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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo disefiar una metodologia de qPCR que permita
certificar semilla de yuca a la enfermedad del cuero de sapo, conocer la distribucion de
cada uno de los agentes asociados a la enfermedad del cuero de sapo y hacer una
aproximacion al rol de cada uno en el proceso de la enfermedad del cuero de sapo. Se
disefiaron sondas TagMan® y cebadores, a partir del gen rp para la deteccion del
fitoplasma 16Srlll-L) y RNA 4 para el reovirus CFSV. Para evaluar la distribucion de los
microorganismos en la planta se fraccionaron plantas de los genotipos BIPD 284-35, 289-
42, 284-43, 249-45, 284B-66, y secundina en tres partes: tercio inferior, medio y superior.
Una vez realizadas las detecciones (fitoplasma, virus, fitoplasma-virus y Ct superiores de
35) estas plantas se llevaron a campo. La técnica de gPCR desarrollada presenté una
sensibilidad en la deteccion de 100 y 1000 veces en comparacién con RT-PCR y PCR
anidado respectivamente; mostrando para la deteccion de fitoplasma una excelente
correlacion entre la presencia de sintomas en raices enfermas y el porcentaje de
deteccién (92.5%), mientras que el virus presenté un porcentaje de 76.47%. La
distribucién de los dos organismos asociados es de forma irregular en los diferentes
tercios de la planta. El comportamiento de las variables de peso en el aire, nimero de
raices enfermas y porcentaje de severidad al momento de la cosecha, sugiere que la
coinfeccion de virus y fitoplasma en las raices genera un fendbmeno de hipovirulencia
dilucidando de esta manera el posible rol de los dos patdégenos.

Palabras clave: qPCR, yuca, fitoplasma, reovirus, semilla, hipovirulencia.
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ABSTRACT

This study aimed to design a gPCR methodology for certifying seed cassava, knowing the
distribution of each of the two pathogens associated with disease and to make an
approach to the role of each in the disease process. TagMan® probes and primers were
designed from rp gene for the detection of phytoplasma 16Srlll-L) and RNA 4 for the
reovirus CFSV. For the distribution of the agents associated were fractionated plants
genotypes BIPD 284-35, 289-42, 284-43, 249-45, 284B-66, and secundina in the lower
third, middle and higher, depending on the detections (phytoplasma, viruses, phytoplasma-
virus and higher Ct 35) these plants were sown in the field. gPCR technique developed
has a sensitivity 100 to 1000 times higher compared with RT-PCR and nested PCR,
respectively, showing for the detection of phytoplasma an excellent correlation with the
presence of symptoms in diseased roots and detection rate (92.5% ) that the grafting
technique, while the virus presented a percentage of 76.47%. The distribution of the two
pathogens is irregular in the different parts of the plant. The behavior of the variables of
weight in air, root number and percentage of severely at the time of harvest, suggesting
that mix infection of viruses and phytoplasma on roots generates a phenomenon of
hypovirulence thus elucidating the possible role of two pathogens.

Keywords: gPCR, cassava, phytoplasma, reovirus, seed, hypovirulence.
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1.INTRODUCCION

Este estudio hace parte de un proyecto macro del Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural titulado “Estrategia de Manejo sanitario y fitosanitario para mejorar la productividad
en la cadena de yuca y su industria”. El cual propone en uno de sus obijetivos la
certificacion de semilla libre cuero sapo.

La enfermedad cuero de sapo de la yuca fue descrita por primera vez en Colombia en el
afio 1971, en el departamento del Cauca, y es considerada como uno de los problemas
mas perjudiciales para el cultivo de yuca puesto que afecta la produccién de raices,
provocando pérdidas en el rendimiento del cultivo del 90% o mas (Pineda et al., 1983). La
yuca es un eficiente productor de calorias y es la principal fuente de carbohidratos en la
dieta de los colombianos. El producto final tiene gran aceptacion en el mercado fresco, el
almidon es de amplio uso y la comercializacion de croquetas y chips ha aumentado
considerablemente. Ademas la yuca seca se estd usando en la produccion de
concentrados para animales. La yuca se adapta bien a un amplio rango de zonas
ecoldgicas y produce rendimientos econémicos aun bajo condiciones marginales para la
mayoria de los cultivos. Las hipétesis mas frecuentemente planteadas sobre el potencial
de la yuca en la producciéon de alimentos balanceados, estan basadas, primero, en las
supuestas ventajas comparativas que tendria su cultivo en Colombia, por tratarse de un
producto con origen en la América tropical, histéricamente vinculado al pais como cultivo
en todos sus departamentos y alimento basico en la mayoria de las regiones. En segundo
lugar, se estima que la yuca es un sustituto casi perfecto del maiz en la fabricacion de
alimentos balanceados, gracias a lo cual, la ampliacién de su cultivo no solo reduciria la
dependencia de las importaciones del cereal, sino que se convertiria en una actividad
generadora de empleo e ingresos razonables para un importante segmento de la
poblacion rural (Ceballos, 2002).

Actualmente la enfermedad del cuero de sapo se encuentra en Colombia en las regiones
yuqueras de los departamentos de Atlantico, Bolivar, Cérdoba, Sucre, Magdalena,
Arauca, Amazonas, Casanare, Meta, Vaupés, Quindio, Tolima, Huila, Cauca y Valle del
Cauca, también se ha reportado en otros paises, como Brasil, Costa Rica, Panama,
Paraguay, Peru y Venezuela. (Calvert, 1994).

La mayor diseminacion de la enfermedad se da por el uso de semillas vegetativas o
estacas, provenientes de campos de yuca afectados. EI problema es de grandes
magnitudes, comportandose de una forma exponencial, puesto que, de una planta
afectada en promedio se pueden tomar 10 estacas, que produciran en el segundo ciclo 10
plantas, al tercero 100 y al cabo de 5 afios seran 10.000 plantas posiblemente infectadas
con la enfermedad siendo una forma rapida de diseminacion (Calvert, 1994).

Las investigaciones realizadas durante los ultimos afios han conducido a la evidencia de
la presencia de un Fitoplasma perteneciente al grupo 16Srlll-L (Alvarez et al., 2009) y/o
virus de la familia reoviridae (Cuervo, 2008) como posibles agentes causales de la
enfermedad. Sin embargo, no existe una clara correlacion entre los sintomas observados
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en raices comerciales y la presencia del fitoplasma 16Srlll-L y/o reovirus Cassava Frog
Skin Virus (CFSV), sesgando la certificacion de semilla hacia la deteccién de solo uno de
los dos microorganismos asociados; por otro lado los actuales métodos de diagndstico:
PCR anidado para fitoplasma (grupo 16Sr lll-L) y Retro transcriptasa PCR para el
reovirus (CFSV) incluyen complejos protocolos de extraccion de ADN y RNAds
respectivamente, que ademas de ser poco sensibles, inespecificos y dispendiosos,
originan falsos negativos en pruebas hechas en semillas con baja cantidad de inoculo,
provenientes de plantas enfermas, debido a que los agentes asociados a la enfermedad
no tienen una distribucién uniforme en la planta, dificultando el proceso de certificacién de
semilla libre de la enfermedad.

