compard contra las secuencias
obtenidas de NCBI reportadas para las cepas. Estas cepas fueron reportadas en diferentes paises como se
muestra en la tabla de la seccion de anexos. Utilizando el programa MEGA se determind cual es el mejor
modelo para analizar las secuencias de ADN. La matriz de distancia genética con el modelo de Tajima Nei,
el mismo arbol se utilizd para generar un arbol filogenético y se determind que la secuencia no parece
pertenecer a ninguna cepa ni a la especie SCMV (Figura 27 anexos) se recomienda obtener secuencias

nuevas para SCMV de Guatemala.

Para la generacion de nuevos cebadores de SCMV se utilizé la secuencia consenso generada por 87
secuencias para la capside viral del SCMV. Se obtuvo una secuencia consenso de 840pb del alineamiento
de estas secuencias, en la Figura 17 se muestra el nivel de conservacion para cada nucleétido. El programa
asigna un nucleétido cuando este se encuentra en mas del 50% de las secuencias comparadas. En casos

donde el alineamiento produce espacios este porcentaje de conservacion baja considerablemente y no se
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asigna ningin nucledtido. En la Figura 16 se muestra la secuencia consenso con nomenclatura IUPAC
(Cuadro 1, antecedentes). En esta secuencia se pueden visualizar los posibles nucledtidos que fueron
encontrados en cada posicion de las secuencias alineadas. Esto es importante para las posiciones donde el
nivel de conservacion es muy cercano a 50%, indicando la posibilidad que comparta otro nucledtido en el
mismo lugar. Adentro de esta region consenso se determind que las posiciones con mayor contenido de

conservacion son aquellas las que poseen un nivel de conservacion arriba del 90%, Figura 17.

El primer analisis para determinar que la secuencia consenso es especifica de SCMV se realizo el arbol
filogenético de la secuencia consenso se utilizd el modelo de Tajina Nei por que toma en cuenta la
composicion de cada nucledtido y en cada secuencia y mejora el calculo de distancia genética (Tajma
1984). Este arbol filogenético demuestra que la secuencia consenso es diferente de los Potyvirus
comparados. El principal problema de proponer una secuencia consenso es la gran variabilidad genética de
los Potyvirus. Los cebadores propuestos se encuentran en posiciones donde la mayoria de los nucleotidos
tienen un nivel de conservacion mayor que 80%. Los cebadores generados se analizan por el tamafio del
fragmento generado, estabilidad, similitud en Ta y contenido CG. Los cebadores elegidos utilizando el
programa Primer3 son: SCMV2F (5° CAG GAG GCC AAA GAG ACA AGG A '3), Tm=61.95,
GC=54.55% y SCMV2R (5’TTT GCC GGA ATG TTG GAG ATG C "3), Tm=62.04, GC=50.00%. Estos
cebadores amplifican una region de 392 pb. Se propuso el diagrama de flujo de la Fllen la seccion de
metodologia. Aunque el programa tiene los algoritmos necesarios para comparar y mostrar un niimero de

secuencias optimas, el investigador debe decidir ctiales debe descartar o conservar.



VIII. CONCLUSIONES

En el andlisis in silico los cebadores SCMV-F860 y SCMV-R860 y S400 910 S400 551 se
determind que los cebadores son especificos para SCMV, sin embargo su bajo nivel de

deteccion podria no ser los adecuados para ser utilizados en vigilancia de SCMV.

Se logré optimizar el método de deteccion de SCMV con los cebadores SCMV-F860 y
SCMV-R860 y se logro6 identificar una muestra positiva.

Se identificaron los factores para obtener la mayor concentracion de ARN en la extraccion.

Se logro identificar la especie del virus tomando como referencia su secuencia de la capside.

No se logré determinar la cepa del virus debido a la falta de informacion.

La deteccion de SCMV fue muy baja para ambos cebadores.

Se logro proponer cebadores nuevos con base a la secuencia consenso de 87 secuencias de

SCMV, para aumentar las posibilidades de deteccion por RT-PCR.
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I[X. RECOMENDACIONES

Para asegurar obtener la mayor cantidad de ARN luego de tomar la muestra se sugiere realizar
la extraccion de ARN cuanto antes. En el caso estas muestras seran almacenadas por un largo

periodo de tiempo almacenar el material vegetal en micro tubos a -80°C

En anélisis posteriores a SCMV por RT-PCR se sugiere seleccionar las muestras positivas

realizando una prueba de ELISA.

En anélisis posteriores los cebadores SCMV2F/SCMV2R podrian ser de gran utilidad para la
deteccion de SCMV.

Para evitar contaminacion cruzada de las muestras y evitar la degradacion de ARN se sugiere

trabajar en campana o asegurarse que el laboratorio tenga estaciones definidas de trabajo.
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XI. ANEXO

Cuadro 4. Informacion de las secuencias utilizadas para el analisis bioinformatico de las secuencias de la
capside SCMV, primera parte.

" Numero de
) Tamafio del
Titulo fragmento acceso a
GenBank

1. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM1-1 852 bp AJ491917.1
2. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM2-1 852 bp AJ491918.1
3. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM3-1 852 bp AJ491919.1
4. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM4-1 852 bp AJ491920.1
5. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM5-1 852 bp AJ491921.1
6. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM6-1 852 bp AJ491922.1
7. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM78-1 852 bp AJ491923.1
8. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM79-1 852 bp AJ491924.1
9. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM80-1 852 bp AJ491925.1
10. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM81-1 852 bp AJ491926.1
11. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM82-1 852 bp AJ491927.1
12. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM83-1 852 bp AJ491928.1
13. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM84-1 852 bp AJ491929.1
14. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM85-1 852 bp AJ491930.1
15. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM86-1 852 bp AJ491931.1
16. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM87-1 852 bp AJ491932.1
17. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM88-1 852 bp AJ491933.1
18. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM89-1 852 bp AJ491934.1
19. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM90-1 852 bp AJ491935.1
20. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM91-1 852 bp AJ491936.1
21. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM92-1 852 bp AJ491937.1
22. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM93-1 852 bp AJ491938.1
23. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM94-1 852 bp AJ491939.1
24. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM95-1 852 bp AJ491940.1
25. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM96-1 852 bp AJ491941.1
26. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CAM97-1 852 bp AJ491942.1
27. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON10-1 852 bp AJ491943.1
28. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON100-1 852 bp AJ491944.1
29. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON101-1 852 bp AJ491945.1
30. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON102-1 852 bp AJ491946.1
31. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON103-1 852 bp AJ491947.1
32. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON104-1 852 bp AJ491948.1
33. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON105-1 852 bp AJ491949.1
34. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON106-1 852 bp AJ491950.1
35. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON107-1 852 bp AJ491951.1
36. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON108-1 852 bp AJ491952.1
37. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON109-1 852 bp AJ491953.1
38. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON11-1 852 bp AJ491954.1
39. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON110-1 852 bp AJ491955.1
40. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON111-1 852 bp AJ491956.1
41. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON112-1 852 bp AJ491957.1
42. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON113-1 852 bp AJ491958.1
43. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON12-1 852 bp AJ491959.1
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Cuadro 5. Informacion de las secuencias utilizadas para el analisis bioinformatico de las secuencias de la
capside SCMV, segunda parte.