La PCR en tiempo real es una herramienta ideal para la deteccién de virus y fitoplasmas
de manera rapida, sensible y con una alta especificidad, por otro lado no requiere de una
manipulacion después de la amplificacion, evitando de esta manera el uso de sustancias
toxicas como el bromuro de etidio y reduciendo el riesgo de contaminacion cruzada.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, se planteé para la presente
investigacion; determinar si existe una asociacion entre el reovirus (CFSV) y el fitoplasma
(grupo 16Sr IlI-L) en raices comerciales con sintomas de la enfermedad, estrategia que
permita certificar semilla libre de la enferemdad.
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2.MARCO TEORICO

2.1 El cultivo de la yuca en Colombia

La yuca Manihot esculenta Crantz, junto con el maiz, la cafia de azlcar y el arroz,
constituyen las fuentes de energia mas importantes en las regiones tropicales del mundo.
La yuca es originaria de América del sur, donde fue domesticada hace unos 5000 afios y
cultivada extensivamente desde entonces (Ceballos, 2002). En 2011 la produccion de
yuca en Colombia fue de 2.264.460 ton, con rendimientos de 10.1 ton/ha y con un éarea
sembrada de 222.583 Ha (FAO, 2013).

En el pais este cultivo se ubica en tierras célidas y templadas, siendo las zonas mas
produtoras la Costa Atlantica, especialmente en las regiones de sabanas, los
Santanderes, el eje cafetero, Cauca, y los Llanos Orientales. Existen otras zonas
productoras como son: La Amazonia, la Orinoquia, el occidente Colombiano (Antioquia,
Caldas, Choco, Narifio, y Valle del Cauca).

En Colombia la yuca ha sido un componente importante de la dieta y la economia
campesina tradicional, pero en los Ultimos afios ha cobrado una mayor importancia como
cultivo industrial debido a que sus uso no solo se ha limitado a la produccién de almidon,
sino que se ha también se ha extendido su uso a la produccion de concentrados para
animales y produccién de biocombustibles (Ceballos, 2002).

2.2 La enfermedad del Cuero de Sapo en yuca

El Cuero de Sapo es una enfermedad que fue descrita por primera vez en 1971, en el
departamento del Cauca. Es considerada como uno de los problemas mas perjudiciales
para el cultivo de la yuca puesto que afecta directamente la produccion de raices,
provocando pérdidas en el rendimiento del orden del 90% o mas (Pineda, 1983). Su
origen, pudo ser en la regibn amazonica de Brasil o Colombia, afectando diferentes
variedades de yuca cultivadas por las comunidades indigenas. En 1981 se report6 en la
Costa Norte de Colombia, zona en la que fue llamada Mosaico caribefio, por los sintomas
de mosaico que se presentan en las hojas de la variedad "Secundina”. Investigaciones
realizadas en el CIAT (Calvert, 1994). han demostrado que la sintomatologia en raices de
plantas en el Amazonas y el mosaico caribefio correspondian a diferentes sintomas de la
misma enfermedad. Se ha presentado en la mayoria de las regiones yuqueras de
Colombia, incluyendo los Departamentos de Atlantico, Bolivar, Coérdoba, Sucre,
Magdalena, Arauca, Amazonas, Casanare, Meta, Vaupés, Quindio, Tolima , Huila, Cauca
y Valle del Cauca. También se ha reportado en los paises de Brasil, Costa Rica, Panama,
Peru, Venezuela (Calvert, 1994) y Paraguay (Alvarez, 2013).
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La expresién de sintomas varia de acuerdo a la temperatura y al genotipo. Los sintomas o
sefiales de la enfermedad en muchas variedades so6lo se expresan en las raices y
Unicamente se observan cuando se cosechan las plantas. Generalmente no presentan
sintomas, en ramas, ni hojas; algunas variedades como CM 6740-7 conocida
comunmente como "La Reina", y " Mcol 2063 conocida cominmente como Secundina” -
presentan sintomas tipo mosaico y crespera, dificilmente distinguibles bajo condiciones de
campo por cuanto se confunden con dafio ocasionado por acaros, trips, deficiencias de
elementos menores o toxicidad de herbicidas; ademas de enmascararse bajo condiciones
de temperatura mayores de 30°C (Calvert & Cuervo, 2002).

Los sintomas de la enfermedad consisten en pequefias fisuras longitudinales, localizadas
cerca del tallo donde se originan las raices; posteriormente, las fisuras se prolongan a lo
largo de las raices. A medida que las raicillas aumentan de diametro las fisuras tienden a
cicatrizar, dando a las lesiones forma de labio. Cuando las raices maduran, las lesiones
aumentan en tamafo y niamero semejando, en conjunto; una especie de red o panal. La
cascara o epidermis de la raiz presenta una apariencia corchosa que se desprende con
facilidad. Dependiendo de la severidad de los sintomas, la profundidad y el nimero de las
lesiones aumentan hasta deformar la raiz. Todos los sintomas descritos suelen
presentarse a lo largo de la raiz o restringirse a la parte media de ésta (Calvert & Cuervo,
2002).

Las raices pueden ser muy delgadas aunque no siempre y con menor contenido de
almidon, el tocon vy los tallos pueden ser muy gruesos. El aumento del grosor en la base
del tallo esti4 relacionado con la falta de acumulacion de almidon en las raices,
caracteristicas que pueden llevar a que estas plantas sean preferidas por el agricultor
para la obtencién de semilla vegetativa (Calvert & Cuervo 2002).

Las investigaciones realizadas durante los ultimos afios en el laboratorio de Fitopatologia
de Yuca y la Unidad de Virologia del CIAT han confirmado la presencia de un fitoplasma
(Alvarez et al., 2009) y/o reovirus (Calvert et al., 2008) como unas de las posibles causas
de la enfermedad. El diagndstico de la enfermedad se puede realizar mediante un
examen visual de las raices, observando los sintomas caracteristicos.

Durante mucho tiempo se ha utilizado como diagnéstico de la enfermedad la trasmision
por medio de injertos, prueba que consiste en usar como patron las plantas a evaluar y
como injerto la variedad indicadora Secundina (Accesion CIAT, MCol 2063). La respuesta
de cada genotipo ante el injerto, se evalGa bajo condiciones de invernadero con humedad
relativa (HR): 80% y temperatura (T°): 20-25°C (dia/noche), después de 3 0 4 semanas,
los injertos deben ser revisados para verificar la presencia de sintomas tipo mosaico o
decoloracion foliar en el follaje de los cogollos, lo cual indica como positiva a la
enfermedad la variedad o planta evaluada. (Cuervo, 2006).

Las metodologias basadas en marcadores moleculares con las cuales se obtuvieron las
asociaciones con fitoplasma y/o virus, han permitido establecer dos métodos de
diagnostico, uno basado en cebadores especificos para el fitoplasma (grupo 16Sr |IIl)
mediante PCR anidado y otro basado en RT-PCR (RetroTranscriptasa PCR), que
requieren de ciertos ajustes para ser implementados a mayor escala. Estos métodos son
mas confiables para la deteccion de los dos microorganismos y permiten la certificacion
de semilla para intercambio de germoplasma de yuca (Alvarez et al, 2006; Cuervo, 2004).
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Hasta el momento los resultados reportados de epidemiologia y transmisién en campo,
indican que la enfermedad del cuero de sapo se propaga de planta a planta; y los
patrones de distribucion en campo sugieren que la enfermedad es transmitida por un
vector aereo. La obtencion de dos organismos asociados con la enfermedad hace
suponer que el cuero de sapo se presenta como una asociacion de mas de un
microorganismo, los cuales son transmitidos por semilla vegetativa y por insectos vectores
del Sub orden Auchenorrhyncha. (CIAT, 2005).

Estudios realizados en el programa de mejoramiento de yuca del CIAT, indican que la
frecuencia de la enfermedad ha ido en aumento en los valles de altitud media. La forma
de diseminacién de la enfermedad, sugiere que uno o mas vectores estan en estas zonas,
pero no en otras regiones donde la enfermedad se ha mantenido en un nivel bajo como la
Zona cafetera..

Investigaciones realizadas por Angel y colaboradores (1990) reportaron a la mosca
blanca Bemisia tuberculata, transmitiendo fitoplasma y virus en un bajo rango de
eficiencia, sin embargo los resultados no fueron concluyentes, lo cual indica que el vector
aun no ha sido identificado. Estudios realizados por CIAT, sugieren que hay un vector
aéreo involucrado (CIAT, 2005).

Se considera que los estudios sobre grupos de variedades o clones, para seleccionar
material genético tolerante o resistente a la enfermedad, es el método mas apropiado,
practico, ecolégico y deseable; para ser utilizado en el manejo integrado del cuero de
sapo. Evaluaciones en campo e invernadero realizados en el CIAT permiteron identificar
el genotipo M Per 183, como tolerante.

Desde 1995 la Unidad de Virologia del CIAT ha evaluado la resistencia a cuero de sapo
en la coleccion elite de germoplasma del CIAT conformada por 640 accesiones (lineas
representativas de la coleccion de yuca del CIAT conformada por cerca de 6000
materiales)-(Banco de germoplasma de CIAT donde se conserva in vitro la mayor
coleccion de yuca del mundo (CIAT, 2002). Los resultados de estas investigaciones
muestran que la tolerancia a cuero de sapo en el germoplasma de yuca es muy amplia,
conformada por mas de 100 lineas tolerantes las cuales son fuentes potenciales de
resistencia a la enfermedad. En los dltimos afos, 42 lineas con resistencia a cuero de
sapo se han evaluado por sus caracteristicas agronémicas y resistencia a otras plagas y
enfermedades. Todas estas lineas catalogadas como resistentes a la enfermedad, han
permanecido en como tal por lo menos ocho ciclos del cultivo sin mostrar ninguna
sintomatologia caracteristica de la enfermedad (CIAT 2004).

2.3 Antecedentes de metodologias de PCR en tiempo real para la
deteccion de fitoplasmas y virus

Se han desarrollado diferentes metodologia para la deteccion de fitoplasma basados en
PCR en Tiempo Real (Tabla 1) sin embargo no se ha desarrollado hasta el momento un
método de PCR en Tiempo Real para la deteccion de fitoplasmas del grupo X disease
(16Srlll), al cual pertenece el fitoplasma asociado con la enfermedad del cuero de sapo de
la yuca.
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No se ha reportado ninguna metodologia basada en PCR en Tiempo Real para la
deteccién de ningun virus de la familia Reoviridae en plantas (Tabla 2). Se han reportado
para enfermedades causadas por esta familia de virus en humanos y animales
(Fernandez et al.,2008; Adlhoch et al., 2011; Yin et al., 2010; LeBlanc et al., 2010).

Tabla 1. Antecedentes de deteccion de fitoplasma con PCR en Tiempo Real.

Fitoplasma Grupo 16Sr Referencia

Onion yellows 16Srl Wei et al., 2004

Chrysanthemum yellows | 16Srl Marzachi and Bosco, 2005

Phytoplasmas

Apple proliferation 16SrX Baric and Dalla-Via,
2004;Jarausch et al., 2004;
Galetto et al., 2005; Torres
et al., 2005

Flavescence dorée 16SrVv Angelini et al, 2007;
Margaria et al., 2007; Hren
et al., 2007

Bois noir 16SrXIl Angelini et al., 2007,
Margaria et al., 2007; Hren
et al., 2007

Aster yellows 16Srl Angelini et al, 2007,
Margaria et al., 2007; Hren
et al., 2007

Candidatus Phytoplasma | 16SrX Aldaghi et al.,2007

mali

Columbia Basin  potato | 16SrVI Crosslin et al., 2006

purple top phytoplasma

Candidatus  Phytoplasma | 16SrX Thebaud et al., 2008

prunorum

Universal Christensen et al.,, 2004;

Galetto et al., 2005
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Tabla 2. Antecedentes de deteccion de virus con PCR en Tiempo Real.

Virus

Genero

Referencia

Tomato spotted wilt virus

Tospovirus

Roberts et al., 2000;
Boonham et al., 2002

Maize streak virus

Mastrevirus

Lett et al., 2002

Potato yellow vein virus

Crinivirus

Lopez et al., 2006

Grapevine leafroll-

associated virus

Ampelovirus

Monique et al., 2007

Citrus tristeza virus

Closterovirus

Susans et al., 2007

Tomato vyellow leaf curl
Sardinia virus

Begomovirus

Giovanna et al., 2008

Rice stripe virus Tenuivirus Zhang et al., 2008
Tobacco etch virus Potyvirus Carrasco et al., 2006
Barley yellow dwarf virus luteovirus Balaji et al., 2003
Cereal yellow dwarf virus polerovirus Balaji et al., 2003
Plum pox virus Potyvirus Aniko & Delano 2004
Citrus leaf blotch virus Citrivirus Ruiz et al., 2009
A_pple chlorotic leaf spot | Trichovirus Salmon et al., 2002
virus

Banana streak virus BaADNvirus Delanoy et al., 2003

Dahlia mosaic virus

Caulimovirus

Nicolaisen., 2003

Prunus necrotic ringspot | llarvirus Marbot et al., 2003
virus

Potato leafroll virus Polerovirus Agindotan et al., 2006
Potato virusX Potexvirus Agindotan et al., 2006

Potato virus A

Potyviruses

Agindotan et al., 2006

Potato virus Y

Potyviruses

Agindotan et al., 2006

Sugarcane yellow leaf virus

Polerovirus

Korimbocus et al., 2001
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No se ha reportado ninguna metodologia basada en PCR en Tiempo Real para la
deteccién de ningun virus de la familia Reoviridae en plantas (Tabla 2) sin embargo
existen métodologias basadas en serologia, RT-PCR, e IC-PCR ( Adlhoch et al., 2011).
Se han reportado para enfermedades causadas por esta familia de virus en humanos y
animales (Fernandez et al.,2008; Adlhoch et al., 2011; Yin et al.,, 2010; LeBlanc et al.,
2010).

En general todas las metodologias de PCR en Tiempo Real disefiadas para virus y
fitoplasmas son sensibles y especificas permiten discriminar en algunos casos,
dependiendo del tipo de sonda, hasta una sola base; sin embargo para el disefio de estas
metodologias es necesario el conocer muy bien el microorganismo, las regiones
conservadas del genoma de éste que permitan identificar con exactitud un
microorganismo especifico, tener un adecuado protocolo de extraccion de ADN o RNA y
determinar con exactitud el tejido de la planta donde esta presente el microorganismo ,
aspectos muy importantes para deteccién de microorganismos en plantas asintomaticas.