Tamafio ,
Numero de
) del
Titulo acceso a
fragment
GenBank
o
44, Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON9-1 852 bp AJ491960.1
45. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON98-1 852bp  AJ491961.1
46. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate CON99-1 852bp  AJ491962.1
47. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate EGY7-1 852bp  AJ491963.1

48. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate USA Flo 8-1 840bp  AJ491964.1
49. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate USA Lou 40-1 828 bp  AJ491965.1
50. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate USA Lou41-1 828 bp  AJ491966.1
51. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate USA Lou 42-1 840 bp AJ491967.1
52. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate USA Lou43-1 840bp  AJ491968.1
53. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate USA Lou44-1 840bp  AJ491969.1
54. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate USA Lou 45-1 840 bp AJ491970.1
55. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate USA Flo 36-1 852bp  AJ491971.1

56. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate ZAF 52-1 852bp  AJ491972.1
57. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate ZAF 53-1 852bp  AJ491973.1
58. Sugarcane mosaic virus partial cp gene for capsid protein, genomic RNA, isolate ZAF 54-1 852bp  AJ491974.1
59. Sugarcane mosaic virus isolate Mx polyprotein gene, partial cds 1,184 bp AY195610.2
60. Sugarcane mosaic virus isolate RIB-1 capsid protein (cp) gene, partial cds 887 bp  AY819716.1
61. Sugarcane mosaic virus isolate JAU-1 capsid protein (cp) gene, partial cds 889bp  AY819717.1
62. Sugarcane mosaic virus isolate PIR-2 capsid protein (cp) gene, partial cds 886 bp  AY819718.1
63. Sugarcane mosaic virus isolate FER-1 capsid protein (cp) gene, partial cds 851bp  AY819719.1
64. Sugarcane mosaic virus isolate CB671-1 coat protein gene, partial cds 898 bp DQ343236.2
65. Sugarcane mosaic virus isolate CB740 nonfunctional coat protein gene, partial sequence 897 bp  DQ842503.1
66. Sugarcane mosaic virus isolate Shaanxi polyprotein mRNA, partial cds 1,839 bp DQ846832.1
67. Sugarcane mosaic virus isolate CBP84213-3 coat protein-like mRNA, partial sequence 898 bp  EF655889.1
68. Sugarcane mosaic virus isolate CB94270-1 coat protein mRNA, partial cds 898 bp FJ185217.1
69. Sugarcane mosaic virus isolate CAMP polyprotein gene, partial cds 1,162 bp HQ342698.1
70. Sugarcane mosaic virus isolate STAP polyprotein gene, partial cds 1,143 bp HQ439439.1
71. Sugarcane mosaic virus isolate RV polyprotein gene, partial cds 1,173 bp HQ439440.1
72. Sugarcane mosaic virus clone mosIAC capsid protein gene, partial cds 360 bp  JF699509.1
73. Sugarcane mosaic virus isolate Pira-SM capsid protein gene, partial cds 740 bp  JQ950337.1
74. Sugarcane mosaic virus isolate Pira-IM capsid protein gene, partial cds 740 bp  JQ950338.1
75. Sugarcane mosaic virus isolate Pira-MM capsid protein gene, partial cds 740 bp  JQ950339.1
76. Sugarcane mosaic virus isolate Pira-StM capsid protein gene, partial cds 740 bp  JQ950340.1
77. Sugarcane mosaic virus isolate RB-SM capsid protein gene, partial cds 740 bp  JQ950341.1
78. Sugarcane mosaic virus isolate RB-IM capsid protein gene, partial cds 740 bp  1Q950342.1
79. Sugarcane mosaic virus isolate RB-MM capsid protein gene, partial cds 740 bp  JQ950343.1
80. Sugarcane mosaic virus isolate ASS-SM capsid protein gene, partial cds 740 bp  JQ950344.1
81. Sugarcane mosaic virus isolate ASS-IM capsid protein gene, partial cds 740 bp  JQ950345.1
82. Sugarcane mosaic virus isolate ASS-MM capsid protein gene, partial cds 740 bp  JQ950346.1
83. Sugarcane mosaic virus strain A polyprotein mRNA, partial cds 1,977 bp U57354.1
84. Sugarcane mosaic virus strain B polyprotein mRNA, partial cds 1,989 bp  U57355.1
85. Sugarcane mosaic virus strain D polyprotein mRNA, partial cds 1,989 bp U57356.1
86. Sugarcane mosaic virus strain E polyprotein mRNA, partial cds 2,001 bp  U57357.1

87. Sugarcane mosaic virus RNA for capsid/nuclear inclusion protein (3' terminal genome) 1,782 bp X05040.1
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Figura 21. Secuencia consenso de SCMV segun nomenclatura [IUPAC de 2289pb sin editar. El producto de
la alineacién de 80 secuencias de la capside de SCMV. La alineacion se realizé6 en MEGAG6.0 utilizando un
costo por espacio de 8.0 y extension del espacio de 3.2. La secuencia consenso fue generada con el
programa CLC Sequence Viewer 7.