2.4 Clasificacion de fitoplasmas

Los fitoplasmas son bacterias sin pared celular perteneciente a la clase mollicutes,
clasificados dentro de orden Acholeplasmatales. Los fitoplasmas se caracterizan por
colonizar el floema de las plantas y algunos insectos, causan sintomas como enanismos,
amarillamientos, filodias y enrojecimientos prematuros entre otros.

Los fitoplasmas desde el afio 2004 se agruparon dentro del nuevo género ‘Candidatus
(Ca.) phytoplasma’ agrupandose dentro de este nuevo género 25 especies, agrupadas
segun caracteristicas moleculares como su homologia (97.5%) con el gen 16Sr y
caracteristicas biolégicas como vector que lo trasmite, rango de huéspedes y reaccién a
anticuerpos (IRPCM Phytoplasma/Spiroplasma Working Team., 2004)

La caracterizacion molecular de fitoplasmas se hace analizando los patrones de
restriccion (RFLP) utilizando 17 enzimas de restriccion en amplificaciones del gen 16Sr
los cuales se comparan con los de otros fitoplasmas que se encuentran reportadosen la
literatura como referencia (Lee et al.,1998). Dependiendo del patrén de restriccion los
fitoplasmas se pueden clasificar en 25 grupos y cerca de 41 subgrupos. Para nombrar el
grupo primero se coloca el nombre del gen 16Sr, seguido por el grupo escrito en nimeros
romanos y el subgrupo en letras mayusculas antecedidas por un guion medio (Lee et
al.,1998). Por ejemplo el fitoplasma asociado al cuero de sapo de la yuca se clasifica
como 16Srlll-L

Para una diferenciacién de fitoplasmas mucho mas especifica y detallada se utilizan los
genes rp, secY, tuf, groEL y 16S-23S rRNA para los cuales también existen patrones de
restriccion definidos mejorando la caracterizacion y clasificacion de los fitoplasmas (Duduk
& Betaccini., 2011).
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2.5La PCR en Tiempo real

La PCR en Tiempo Real permite medir los productos amplificados mientras estan siendo
acumulados (o en “Tiempo Real”) y la cantidad de producto en un punto en el cual la
reaccién se encuentra en un rango exponencial. Durante la fase exponencial una sefial
umbral de fluorescencia es determinada para todas las muestras. Este umbral es
calculado y graficado constituyendo el momento en el que la sefial generada de la
muestra se incrementa de manera exponencial. EI namero fraccional de ciclos de PCR
requeridos para generar una sefial fluorescente para alcanzar este umbral es definido a
su vez como ciclo umbral o Ct (Cycle Threshold). Esos valores de Ct son
proporcionalmente mas altos cuando se parte de menos cantidad inicial de templado,
relacion que es empleada para calcular mediadas del nimero de copias de ADN
(Ginzinger et al., 2002)

Los primeros estudios sobre la PCR en Tiempo Real fueron realizados por Higuchi y
colaboradores en 1993, quienes describieron un ensayo cuantitativo para una secuencia
especifica de ADN. En el estudio se utilizé una camara de video para monitorear multiples
reacciones en cadena de la polimerasa durante el transcurso de la amplificacion, lo cual
fue posible con la adiciéon a la reaccion de bromuro de etidio y asi poder detectar la
acumulacién de ADN de doble cadena en cada ciclo de PCR, midiendo el incremento de
la fluorescencia del bromuro de etidio intercalado en el ADN. Afios mas tarde esta
innovacion fue automatizada con el desarrollo de termociladores especiales y diferentes
software permitiendo el desarrollo de formatos de deteccion en Tiempo Real de productos
de PCR por medio de novedosos fluorocromos.

En términos generales la PCR en Tiempo Real comparte caracteristicas de una PCR
convencional. Sin embrago, presenta diferencias como el uso de fluorocromos durante la
reaccion, para determinar el incremento de la fluorescencia en cada ciclo de amplificacion.

2.6 Fluorocromos utilizados en la PCR en tiempo real:

Existen dos grupos de fluorocromos para monitorear la cantidad de producto de PCR en
Tiempo Real: el primer grupo estda conformado por los fluorocromos intercalares en el
ADN, se unen a la doble hélice del ADN. El segundo es denominado sondas de hidrolisis
y son mucho mas especificas.

2.6.1 Fluorocromos intercalares

A este grupo pertenece el SYBR Green el cual al excitarse emite fluorescencia
Unicamente cuando se intercala en ADN de doble cadena. Por esta raz6n a medida que
se aumenta el producto de PCR se observa mayor fluorescencia. Sin embargo, el SYBR
Green puede unirse a productos inespecificos de PCR como dimeros y ADN no objetivo,
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por esta razon los resultados se pueden analizar en un grafico de la fluorescencia en
funcién de la temperatura o curva de disociacion. La especificidad con esta tecnologia se
limita a los cebadores; sin embargo, ésta es facil de usar, econémica y es la ideal para
optimizar condiciones de PCR (Stratagene, 2007).

Los productos inespecificos se pueden observar mediante la curva de disociacion, la cual
muestra la fluorescencia en funcion de la temperatura, observandose amplificaciones con
Ct tempranos y temperaturas de disociacion(Tm) bajas.

La temperatura de disociacion se define como la temperatura a la que el 50 % del ADN es
denaturado, por tal motivo ésta varia dependiendo de la longitud y composicion del
amplicon (Stratagene, 2007).

2.6.2 Sondas de hidrolisis

Tienen una mayor especificidad en comparacion con el SYBR Green debido a que si en la
muestra no se encuentra ADN blanco la sonda no se hibrida, ademés otorga una mayor
sensibilidad, a este grupo pertenecen las sondas: TagMan®, Molecular Beacon, , sondas
FRET. Las mas utilizadas son las sondas TagMan®, esta tecnologia se basa en la accion
5’exonuclesa de la Taq Polimerasa, la cual hidroliza cualquier nucle6tido presente en el
amplicon. (Stratagene, 2007).

Las sondas TagMan® son oligonucleétidos marcados con un fluorocromo donador en el
extremo 5 que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3" que
absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Estas sondas son disefiadas para
hibridar con una regidbn complementaria, cuando se inicia la extensién la accion
exonucleasa de la Taq polimerasa hidroliza el fluorocromo donador emitiendo
fluorescencia. La flourescencia se incremeta en cada ciclo dependiendo de la cantidad de
ADN blanco presente en la muestra (Ginzinger et al., 2002).

Existen diferentes variaciones de la sonda TagMan® como lo son: las MGB (Minor
Groove bhinder), las cuales tienen una fraccion de unién al surco menor del ADN en el
extremo 3" permitiendo que la hibridacion sea méas estable. El efecto estabilizador hace
que la secuencia de la sonda sea mas corta (hasta ~ 13 pb). Una sonda mas corta induce
el aumento de la temperatura de melting incrementando la sensibilidad y discriminando
una diferencia hasta de un nucle6tido. Existen también las sondas LNA (Locked Nucleic
Acids), las cuales aumentan la estabilidad de la hibridizacion, la especificidad y permiten
una mayor flexibilidad en el disefio de secuencias problematicas (Sugden, 2005).

Las sondas Molecular Beacon tiene forma de bucle, lo que permite que el donador este
muy cerca del receptor, generdndose fluorescencia Unicamente cuando hibrida con la
secuencia de interés. Esta sonda no necesita de la accion exonucleasa de la Taq
polimerasa y la reaccion tiene un efecto reversible, es decir que en cada ciclo de
amplificacion, las sondas se reciclan. Las sondas Scorpion® funcionan bajo el mismo
principio de las Molecular Beacon, pero en este caso, la sonda esta unida al cebador, lo
gue ofrece una mayor especificidad (Sugden, 2005).
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2.7 Métodos de cuantificacion en PCR en Tiempo Real

Existen dos métodos para conocer el nimero de copias de una muestra: cuantificacion
relativa y cuantificacion absoluta. La cuantificacién absoluta relaciona la sefial de PCR
para determinar el nimero de copias usando una curva de calibracién, mientras que la
cuantificacion relativa mide las cantidades con relacion a un gen de referencia.

La cantidad de ADN interés obtenido al final de la reaccién de PCR vy la eficiencia de la
reaccion pueden ser determinados utilizando la ecuacion:

X =X0(1+E)"

En donde X, es la cantidad de ADN blanco obtenido en el ciclo n; Xo es la cantidad inicial
de ADN; E es la eficiencia de la amplificacién; y n= numero de ciclos. Cuando la eficiencia
es perfecta tiene un valor de 100%, lo que quiere decir que por cada ciclo se obtienen dos
copias del ADN de interés (Stratagene, 2007).

2.7.1 Método de cuantificacién absoluta

La cuantificacion por medio de estandares externos es denominada cuantificacion
absoluta, debido a que permite identificar un nimero determinado de moléculas de ADN
(o cADN). En este método se comparan las amplificaciones de las muestras de acidos
nucleidos de interés, con las amplificaciones de la curva estandar preparada con
concentraciones conocidas de la misma secuencia de interés. La curva estandar debe
tener un comportamiento lineal y debe abarcar todas las amplificaciones de la muestra
problema (Roche molecular biochemicals, 2000). La curva estandar al tener un
comportamiento lineal debe tener una pendiente cercana a -3.32 (negativo porque un Ct
(threshold cycle o ciclo del umbral) alto significa baja cantidad de ADN blanco en la
muestra) y eficiencia cercana al 100%. La eficiencia se calcula con la siguiente férmula:

E= 10(—1/pendiente) -1

Son aceptables valores con eficiencias entre 90%-110%, el valor de R? de la curva debe
ser superior a 0.985, lo que indica el grado de ajuste de la recta (Stratagene, 2007).

El fundamento matematico de esta técnica parte de conocer X, y la eficiencia de la
amplificacion E para calcular Xo. Al generar la curva estandar se pueden obtener valores
de pendiente e intercepto para determinar X,y la eficiencia, para desarrollar la ecuacion
(X,=Xo(1+E)® ct= ciclo en el cual la fluorescencia tiene un incremento exponencial y
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determinar Xo. Esto lo hace automaticamente el software para PCR en Tiempo Real
(Stratagene, 2007).

Mediante la cuantificaciébn absoluta los resultados finales pueden ser expresados en
términos de copias por célula, copias por unidad de cuantificacion de &cidos nucleicos
iniciales, copias por gramo de tejido, etc. La precisibn de los resultados de la
cuantificacion por este método, dependen de la precision de los estandares, incluyendo su
disefio, produccion, y determinacion exacta de la concentracion de este, asi como su
estabilidad en el tiempo y almacenaje (Pfaff, 2004).

Una de las limitaciones de esta metodologia es que no toma en cuenta los inhibidores de
la PCR que pueden estar presentes en la muestra. Los estandares y la muestra deben
amplificar eficiencias idénticas (Roche molecular biochemicals, 2000).

La curva estandar esta basada en una serie de diluciones del estandar, el cual debe
contener la misma secuencia que el gen a amplificar, y a su vez se debe conocer la
concentracion inicial o numero de copias iniciales del mismo. Los estandares se
amplifican conjuntamente con las muestras. Las moléculas estdndar pueden ser ADN
recombinante en plasmidos, productos de PCR, u oligonucleétidos sintéticos (Pfaff, 2004).

2.7.2 Meétodos de cuantificacion relativa

La cuantificacién relativa estima el nUmero de copias o los niveles de ARN de un gen con
relacion a un control interno ADN o RNA. Este gen de referencia es un gen housekeeping
y puede ser amplificado en un ensayo multiplex en un mismo tubo o puede ser
amplificado en tubos separados. Este método permite calcular las cantidades relativas de
ADN blanco sin la necesidad de una curva estandar (Stratagene, 2007).

Los resultados son calculados como “cantidad relativa al calibrador”, donde el calibrador
tiene un valor arbitrario de 1 y todas las muestras son expresadas en términos de la
diferencia de Ct con el estandar.

Es importante aclarar los siguientes términos de cuantificacion relativa: Estandar: es una
muestra de cantidad de la secuencia de interés conocida; gen de referencia: es utilizado
para normalizar los datos por ejemplo un gen enddgeno (housekeeping); calibrador: es
una muestra usada como base para la comparaciéon de resultados.

El método principal para la cuantificacion relativa es el método de AA Ct. En el cual se
requiere un control endégeno y un calibrador, y se caracteriza por eficiencias de PCR
iguales entre el gen de interés y el control enddgeno preferiblemente superior al 90%. El
método parte de dos premisas: la primera considera que si todas las amplificaciones son
generadas con la misma eficiencia, la diferencia (A Ct) entre el Ct para determinado gen y
el Ct para un gen control endégeno es constante, independientemente de la cantidad de
ADN total. La segunda premisa establece que se puede asumir que la eficiencia de un
ensayo es consistente entre una corrida y otra.
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Este método de cuantificacion utiliza la formula (Stratagene, 2007):

2 —AACt

Donde: AA Ct: (Ct gen endégeno ~ Ct normalizador) calibrador — (Ct muestra — Ct gen endégeno) muestra

2.8 Importancia de la PCR en tiempo real para la deteccion de
fitopatogenos

Los métodos convencionales de identificacion de patégenos han dependido generalmente
de la identificacién de sintomas de la enfermedad, aislamiento y cultivo de los organismos
mediante pruebas morfoldgicas, bioquimicas y microscopia (Agrios, 2005). Las mayores
limitantes de estas estrategias basadas en la morfologia de los agentes causantes de la
enfermedad, son la capacidad del organismo a ser cultivado, el tiempo requerido y el
requerimiento de amplia experiencia taxonomica. Ademés, el diagnéstico de
enfermedades de plantas puede ser aun mas dificil cuando se trata de material de
propagacion vegetativa asintomatico tales como material de vivero a ser utilizado en la
produccion de injertos en arboles frutales o en el caso de tubérculos de papa, estacas de
yuca, etc (Agindotan et al., 2006).

El uso de métodos moleculares puede resolver muchas de estas deficiencias. En
consecuencia, hay avances significativos en el area de la detecciobn molecular de
fitopatdbgenos en las udltimas tres décadas. La llegada de la deteccion basada en
anticuerpos, los anticuerpos monoclonales y la técnica de ELISA, fueron un punto de
partida importante en virologia y bacteriologia. Luego le siguieron las tecnologias
basadas en el ADN, tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual
revoluciond el diagnostico molecular y las ciencias biolégicas (Baric et al., 2006).