20 40 60 80 100
Consensus GGGAACAATAGTGGGCAGC(IIGTCAACAGTTGTAGACAACI‘\CACTCATGGTGATATTAGC(‘STTTAATTATGCAATGTTGT&GAGTGGCGTTAAAGAGGAA&
1%0 110 1?0 1?0 ZOIO
Consensus AAATAGATAACTGTTGCCGAATGTTCGCCAATGGTGATGATCTGTTGCTTGCAGTGCACCCAGACTTCGAACATATATTGGATGGATTTCAAAATCACTT
220 Z4IO 2?0 Z?D 30I0
Consensus TCGAAACTTCCGTCTCAACTI'TTGAGTTCACATCACGAACAACAAACAAGTCACACTTATGCTTCATGTCCACACCAGGTATCAAATGCGAACGCGTCTAT
3%0 310 3?0 3?0 40[0
Consensus ATACCAARGMWTRRRRAAGAWMKAWKRKTTRYSWYRCWYSRRKGSRWKYKGWMRRAYKKASYTKASMWMCSKMWMGWAGMMMYWKRKRSRGYYRYSGYMR
4%0 44]0 4?0 4?0 50[0
Consensus WKKYRKRRKGRKAYHSMRR YMTTGWBCMHGARMWHCGDMWAT YHKMHR YRTGK S YWS YVRWVATSSAAYCWTKKGSMWAYBWNGMWWWRRMRKRNYWRR Y
520 540 560 580 600
Consensus HCSWYRWWTYKMYSARWSD(I]YMCTMVRMMAWSWKYMWYW!IRRVRMRSKVRYMMWRSARG&MRARRYTSMRWAMTWBTYH&ARMMRKYYVYHMRRRAWYTPI'I
620 640 660 680 700
Consensus YMTSKWKRYRWAKMWKRYK}I\YMAWRRDGAWSTDYTMCRY;ADKMNGRWDMDRTNKATRM:ZVRHRCAATGANSRRKSNRSIEJDVHRRNRRHBNHRGRRCHMI\IA
720 740 760 780 800
Consensus NMMRYCDRSHRMHGRNGRDII{CWRCRGRAHYRGHRRMGTBhIIIRRVHRCRSSMDYHGSHRRH\IIRHACDDSWRSTRGDDHTGG‘:’GCAACTGRADSHHRHRMVR\II
820 840 8?0 E?D BOIO
Consensus VNMHKGMNDYRVHNSHRRVVIVHMVVRDSBVNAGCNWHDRR[')RRYMMRDCHRVHRBWSRHRRHMVDVVVBRNWCVARHRRVNSTDSDRDHBVVRVHRGNDCN
920 940 960 980 1.000
Consensus RNYGBWRCAGBRRSNMARMIIIRGMYARRGAYGTDGAYGYH(I]GHWCVACNGGNAMDWTHDYVIVRTVCCRAARYTHAARRMNR':'KTCRMMRAARATGCRYYTV&
LOIID 1.0I40 1.0]60 1,4}30 I,WIO
Consensus CVAWRGYDARVRRVAARGMYRTHYYNMAYYTNGAYYWYYYDHTVMVVTAYAARCCRSANCARMRRGAYATWK YAAMYR YWMGAGCWHCAYAVRSAVRAKT
l.lIZO 1.1I40 l.ll60 l.lIBO l.ZOIO
Consensus YYRRYWSRTGGTAYRMHR SMRTMMAGAARGARTAYGAWRTHGAYRAYRMRCAAATGMSRRTHKTBATGARYGGBYTVATGGTDTGGWGYATHGARAAYGG
1.2I20 1.2I40 I.ZIGD l.ZISO 1.30IO
Consensus YWSMTCVCCWRABATAAAYGGWWRTTGGMCVATGRTGGAYGGRRAHRADCARWSRGHNTTYCCRYTVAARCYARTHRYKGRRAAYGCRWMNCCAACWTTM
13]20 1.3]40 1,3]60 1,3|so 1,40[0
Consensus MGRCARDKHATGMWKCAYTTYRRYGATGYHSCWGARGCRTRYATHGARWWBMGARAYT YNRHDGAGCSDTWYATGCCAMGRTAYGGDCT YCWKMGNAATC
1.420 1.440 1.460 1.480 1.500
Consensus TMRMYGACWABAGCYTVGCDCGRKAYGSHTTYSAYTTHW:\HGARATVMVYKCRVGVACR(I:CHVMTASDGCKARRRRRGCI\I/ICRYRYRCARRKGAARGYMGC
1.520 1.540 1.560 1.580 1.600
Consensus RSCRDTYMCWCGKTCMAMBAMMCRNHTCTTYGCHYTSRA\I’CCRAATGYYCCMCACASYYBIAKCACAAYACAGACMCRCAC)\CACCTRVHSAYCTYWSWCCIS
1.620 1.640 1.660 1.680 1.700
Consensus AAYRTKCAYTCKYWSYKKG(IIRGYSMARMWBYAMSRMKRR!I(SWMCWRSMRWCYMTSTKWS;WKWAMSKATRRYWKRYYAMlI(WHWKARWWWDKDYGWGAKRé
1.720 1.740 1.760 1.780 1.800
Consensus CWKKYCYSRWDWGTMYGTRB‘I{RGHWYTRSMKSKKRWYWRMII(AKYWMWDTAMRYRTKTASTVIVKDRRYCGRKGRAYSASWCKII(MRGRMYWCARKGWYSRWSC‘I{
1.820 1.840 1.860 1.880 1.900
Consensus WRKSKCYWSYRKTGTRKSRLGYWCTARCRYYVAGSYRHKI!)BMYKSMSRGCWBTGGKRRT;KYKTWVCCMKDRGTRCYKMII(RGKSYCTYRGYRMSAGACM(‘]
1.920 1.940 1.960 1.980 2.000
Consensus TACTGGGACTATGGATCTT':'TCTTGGCAATCACTAGTAT'II'ATAAATCGTTCTGCAACGG(‘IACGAGTGGTGTTTTACACC‘:’GGGTGGGATTCTAATGCTG':’
2.0]20 2.0]40 2.0]60 Z.DIBD 2.10[0

Consensus TATACAGTTATGGATAACGGCCCGTGTTGTTCGTATTTACTAGTTGCATCAAACCATCTGAGCCTCAGAGTGAGCTTCTCACCACGTAGTCTCTTATGGC

Consensus GAGAT
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Figura 22. Conservacion de nucledtidos en la secuencia consenso de SCMV. La secuencia fue cortada
desde la posicion 841 a 1,745 y sin los espacios entre las secuencias se obtiene una secuencia consenso de
852 nucleoétidos. El nucledtido en cada posicion se dedujo a partir del porcentaje de conservacion (>50%).
La linea roja describe el porcentaje de espacio que se encuentra en esa posicion tomando en cuenta todas
las secuencias analizadas. Mientras mas alta sea la linea mayor numero de secuencias tienen un espacio en
esa posicion.

1.020 1.040 1.060 1.080 1.100

| 1 1 ]
Consensus - -ACAGGG-- -GGAGCTACT GGTGG----- -AGG------ --- TGGTGC- --ACAAACAG GAGCTGGTG- --AAACTGGC TCAGTT---A CAGGAGGCCA
100%

Conservation

ox
Gap fraction

1120 1.140 1.160 1180 1.200
1 1 1 1 I

ensus AAGAGACAAG GATGTAGATG CTGGTACGAC AGGCAAAATC ACAGTGCCAA AACTTAAAGC CATGTCGAAG AAGATGCGCT TGCCAAAAGC AAAAGGAAAA

Cons
100%
Conservation ‘
ox

Gap fraction

1.220 1.240 1.260 1.280 1.300
] ] I I ]

Cuadro 6. Cuantificacion de las extracciones de ARN adaptado de Locali 2003. La concentracion media de
todas las muestras fue de 299.57ng/uL y la pureza promedio entre todas las muestras fué 2.1, asumiendo
uniformidad en la extraccion de ARN.