En la ultima década, el rango de problemas que pueden ser diagnosticados utilizando
PCR ha crecido enormemente. La alta flexibilidad y variaciones de aplicacion especifica
en el han permitido el desarrollo de muchas variantes de la PCR adaptadas a un rango
amplio de aplicaciones. La PCR convencional ha sido mejorada por medio de la
introduccion de la PCR de segunda generacién, conocida como PCR en tiempo real, en la
cual es posible la deteccion de patégenos por fluorescencia en tubos cerrados y la
cuantificacion durante la amplificacion de la PCR (en tiempo real), eliminando asi la
necesidad de etapas laboriosas de procesamiento de muestras posteriores a la PCR, lo
que reduce el riesgo de contaminacion (Sugden et al., 2005).

Con el uso de la PCR en tiempo real es posible, no solo detectar la presencia o ausencia
del patdgeno problema, también es posible cuantificar el patdgeno y desarrollar PCR
multiple teniendo la capacidad de detectar en una misma muestra hasta tres patdgenos al
mismo tiempo, lo cual ahorra tiempo dando un diagnéstico oportuno, lo cual es crucial
para estimar los riesgos potenciales con respecto al desarrollo de la enfermedad y provee
bases utiles para la toma de decisiones en el manejo de la misma (Crosslin et al., 2006).
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Los cultivos pueden ser atacados por muchos patdégenos, los cuales adicionalmente,
ocurren frecuentemente en complejos. Por lo tanto, muchas aplicaciones de diagnostico
de enfermedades requieren la deteccion simultanea y la cuantificacion de varios
patdgenos. Sin embargo las limitaciones metodoldgicas, , son en muchos casos la razon
para desarrollar pruebas disefiadas para pocos patdgenos (Simplex). La tecnologia de
los Microarreglos y Macroarreglos de ADN, originalmente diseflada para estudiar
expresion génica y generar polimorfismo de perfiles de un solo nucleétidos (SNP),
actualmente es una tecnologia emergente para el diagnostico de patdégenos, la cual en
teoria, ofrece una plataforma de capacidad mdltiple ilimitada (Multiplex). Esta tecnologia
origina un cambio en el diagnostico molecular. (Lievens et al., 2005).

Recientemente se ha disefiado una técnica llamada Nicking Enzyme Amplification
Reaction (NEAR) o amplificacion enzimética de corte, la cual es una técnica sensible,
rapida, puede discriminar hasta un nucleétido, no requiere de extracciones complejas de
acidos nucleidos vy tarda en dar el resultado de 5 a 10 minutos a una temperatura
constante. NEAR utiliza sondas tipo molecular Beacon, nucleétidos, la enzimaTaq
Polimerasa, enzimas que abren una parte de la doble hélice y el equivalente a los
cebadores usados en la PCR (Spenlinhauer et al., 2009).

El crecimiento rapido de la base de datos generada por investigaciones sobre genémica y
biosistematica provee oportunidades Unicas para el disefio de pruebas moleculares mas
versétiles, de alto rendimiento, sensibles y especificas las cuales podrian resolver las
mayores limitaciones de las tecnologias actuales y beneficiar a la fitopatologia.

Sin embargo, mientras la especificidad y sensibilidad en la deteccién de patégenos se ha
mejorado grandemente y la deteccién de los patdgenos se ha hecho mas simple y rapida;
aunque persisten algunos problemas de naturaleza técnica y econdmica, los cuales
requieren ser resueltos para asegurar la emergencia de un sistema de deteccion confiable
que sirva para aplicaciones rutinarias.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo general

Disefiar una metodologia sensible y especifica para el diagnéstico de la enfermedad del
cuero de sapo de la yuca para la certificacion de semilla.

3.2 Objetivos especificos.

¢ Disefiar y optimizar sondas (TagMan®) y cebadores especificos para la deteccion
de fitoplasma del subgrupo 16Sr lll-L y el reovirus (CFSV).

e Evaluar la correlacion entre los sintomas encontrados en raices comerciales a
partir de la presencia del fitoplasma (16Sr IlI-L) y el reovirus (CFSV).

e Estimar la posible distribuciéon de los dos agentes asociados con la enfermedad
en semilla vegetativa y en la planta.

4.JUSTIFICACION

La mayor diseminacion de la enfermedad del cuero de sapo se da por el uso de semillas
vegetativas o estacas, provenientes de campos de yuca afectados. EIl problema es de
grandes magnitudes, dandose de una forma exponencial, ya que de una planta afectada
en promedio se pueden tomar 10 estacas, las que en el segundo ciclo produciran 10
plantas, al tercero 100 y al cabo de 5 afios serdn 10.000 plantas posiblemente infectadas
con la enfermedad siendo una forma rapida de diseminacion. La otra forma de
diseminacion de la enfermedad segun los resultados reportados (CIAT, 2005) de
epidemiologia y transmision en campo, indican que la enfermedad del cuero de sapo se
propaga de planta a planta; y los patrones de distribucidén sugieren que la enfermedad es
trasmitida por un vector aéreo hasta el momento desconocido, razén por la cual no se
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pueden tomar o disefiar estrategias de manejo integrado de plagas para evitar la
propagacion de la enfermedad. (CIAT, 2005).

La Unica medida de control de la enfermedad es sembrar semilla proveniente de plantas
sin sintomas en las rices comerciales, la medida es practica para plantaciones pequefias
pero para las grandes extensiones resulta demorado y costoso para el agricultor, lo cual
hace necesaria una metodologia rapida, sensible y especifica que permita detectar
facilmente la presencia de los microorganismos y asi poder producir semilla certificada.

Es muy importante tener en cuenta que el mayor riesgo de diseminar la enfermedad esta
en el uso de materiales de propagacion infectados, por tanto el control de la misma es
fundamental en el empleo de semilla procedente de plantas madre sanas.

Conocer la correlacion entre los sintomas observados en raices comerciales y la
presencia del fitoplasma 16Srlll-L y/o reovirus (CFSV) va a permitir dirigir el método de
diagnéstico para certificacibn de semilla hacia el microorganismo directamente
relacionado con la enfermedad o hacia los dos microorganismos, evitando de esta manera
sesgos en el diagnostico.

Es necesaria una metodologia para la certificacion de germoplasma de yuca para cuero
de sapo teniendo en cuenta que el banco de germoplasma del CIAT se encuentran
conservados invitro la mayor coleccion de yuca del mundo y moviliza germoplasma a
diferentes paises.

El desarrollo de una metodologia de diagndstico para cuero de sapo va a facilitar la
identificacion del posible vector aéreo de la enfermedad, aportando una importante
herramienta para el manejo integrado dirigida al control del insecto vector.

Por otro lado, el cuero de sapo, no sélo es una enfermedad limitante para los agricultores
a quienes les genera pérdidas de hasta 100%, sino también para mejoradores,
entomoélogos y fisidlogos; afectando los trabajos enfocados en la busqueda de mejorar los
rendimientos de las variedades y asegurar la estabilidad de la produccién. Estos
problemas se presentan debido al poco conocimiento que se tiene sobre el agente causal,
practicas de manejo y desconocimiento de los sintomas en etapas iniciales de la
enfermedad.