Concentracién

Muestra 260 280 320 Pureza
(ng/uL)
T1 0.030 0.013 0.005 720 2.3
T2 0.011 0.012 0.015 264 0.9
T3 0.016 0.013 0.013 384 1.2
T4 0.011 0.010 0.010 264 1.1
T5 0.020 0.016 0.016 480 1.3
T6 0.019 0.020 0.017 456 1.0
T7 0.010 0.014 0.015 240 0.7
T8 0.015 0.015 0.016 360 1.0
T9 0.017 0.017 0.014 408 1.0

T10 0.080 0.013 0.070 1920 6.2
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Figura 23. Tendencia de la concentracién de las extracciones de ARN de SCVM
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Figura 24. Tendencia de la pureza de las extracciones de ARN de SCVM
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Figura 25. Amplificacion en duplicado del control positivo del kit utilizado para asegurar el funcionamiento

de la enzima Taq Polimerasa en el RT-PCR. Se amplificé el fragmento G3PDH 450pb, Tm=60°C.

Figura 26. Ejemplo del resultado de un PCR in silico en la detecciébn de ambos cebadores para una
secuencia. Primero se muestra el nombre de la secuencia analizada, el nombre del cebador y la secuencia
del mismo. Ademas se muestra la posicion donde se unen los cebadores, el porcentaje de unién a la
secuencia objetivo y la Tm tedrica. Las lineas representan la interaccion por puentes de hidrogeno de los
nucledtidos complementarios. Los puntos entre los nucledtidos representa una posicion donde los

nucleodtidos no son complementarios.

In silico Primer(s) search for: gb|hq439440.1| sugarcane mosaic virus isolate rv polyprotein gene, partial cds

especifico860 f 5'-ggatccgetggaacagtegatgeagsg
Position: 235->260 70% Tm =38.1°C

5-ggatccgetggaacagtcgatgeagg->
B RN
tccatcagtcgggaactgttgatgcaggtgea

especifico860 r 5'-agatcttcctgrgtctcgecgacatttec
Position: 1129<-1157 89% Tm =58.4°C

<-cctttacagecgetetgrgtecttctaga-5

FECERERPEEETER R e ree: 1
acggaaatgtcggcgagactcaggagaatacagag

>especifico860 f 235->260
5'-ggatccgctggaacagtcgatgeagg
>especifico860 r 1129<-1157
5'-agatcttcctgrgtctcgocgacatttec
PCR product size: 923bp Ta=71°C
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Cuadro 7. Matriz de distancia genética calculada por el modelo de Tajina Nei de la secuencia consenso.

MDMV
JGMV
SCMV

WSMV

Consenso_SCMV

Distancia genética

MDMV JGMV SCMV WSMV Consenso_SCMV

0.590
0.355
1.101
0.335

0.566 -
1.027 1.035 -
0.581 0.215 1.026 -

Figura 27. Secuencia de la muestra T6. Se muestran las secuencias no alineadas del fragmento positivo y

negativo del fragmento de s400 551 y el fragmento positivo de S400 910

‘MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
‘MV06-0_551F.ab1 928

‘MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
'MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.ab1 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928




42

Figura 28. Cromatograma del fragmento positivo del cebador S400-551, muestra T6.
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Figura 29. Cromatograma del fragmento negativo del cebador S400-551, muestra T6.
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Figura 30. Cromatograma del fragmento positivo del cebador S400-910, muestra T6.
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Figura 32. Arbol filogenético de la secuencia de ADNc de la muestra T6 fragmento S400 551F.
45 U57355.1|strain B USA
18 _|: U57356.1|strain D USA
. _|: AJ278405.1|strain A AUS
63 D00948| strain SCMV-SC USA
EF507708.1|strain FJ1 CHN
21 U57354| strain A USA
2 — EF507711.1|strain FJ4 CHN
95 L EF507716.1|strain FJ6 CHN
AY836523.1|strain E USA

39 U57357.1|strain E USA
EF507710.1|strain FJ3 CHN

29

99

ﬂ': EF507709.1|strain FJ2 CHN VARIANTE 1

9 % EF507709.1|strain FJ2 CHN VARIANTE 2

23 EF507712.1|strain FJ13 CHN VARIANTE 1

100 W: EF507712.1|strain FJ13 CHN VARIANTE 2

NC 003398.1] SCMV genoma completo CHN/USA/GRB
EF507713.1|strain FJ5 CHN

NC 003606.1] JGMV genoma completo AUS
131022-34 M04 MV06-0 551F.ab1928

Protocolo utilizado para RT-PCR

. Procedimiento para obtencion de muestras
i. Antes de tomar la muestra identificar el lote, calle y nimero de la cafa de azucar
para identificarla en el croquis con la variedad.
ii. Observar las caracteristicas del mosaico en la hoja.
iil. Las caracteristicas deben ser: decoloraciéon de la hoja, con patrones verticales.

Generalmente se observan mejor contra luz.

iv. Antes de tomar la muestra flamear las tijeras con alcohol al 95%

V. Esperar unos segundos para que las tijeras se enfrien y evitar quemar con el metal
caliente.

Vi. Cortar una seccion grande de la hoja y cortarlo en tres o cuatro pedazos mas

pequeiios, lo suficientemente pequeios para guardarlos dentro de una bolsa ziploc.

Vii. Rotular la bolsa con fecha de colecta, nombre de finca, lote y variedad de cafia.
viii. Guardar en hielera con icepacks las bolsas y llevarlas al laboratorio.

iX. En el laboratorio tomar fotos de las hojas.

X. Refrigerar las muestras a 4°C hasta su uso.

b. Protocolo de extraccion para ARN del virus, adaptado del protocolo Dardén 2006.
i. Tomar la hoja de cana de azucar y separarla de la nervadura central, haciendo un

movimiento vertical.



Vi.
Vil.

viii.

XI.
Xil.
Xiii.
Xiv.
XV.
XVi.
XVii.
XViil.
XiX.
XX.
XXi.
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De la misma manera rasgar la hoja en tiras mas pequefias.

Cortar en fragmentos mas pequefios las hojas con una tijera previamente flameada.
Cortar sobre una caja de petri esterilizada.

Recolectar 0.1g de material vegetal en tubo Eppendorf de 2mL.

Utilizar inmediatamente o almacenar a 4°C maximo 1 dia.

Llenar el tubo con nitrégeno liquido y con un palillo estéril macerar hasta formar polvo.
Agregar 500pL de solucion de lavado y homogenizar en vortex.
Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min.

Eliminar con una micro pipeta el sobrenadante.

Agregar 600pL de la solucion de extraccion.

Incubar en bafio maria a 55°C durante 30 min. Invertir el tubo cada 5 min.
Agregar 400pL de la solucion de Fenol:Cloroformo:Isopentanol.

Mezclar vigorosamente y repetir paso viii.

Transferir la fase acuosa a un micro tubo nuevo.

Agregar 500pL de isopropanol frio.

Agregar 50uL de acetato de amonio 7.5M.

Mezclar por inversion y almacenar a -20°C durante 20min.

Repetir paso viii.

Eliminar sobrenadante y agregar 100uL de etanol 70%

Repetir pasos xvii y xviii.

Eliminar sobrenadante y secar al aire libre durante unos minutos.

Re suspender en 50uL de agua ultra pura.

Almacenar a 4°C

c. Protocolo de cuantificacion de ARN

i

Segun se observe el tamano del precipitado de ARN diluir una parte de la muestra en
los siguientes factores de dilucion: 1:100 o 1:200

Utilizar celdas de cuarzo y agregar el volumen sugerido por el fabricante.

Utilizar la misma alicuota de agua que se uso para diluir las muestras como blanco.

Medir a 260nm, 280nm y 320nm.

d. Protocolo de RT-PCR

i.

il.

Se utilizara el KIT One Step RT-PCR Master Mix de Novagen, protocolo TB508
Rev.A0408.

Procedimiento: Mezclar los reactivos de PCR que se detallan en el siguiente Cuadro en
micro tubos de ImL o 0.6mL. Después de mezclar los reactivos colocar los tubos en el
termociclador y colocar el programa que se muestra en el cuadro 9. Se utilizaran los

cebadores s400 910 y s400 551 y los cebadores R860 y F860. El kit permite que en el
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mismo buffer de reaccion se realice la transcripcion reversa y luego la amplificacion del
fragmento de la cépside. Luego de la reaccion de PCR los productos se corren en
electroforesis en geles de agarosa al 1%. Para la preparacion del gel de agarosa se utiliza
agarosa pura y buffer TAE 1X. Se utilizara una corriente de 90Voltios durante 45 min,

buffer de corrida buffer TAE 1X

Cuadro 8. Volumen calculado para reacciones de 25ul. y 12.5uL a partir del volumen recomendado para la
reaccion de S50pL.

RT-PCR 25uL

Numero de
reacciones
2x One Step| 12.5 [ 15.6 [ 28.1 [40.6 | 53.1[65.6 [ 78.1 [ 90.6 | 103 | 116 [128.1
Mn(OAc) |1.25[1.56 [2.81 [4.06 [5.31]6.56 [7.81[9.06 [10.3]11.6 [12.81
H20  [7.25]9.06 [16.3]23.6 [30.838.1[45.3]52.6 [59.8]67.1[74.31
Primer F | 1 [1.25[2.25[3.25[4.25[5.25 [6.25 [ 7.25 [8.25 [9.25 [ 10.25
PrimerR | 1 [1.25[2.25[3.25[4.25[5.25[6.25 [ 7.25 [8.25 [9.25 [ 10.25
RNA 2
Vol. Final | 25 [28.8 [51.8 [74.8[97.8 [ 121 [144 [167 190 [213 [235.8

n=1|1.25|2.25|3.25 | 4.25 | 5.25 | 6.25 | 7.25 | 8.25 | 9.25 | 10.25

RT-PCR 12.5uL

Numero de
reacciones
2x One Step| 6.25 | 7.81 [ 14.1 | 20.3 | 26.6 | 32.8 [39.1 | 45.3 | 51.6 | 57.8 | 64.06
Mn(OAc) | 0.63]0.78 | 1.41[2.032.66 [3.28 [3.91 [4.53|5.16 | 5.78 | 6.406
H20 |2.633.28[5.91(853[11.2[13.8[16.4| 19 |21.7 [24.3[26.91
Primer F | 0.5 |0.63[1.13[1.63[2.13[2.63(3.13(3.63[4.13[4.63 [5.125
PrimerR | 0.5 |0.63 [ 1.13|1.63[2.13[2.63 [3.13|3.63 [4.13[4.63 [5.125
RNA 2
Vol. Final | 12.5 [13.1 [23.6 [34.1 [44.6 [55.1 [65.6 [ 76.1 [86.6 [97.1 [107.6

1 |1.25(2.25(3.25|4.25|5.25|6.25|7.25|8.25 |9.25 | 10.25

iii. Las modificaciones al PCR son utilizar %4 del volumen sugerido en el cuadro 7. El
programa para la retro transcripciéon y PCR en un solo paso es: 30 segundos 90°C, 30min
60°C, 1min 94°C, 40 ciclos de 30seg 94°C para desnaturalizacion, 30 seg a 65°C para la

temperatura de anillamiento y 1 min a 72°C para la extencion. Por ultimo 7 min 60°C.
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Cuadro. 9. Secuencia de cebadores especificos S400 910/551. Marcador molecular disefiados para
amplificar la region central de la capside viral de SCMV, el tamaiio del producto de PCR es de 359pb
(Smith 1994).

Cebador Secuencia

s400 910 5'AGT CAA AGG CAT ACCGCG CTA 3’
5400 551 5'ACA CAA GAG CAA CCA GAG AGG 3°

Cuadro. 10. Secuencia de cebadores de cebadores especificos SCMVF860/SCMVR860. Marcador
molecular disefiados especificamente para SCMYV, el tamafio del producto de PCR es de 860pb
(Viswanathana 2010).

Cebador Sequencia

R860 5’AGATCT TCCTGR GTC TCG CCG ACATTT CC 3’
F860 5'GAA TCC GCT GGA ACA GTC GAT GCAGG 3°

Cuadro. 11. Reactivos para el PCR y el volumen sugerido por el Kit para 1 reaccion

Control Positivo Control Negativo Muestra

2X one Step RT-PCR Master Mix 25ulL 25uL 25uL

50mM Mn(OAc)2 2.5uL 2.5uL 2.5uL

Primer s400 910 2ul 2ul 1-3uL

Primer s400 551 2ul 2ul 1-3ul

RNA 2ul N/AuUL XuL(Muestra de RNA)
H20 libre de RNAasa 16.5uL Aul YulL

Total S50uL 50ulL 50uL

e. Protocolo de electroforesis
i. Para preparar un gel de agarosa al 1.5% diluir 0.6g de agarosa en 40mL de buffer
TAE1X.
ii. Luego calentar en microondas hasta disolver completamente la agarosa.
iii. Agregar 1uL de GelRed cuando este tenga una temperatura menor a 45°C.
iv. Verter sobre la camara de electroforesis
v. Eliminar burbujas
vi. Esperar 15 a 30 min para su polimerizacion.
vii. Llenar la camara de electroforesis con suficiente buffer TAE1X.
viii. Cargar 3uL. de ADNc mezclado con 2puL de LoadingDye.

ix. Realizar la electroforesis con los siguientes parametros: 90V,500Ma,60-90Min

f. Protocolo de PCR convencional

i. Diluir el producto del RT-PCR 1:20
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ii. Para una reaccion de PCR convencional (vol=12.5uL) agregar: 6.05uL de H,O, 1.25uL

de buffer de PCR con 2.5mM de MgCl, 1uL de dNTPs, 1uL de cada primer (F y R),
0.2uL de Taq. Polimerasa y 2uL de la dilucion de ADNec.

iii. El programa es 3min 94°C, 35 ciclos de 30seg 94°C para desnaturalizacion, 30 seg a

g.