Sumado a esto, se debe tener en cuenta que en los programas de mejoramiento en yuca,
el factor —continuidad- es particularmente importante porque cada ciclo de seleccion es
muy prolongado, requiriéndose hasta 5 afios. Durante este ciclo se mantiene un riesgo
constante de perder materiales con importantes caracteristicas como rendimiento,
resistencia a plagas, carotenos, materia seca, almidon, etc., debido a ataques severos de
la enfermedad, que cortan y retrasan el ciclo, obligando a establecer cuarentenas, vedas y
limpiar materiales mediante cultivo de tejidos, convirtiéndose procesos costosos y que
requieren de mucho tiempo.

En la busqueda de herramientas y metodologias eficientes para la certificacion de semilla
y manejo de esta enfermedad, las investigaciones se centran en técnicas moleculares que
permitan la deteccion del patdgeno en plantas asintométicas. La PCR en tiempo real es
una herramienta sensible permitiendo la deteccion en plantas asintométicas o con titulos
bajos del patégeno no detectables con cualquier otro método. Por otro lado la técnica de
gPCR presenta una alta especificidad para la deteccion de microorganismos, ademas de
der ser rapida y no presentar una alta sensibilidad a los inhibidores de la PCR. En
comparacion con la PCR normal, no requiere de una manipulacion de las muestras luego
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del PCR reduciendo el riesgo de contaminacion cruzada y permite la cuantificacion del
patdgeno lo cual aporta herramientas y ayuda en la toma de decisiones para el manejo de
la enfermedad.
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5.METODOLOGIA

5.1 Localizacién del estudio

Este estudio fue realizado en los laboratorios y casas de malla del Centro Internacinal de
Agricultura Tropical ubicado en Palmira, Valle del Cauca. El experimento de campo fue
sembrado en el Centro Experimental de la Universidad Nacional Sede Palmira.

5.2 Recoleccion de material vegetal

El material de yuca compuesto de raices con sintomas caracteristicos de la enfermedad,
ademas de hojas y tallos se colectd en las principales zonas productoras de yuca en el
pais con presencia de la enfermedad, como son los Llanos Orientales, la Costa Atlantica,
Cauca y Valle del Cauca.

5.3 Disefio de sonda TagMan® y cebadores para deteccion de
fitoplasma 16Srlll-L y reovirus (CFSV).

La sonda y cebadores para la deteccién del fitoplasma 16Srlll-L asociado con el cuero de
sapo de la yuca, se disefiaron basados en el gen rp, dentro de una region de 1200 bp que
se ubica en las posiciones rps 19 hasta rps 3, que codifican para proteinas ribosomales.
Este gen es utilizado para la clasificacion taxonémica de fitoplasmas, debido a que es
altamente conservado Yy tiene un menor nimero de caracteristicas similares con bacterias
gram positivas y entre los diferentes Candidatus phytoplasma (Lim & Sears.,1992; Martini
et al., 2007), lo que otorga una mayor especificidad a la sonda y cebadores disefiados.

En el disefio de la sonda y los cebadores para la deteccion del virus asociado con la
enfermedad del cuero de sapo de la yuca, se utilizd, el segmento RNA 4 en el cual esta
ubicado el gen de la polimerasa, altamente conservado permitiendo conocer facilmente
diferencias genéticas y es utilizado en estudios de variabilidad (Cuervo., 2006)

Una vez identificados los genes con base en los cuales se disefiaron las sondas y
cebadores, se amplificaron las dos regiones mencionadas utilizando PCR anidado para el
fitoplasma 16Srlll-L y RT-PCR para el reovirus (CFSV), con el fin de obtener secuencias
de los dos microorganismos.
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5.3.1 Extraccién de RNAcd y ADN

La extraccion de ADN de las hojas y raices se hizo siguiendo el método propuesto por
Price et al (1993) utilizando las nervaduras de las hojas, de las raices se realizé un
raspado sobre el floema secundario. Para la extraccibn de RNAdc se siguié el protocolo
propuesto por Cuervo (2006) utilizando tejido de raices, tallos y hojas.

5.3.2 PCRanidado y RT-PCR

Para la deteccion del fitoplasma se utilizd la técnica de PCR anidado, utilizando los
cebadores P1/P7 (Smart et al., 1996) para la PCR 1, los cuales amplifican un fragmento
de 1785 bp ubicado en la regiébn 16S rRNA y parte del 23S rADN vy los cebadores
R16R2/R16F2N (Gundersen et al., 1996) para la segunda PCR que genera un amplicon
de 1200 bp.

Las condiciones del PCR anidado fueron: 1X PCR buffer, 1.5 mM de MgCl, ,0.2 mM de
cada dNTP, 0.32U de Taq polimerasa, 0.4 moles de cebadores y 1 pl de ADN extraido de
hojas, tallos y raices a concentracién de 20 ng en un volumen final de 25 pl. El perfil de
amplificacién consistio en denaturacion inicial a 94°C por 1 minuto y 35 ciclos de
denaturacion a 94°C por 1 minuto, hibridacién 50°C durante 2 minutos y extension a 72
por 3 minutos, seguido de una extension final de 72°C por 10 minutos.

Para la segunda PCR se tomo6 1 pl del amplificado y se diluyé en 29 ul de agua,
posteriormente se utilizd 1 pl de la diluciébn para la segunda amplificacion con los
cebadores universales R16R2/R16F2N y las mismas condiciones del primer PCR.

Los productos de la amplificacion utilizando las condiciones de la PCR 1 obtenidos con los
cebadores R16R2/R16F2N se utilizaron para hacer un RFLP con las enzimas de
restriccion MSE |, Hhal y Hpall, y asi confirmar la identificacion del fitoplama como
perteneciente al grupo 16Sr Il (Lee et al.,1998).

Una vez confirmado que las muestras presentaban los patrones caracteristicos de los
fitoplasmas del grupo 16Srlll, se hizé un PCR anidado del gen rp utilizando los cebadores
rpF1l/rpR1 para la PCR 1 (Lim & Sears.,1992; Martini et al., 2007) y rp(lIF1/rp(lIDR1 para
la PCR 2 (Martini et al., 2007). Las condiciones de PCR fueron las mismas utilizadas para
los cebadores P1/P7 y R16R2/R16F2N, excepto el pérfil de amplificacion el cual consistio
en una denaturacion inicial de 94°C por 1 minuto y 38 ciclos a 94°C por 1 minuto,
hibridacion 55°C durante 2 minutos y extensién a 72 por 3 minutos, seguido de una
extension final de 72°C por 10 minutos.

Para la deteccidn del reovirus, se utilizé la técnica de RT-PCR de acuerdo al protocolo
descrito por Cuervo (2006), para la retrotrascripcion se utilizé la enzima Affinity Script
QPCR cADN Synthesis Kit (Stratagene) incubando 25°C por 5 min, seguido 42°C por 15
min, y finalmente a 95°C por 5 min. Los productos de PCR se visualizaron en geles de
agarosa al 1.2% en camara de electroforesis horizontal.
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5.3.3 Secuenciacion y edicion de secuencias

Una vez se obtuvieron los productos del PCR, tanto de fitoplasma como del reovirus
(CFSV), estos se enviaron a secuenciar a la Universidad de lowa State al departamento
de ADN Facility. Para la edicién de las secuencias se utilizé el Software Chromas Pro
(version 1.49 beta) (Hren et al., 2007).