65°C para la temperatura de anillamiento y 1 min a 72°C para la extension. Por ultimo 7

min 60°C.

Protocolo de re suspension de cebadores

i. Realizar un centrifugar por 30 segundos del polvo en los tubos.

ii. Agregar el volumen calculado para cada uno de los cebadores.

iii. Vortex vigoroso por 10 segundos.

iv. Incubar a 37°C por 15min.

v. Centrifugar por 30 segundos.

vi. Agregar el volumen necesario para generar alicuotas de stock.

vii. Diluir algunas de las alicuotas de stock para las alicuotas de trabajo.

B. Preparacion de soluciones

a.

il.

iii.

V.

Vil.

b.

i.

Preparacion de soluciones stock
NaCl 5M: diluir 292.2 gramos de NaCl en 500mL de agua destilada. Luego aforara 1 L.
Tris-HCI: Diluir 157.6 gramos de Tris-HCI en 500mL de agua destilada. Si es necesario
ajustar pH. Luego aforar a 1L.
EDTA 500mM: Disolver 147.12 gramos de EDTA en 500mL de agua destilada. Ajustar a
pH 8 utilizando NaOH. Y luego aforar a 1L.
CTAB 10%(p/v): Disolver 50g de CTAB en 500mL de agua destilada.
Acetato de amonio 7.5M: Agregar 5.84g de acetato de amonio y disolver en 10mL de
agua destilada.
Etanol 70%. Agregar 368.42mL de Etanol al 95% y agregar 131.57mL de agua destilada.
Mezclar vigorosamente.
Buffer TAE 50X: Agregar 242¢g de Tris Base, 57.1mL de acido acético glacial y 100mL
de la solucién de S00mM de EDTA. Luego aforar a 1L.

Extraccion de ARN
Solucion de lavado: Para preparar la solucion agregar 0.1mL de EDTA la solucién stock,
20mL de NaCl de la solucién stock y 0.5mL de Tris HCI de la solucion stock. Mezclar y

aforar a 50mL. Luego autoclavear. Después de enfriar la solucion agregar 0.025g de

BSA.



49

ii. Solucidon de extraccion: Agregar ImL de solucion stock de CTAB 10%, SmL de TrisHCl
IM, 14mL de NaCl SM. Mezclar y diluir a 50mL. Autoclavear y después agregar 220uL
de 2-Mercaptoetanol.
Fenol:Cloroformo:Isopentanol (25:24:1): Agregar 25mL de fenol, 24mL de cloroformo y 1mL de

isopentanol.
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Figura 23. Tendencia de la concentracién de las extracciones de ARN de SCVM
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Figura 24. Tendencia de la pureza de las extracciones de ARN de SCVM
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Figura 25. Amplificacion en duplicado del control positivo del kit utilizado para asegurar el funcionamiento

de la enzima Taq Polimerasa en el RT-PCR. Se amplificé el fragmento G3PDH 450pb, Tm=60°C.

Figura 26. Ejemplo del resultado de un PCR in silico en la detecciébn de ambos cebadores para una
secuencia. Primero se muestra el nombre de la secuencia analizada, el nombre del cebador y la secuencia
del mismo. Ademas se muestra la posicion donde se unen los cebadores, el porcentaje de unién a la
secuencia objetivo y la Tm tedrica. Las lineas representan la interaccion por puentes de hidrogeno de los
nucledtidos complementarios. Los puntos entre los nucledtidos representa una posicion donde los

nucleodtidos no son complementarios.

In silico Primer(s) search for: gb|hq439440.1| sugarcane mosaic virus isolate rv polyprotein gene, partial cds

especifico860 f 5'-ggatccgetggaacagtegatgeagsg
Position: 235->260 70% Tm =38.1°C

5-ggatccgetggaacagtcgatgeagg->
B RN
tccatcagtcgggaactgttgatgcaggtgea

especifico860 r 5'-agatcttcctgrgtctcgecgacatttec
Position: 1129<-1157 89% Tm =58.4°C

<-cctttacagecgetetgrgtecttctaga-5

FECERERPEEETER R e ree: 1
acggaaatgtcggcgagactcaggagaatacagag

>especifico860 f 235->260
5'-ggatccgctggaacagtcgatgeagg
>especifico860 r 1129<-1157
5'-agatcttcctgrgtctcgocgacatttec
PCR product size: 923bp Ta=71°C
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Cuadro 7. Matriz de distancia genética calculada por el modelo de Tajina Nei de la secuencia consenso.

MDMV
JGMV
SCMV

WSMV

Consenso_SCMV

Distancia genética

MDMV JGMV SCMV WSMV Consenso_SCMV

0.590
0.355
1.101
0.335

0.566 -
1.027 1.035 -
0.581 0.215 1.026 -

Figura 27. Secuencia de la muestra T6. Se muestran las secuencias no alineadas del fragmento positivo y

negativo del fragmento de s400 551 y el fragmento positivo de S400 910

‘MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
‘MV06-0_551F.ab1 928

‘MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
'MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.ab1 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928

MV06-1_551F.abl 107
MV06-0_910R.ab1 201
MV06-0_551F.abl 928
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Figura 28. Cromatograma del fragmento positivo del cebador S400-551, muestra T6.
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Figura 29. Cromatograma del fragmento negativo del cebador S400-551, muestra T6.

TN m I w

CA c CACA

i lm DR

TGTCATTTGTGTGTCATCT ATTTC %TATTCCTTCTTTATGGCTTCAT CCA CCTATCA CTCCTCTCTGGTTGCTCTTGTGTA%GTACGGTGGGGCTTGGnCTG(ﬂ'CG GGTT(I}}CTTTGXI GTG GLGAT

I RO .A“. LJ

400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 510 520
CTT BGTTGTACA GGATT TCATC TGGGAGGAAGGT AAQC AT TAAT ACTTGGC T GAAT TGAC GT TAC CT GCAGAA GAAGCACC GGCTAACTCCGTGCC A CAGC! CGCGGT. AATAC GGAGGGT GCG AGCGTTAATCG

640 650 660 670
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Figura 30. Cromatograma del fragmento positivo del cebador S400-910, muestra T6.
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Figura 31. Sintomas de una hoja de cafa de azicar con mosaico
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Figura 32. Arbol filogenético de la secuencia de ADNc de la muestra T6 fragmento S400 551F.
45 U57355.1|strain B USA
18 _|: U57356.1|strain D USA
. _|: AJ278405.1|strain A AUS
63 D00948| strain SCMV-SC USA
EF507708.1|strain FJ1 CHN
21 U57354| strain A USA
2 — EF507711.1|strain FJ4 CHN
95 L EF507716.1|strain FJ6 CHN
AY836523.1|strain E USA

39 U57357.1|strain E USA
EF507710.1|strain FJ3 CHN

29

99

ﬂ': EF507709.1|strain FJ2 CHN VARIANTE 1

9 % EF507709.1|strain FJ2 CHN VARIANTE 2

23 EF507712.1|strain FJ13 CHN VARIANTE 1

100 W: EF507712.1|strain FJ13 CHN VARIANTE 2

NC 003398.1] SCMV genoma completo CHN/USA/GRB
EF507713.1|strain FJ5 CHN

NC 003606.1] JGMV genoma completo AUS
131022-34 M04 MV06-0 551F.ab1928

Protocolo utilizado para RT-PCR

. Procedimiento para obtencion de muestras
i. Antes de tomar la muestra identificar el lote, calle y nimero de la cafa de azucar
para identificarla en el croquis con la variedad.
ii. Observar las caracteristicas del mosaico en la hoja.
iil. Las caracteristicas deben ser: decoloraciéon de la hoja, con patrones verticales.

Generalmente se observan mejor contra luz.

iv. Antes de tomar la muestra flamear las tijeras con alcohol al 95%

V. Esperar unos segundos para que las tijeras se enfrien y evitar quemar con el metal
caliente.

Vi. Cortar una seccion grande de la hoja y cortarlo en tres o cuatro pedazos mas

pequeiios, lo suficientemente pequeios para guardarlos dentro de una bolsa ziploc.

Vii. Rotular la bolsa con fecha de colecta, nombre de finca, lote y variedad de cafia.
viii. Guardar en hielera con icepacks las bolsas y llevarlas al laboratorio.

iX. En el laboratorio tomar fotos de las hojas.

X. Refrigerar las muestras a 4°C hasta su uso.

b. Protocolo de extraccion para ARN del virus, adaptado del protocolo Dardén 2006.
i. Tomar la hoja de cana de azucar y separarla de la nervadura central, haciendo un

movimiento vertical.
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De la misma manera rasgar la hoja en tiras mas pequefias.

Cortar en fragmentos mas pequefios las hojas con una tijera previamente flameada.
Cortar sobre una caja de petri esterilizada.

Recolectar 0.1g de material vegetal en tubo Eppendorf de 2mL.

Utilizar inmediatamente o almacenar a 4°C maximo 1 dia.

Llenar el tubo con nitrégeno liquido y con un palillo estéril macerar hasta formar polvo.
Agregar 500pL de solucion de lavado y homogenizar en vortex.
Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min.

Eliminar con una micro pipeta el sobrenadante.

Agregar 600pL de la solucion de extraccion.

Incubar en bafio maria a 55°C durante 30 min. Invertir el tubo cada 5 min.
Agregar 400pL de la solucion de Fenol:Cloroformo:Isopentanol.

Mezclar vigorosamente y repetir paso viii.

Transferir la fase acuosa a un micro tubo nuevo.

Agregar 500pL de isopropanol frio.

Agregar 50uL de acetato de amonio 7.5M.

Mezclar por inversion y almacenar a -20°C durante 20min.

Repetir paso viii.

Eliminar sobrenadante y agregar 100uL de etanol 70%

Repetir pasos xvii y xviii.

Eliminar sobrenadante y secar al aire libre durante unos minutos.

Re suspender en 50uL de agua ultra pura.

Almacenar a 4°C

c. Protocolo de cuantificacion de ARN

i

Segun se observe el tamano del precipitado de ARN diluir una parte de la muestra en
los siguientes factores de dilucion: 1:100 o 1:200

Utilizar celdas de cuarzo y agregar el volumen sugerido por el fabricante.

Utilizar la misma alicuota de agua que se uso para diluir las muestras como blanco.

Medir a 260nm, 280nm y 320nm.

d. Protocolo de RT-PCR

i.

il.

Se utilizara el KIT One Step RT-PCR Master Mix de Novagen, protocolo TB508
Rev.A0408.

Procedimiento: Mezclar los reactivos de PCR que se detallan en el siguiente Cuadro en
micro tubos de ImL o 0.6mL. Después de mezclar los reactivos colocar los tubos en el
termociclador y colocar el programa que se muestra en el cuadro 9. Se utilizaran los

cebadores s400 910 y s400 551 y los cebadores R860 y F860. El kit permite que en el
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mismo buffer de reaccion se realice la transcripcion reversa y luego la amplificacion del
fragmento de la cépside. Luego de la reaccion de PCR los productos se corren en
electroforesis en geles de agarosa al 1%. Para la preparacion del gel de agarosa se utiliza
agarosa pura y buffer TAE 1X. Se utilizara una corriente de 90Voltios durante 45 min,

buffer de corrida buffer TAE 1X

Cuadro 8. Volumen calculado para reacciones de 25ul. y 12.5uL a partir del volumen recomendado para la
reaccion de S50pL.

RT-PCR 25uL

Numero de
reacciones
2x One Step| 12.5 [ 15.6 [ 28.1 [40.6 | 53.1[65.6 [ 78.1 [ 90.6 | 103 | 116 [128.1
Mn(OAc) |1.25[1.56 [2.81 [4.06 [5.31]6.56 [7.81[9.06 [10.3]11.6 [12.81
H20  [7.25]9.06 [16.3]23.6 [30.838.1[45.3]52.6 [59.8]67.1[74.31
Primer F | 1 [1.25[2.25[3.25[4.25[5.25 [6.25 [ 7.25 [8.25 [9.25 [ 10.25
PrimerR | 1 [1.25[2.25[3.25[4.25[5.25[6.25 [ 7.25 [8.25 [9.25 [ 10.25
RNA 2
Vol. Final | 25 [28.8 [51.8 [74.8[97.8 [ 121 [144 [167 190 [213 [235.8

n=1|1.25|2.25|3.25 | 4.25 | 5.25 | 6.25 | 7.25 | 8.25 | 9.25 | 10.25

RT-PCR 12.5uL

Numero de
reacciones
2x One Step| 6.25 | 7.81 [ 14.1 | 20.3 | 26.6 | 32.8 [39.1 | 45.3 | 51.6 | 57.8 | 64.06
Mn(OAc) | 0.63]0.78 | 1.41[2.032.66 [3.28 [3.91 [4.53|5.16 | 5.78 | 6.406
H20 |2.633.28[5.91(853[11.2[13.8[16.4| 19 |21.7 [24.3[26.91
Primer F | 0.5 |0.63[1.13[1.63[2.13[2.63(3.13(3.63[4.13[4.63 [5.125
PrimerR | 0.5 |0.63 [ 1.13|1.63[2.13[2.63 [3.13|3.63 [4.13[4.63 [5.125
RNA 2
Vol. Final | 12.5 [13.1 [23.6 [34.1 [44.6 [55.1 [65.6 [ 76.1 [86.6 [97.1 [107.6

1 |1.25(2.25(3.25|4.25|5.25|6.25|7.25|8.25 |9.25 | 10.25

iii. Las modificaciones al PCR son utilizar %4 del volumen sugerido en el cuadro 7. El
programa para la retro transcripciéon y PCR en un solo paso es: 30 segundos 90°C, 30min
60°C, 1min 94°C, 40 ciclos de 30seg 94°C para desnaturalizacion, 30 seg a 65°C para la

temperatura de anillamiento y 1 min a 72°C para la extencion. Por ultimo 7 min 60°C.
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Cuadro. 9. Secuencia de cebadores especificos S400 910/551. Marcador molecular disefiados para
amplificar la region central de la capside viral de SCMV, el tamaiio del producto de PCR es de 359pb
(Smith 1994).

Cebador Secuencia

s400 910 5'AGT CAA AGG CAT ACCGCG CTA 3’
5400 551 5'ACA CAA GAG CAA CCA GAG AGG 3°

Cuadro. 10. Secuencia de cebadores de cebadores especificos SCMVF860/SCMVR860. Marcador
molecular disefiados especificamente para SCMYV, el tamafio del producto de PCR es de 860pb
(Viswanathana 2010).

Cebador Sequencia

R860 5’AGATCT TCCTGR GTC TCG CCG ACATTT CC 3’
F860 5'GAA TCC GCT GGA ACA GTC GAT GCAGG 3°

Cuadro. 11. Reactivos para el PCR y el volumen sugerido por el Kit para 1 reaccion

Control Positivo Control Negativo Muestra

2X one Step RT-PCR Master Mix 25ulL 25uL 25uL

50mM Mn(OAc)2 2.5uL 2.5uL 2.5uL

Primer s400 910 2ul 2ul 1-3uL

Primer s400 551 2ul 2ul 1-3ul

RNA 2ul N/AuUL XuL(Muestra de RNA)
H20 libre de RNAasa 16.5uL Aul YulL

Total S50uL 50ulL 50uL

e. Protocolo de electroforesis
i. Para preparar un gel de agarosa al 1.5% diluir 0.6g de agarosa en 40mL de buffer
TAE1X.
ii. Luego calentar en microondas hasta disolver completamente la agarosa.
iii. Agregar 1uL de GelRed cuando este tenga una temperatura menor a 45°C.
iv. Verter sobre la camara de electroforesis
v. Eliminar burbujas
vi. Esperar 15 a 30 min para su polimerizacion.
vii. Llenar la camara de electroforesis con suficiente buffer TAE1X.
viii. Cargar 3uL. de ADNc mezclado con 2puL de LoadingDye.

ix. Realizar la electroforesis con los siguientes parametros: 90V,500Ma,60-90Min

f. Protocolo de PCR convencional

i. Diluir el producto del RT-PCR 1:20
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ii. Para una reaccion de PCR convencional (vol=12.5uL) agregar: 6.05uL de H,O, 1.25uL

de buffer de PCR con 2.5mM de MgCl, 1uL de dNTPs, 1uL de cada primer (F y R),
0.2uL de Taq. Polimerasa y 2uL de la dilucion de ADNec.

iii. El programa es 3min 94°C, 35 ciclos de 30seg 94°C para desnaturalizacion, 30 seg a

g.

65°C para la temperatura de anillamiento y 1 min a 72°C para la extension. Por ultimo 7

min 60°C.

Protocolo de re suspension de cebadores

i. Realizar un centrifugar por 30 segundos del polvo en los tubos.

ii. Agregar el volumen calculado para cada uno de los cebadores.

iii. Vortex vigoroso por 10 segundos.

iv. Incubar a 37°C por 15min.

v. Centrifugar por 30 segundos.

vi. Agregar el volumen necesario para generar alicuotas de stock.

vii. Diluir algunas de las alicuotas de stock para las alicuotas de trabajo.

B. Preparacion de soluciones

a.

il.

iii.

V.

Vil.

b.

i.

Preparacion de soluciones stock
NaCl 5M: diluir 292.2 gramos de NaCl en 500mL de agua destilada. Luego aforara 1 L.
Tris-HCI: Diluir 157.6 gramos de Tris-HCI en 500mL de agua destilada. Si es necesario
ajustar pH. Luego aforar a 1L.
EDTA 500mM: Disolver 147.12 gramos de EDTA en 500mL de agua destilada. Ajustar a
pH 8 utilizando NaOH. Y luego aforar a 1L.
CTAB 10%(p/v): Disolver 50g de CTAB en 500mL de agua destilada.
Acetato de amonio 7.5M: Agregar 5.84g de acetato de amonio y disolver en 10mL de
agua destilada.
Etanol 70%. Agregar 368.42mL de Etanol al 95% y agregar 131.57mL de agua destilada.
Mezclar vigorosamente.
Buffer TAE 50X: Agregar 242¢g de Tris Base, 57.1mL de acido acético glacial y 100mL
de la solucién de S00mM de EDTA. Luego aforar a 1L.

Extraccion de ARN
Solucion de lavado: Para preparar la solucion agregar 0.1mL de EDTA la solucién stock,
20mL de NaCl de la solucién stock y 0.5mL de Tris HCI de la solucion stock. Mezclar y

aforar a 50mL. Luego autoclavear. Después de enfriar la solucion agregar 0.025g de

BSA.
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ii. Solucidon de extraccion: Agregar ImL de solucion stock de CTAB 10%, SmL de TrisHCl
IM, 14mL de NaCl SM. Mezclar y diluir a 50mL. Autoclavear y después agregar 220uL
de 2-Mercaptoetanol.
Fenol:Cloroformo:Isopentanol (25:24:1): Agregar 25mL de fenol, 24mL de cloroformo y 1mL de

isopentanol.