Para el fitoplasma 16Sr IlI-L, se hicieron cuatro tipos de alineamientos a partir de los
genes rp y 16S rRNA reportadas en GenBank utilizando el software MEGA 4.1 Estos
cuatro alineamientos se deben hacer con el fin de encontrar las regiones mas adecuadas
para el disefio de las dos sondas, una del gen 16S RNA y otra del gen que codifica para la
proteina rp, buscando la mayor especificidad posible. En el primer alineamiento se
incluyeron todas aquellas secuencias presentes en el GenBank y que han sido obtenidas
a partir del gen 16S rRNA de todos los grupos de fitoplasmas. En el segundo alineamiento
se incluyeron las secuencias de los fitoplasmas del grupo 16Sr Il incluidas las reportadas
para el fitoplasma asociado con el cuero de sapo. En el tercer alineamiento se incluyeron
secuencias obtenidas a partir de un gen que codifica para una proteina ribosomal llamada
rp, tomando solamente secuencias de fitoplasmas que no pertenecen al grupo 16Srlll; por
altimo se hizé un cuarto alineamiento igual que el anterior pero solo con los fitoplasmas
del grupo 16Srlil.

Para el reovirus se hicieron alineamientos con el programa MEGA 4.1 usando las 39
secuencias reportadas por Cuervo (2006) (pertenecientes al segmento 4 donde se
encuentra el gen de la polimerasa, el cual es altamente conservado) y otras secuencias
obtenidas a partir de RT-PCR de tejidos de plantas con los sintomas caracteristicos de la
enfermedad.

5.3.4 Disefio de lasonda TagMan® y de los cebadores

Para el disefio de las sondas y los cebadores se utilizé el Software Beacon Desinger 7.5
(Premier Biosoft International). El disefio de la sonda y de los cebadores para la
deteccion del fitoplasma 16Srlll-L se hiz6 a partir de los resultados de los cuatro
alineamientos descritos anteriormente. Una vez obtenidas las secuencias de los
amplicones, cebadores y sondas para el virus y el fitoplasma, se confirmo la especificidad
utilizando la herramienta BLAST (Hren et al., 2007).
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5.4 Optimizacion de la concentracién de los cebadores y la sonda
TagMan®y determinacion de especificidad.

5.4.1 Optimizacién de la concentracién de los cebadores

La concentracion éptima de los cebadores se determiné utilizando una matriz de 4x4 de
200, 300, 400 y 600nM con el fin de lograr la amplificacion mas temprana (menor valor de
Ct), alta fluorescencia, mayor reproducibilidad de los resultados. Para estas pruebas se
utilizé el fluor6geno SYBR Green. (Korimbocus et al., 2001).

5.4.2 Optimizacién de la concentracion de la sonda TagMan®

Se evaluaron concentraciones de sonda desde 50nM hasta 400nM con incrementos cada
50 nM, buscando la mayor reproducibilidad de los resultados, el menor valor de Cty la
mayor fluorescencia (Mumford et al., 2000).

5.4.3 Evaluacion de especificidad las sondas TagMan® y de
los cebadores

Se evalu6 la especificidad de las dos parejas de cebadores y de las sondas TagMan®
disefiados para la deteccion del fitoplasma 16Srlll-L y el reovirus (CFSV) con el fin de
observar la presencia o no reacciones de cruzadas con otros grupos de fitoplasmas vy
otros microorganismos como virus, bacterias, hongos o ADN procedente de plantas sanas
e insectos (Angelini et al., 2007).

La especificidad de los cebadores y de la sonda TagMan® disefiados para el fitoplasma
16Srlll-L se evalud frente a los grupos de fitoplasmas: 16Srl (Aster yellow), 16Srll
(Peatunt WB), 16Srlll (X disease), 16SrlV (Lethal yellow), 16SrV (EIm yellows), 16SrVI
(Periwinkle virescence), identificados en estudios previos realizados por Assunta
Berttaccini de la Universidad de Bolonga, Italia.

La especificidad de los cebadores y de la sonda TagMan® disefiados para la deteccion
del reovirus (CFSV) se evalué utilizando RNA y ADN de diferentes familias de virus como
Carmovirus, Potyvirus, Potexvirus, Foveavirus y Comoviridae suministrados por la unidad
de Virologia del CIAT.

Se evalu6 también ADN de bacterias, hongos, tejido sano y RNA de posibles insectos
vectores.
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5.5 Determinacién de la sensibilidad y cuantificacidn relativa
utilizando estandares externos de fitoplasma 16Srlll-L y reovirus
(CFsV)

5.5.1 Construccion de estandares externos para cuantificacién.

Los estandares externos se construyeron para generar curvas de calibracion que
permitieron cuantificar, determinar la sensibilidad y la eficiencia de las dos parejas de
cebadores y sondas disefiadas (Torres et al., 2005).

5.5.2 Amplificacion de fitoplasma 16Sr llI-L y reovirus (CFSV)

Para la construccion de los estandares externos del fitoplama 16SrllI-L se utilizé tejido de
hojas y raices infectadas con cuero de sapo; para la extraccion de ADN se siguié el
protocolo descrito por Price et al (1993), posteriormente el ADN se diluyé a una
concentracion de 20 ng.

Para el PCR anidado se utilizaron los cebadores rpF1/rpR1 para la primera PCR (Lim &
Sears.,1992; Martini et al., 2007) y rp(lINF1/rp(llR1 para la segunda PCR (Martini et al.,
2007). Las condiciones de amplificacion fueron las mismas descritas anteriormente.

Para la extraccion de RNAdc y posterior amplificacion por RT-PCR se siguio el protocolo
descrito por Cuervo (2006). Para los estandares externos del reovirus (CFSV) se hicieron
diluciones seriadas del cADN sintetizado.

5.5.3 Ligaciény clonacién de productos de PCR

Los productos de PCR de los dos microorganismos se clonaron utilizando el vector
pGEM-T® Easy vector (Promega), para la ligacion se siguieron las recomendaciones del
fabricante. Para la purificacion del plasmido se utilizo el kit QlAprep® miniprep (Qiagen
Gmbh, Germany). El plasmido extraido se utilizé para hacer diluciones seriadas 1:10 con
ADN de plantas sanas provenientes de cultivo invitro (Torres et al., 2005).

Para cada set de cebadores y sonda disefiados se evaluaron las diluciones 1x10™ hasta
1x10™° con tres réplicas por dilucién y tres corridas en diferentes momentos con el fin de
evaluar la reproducibilidad de los resultados, la eficiencia y el R?.

Para cuantificar la cantidad de los microorganismos en el tejido enfermo se utilizé la
cuantificacion relativa, para lo cual se prepararon estandares externos, utilizando como
unidad de medida el numero de copias del pldsmido, calculado con base en el peso
molecular, usando la siguiente formula de nimero de copias= (Cantidad en nano gramos
X nimero de Avogadro)/longitud del plasmido en pares de bases X 1 X 10° X 660 daltons)
(Tatineni et al., 2008).
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Concentracién en nanogramos X nimero de Avogadro
Longitud del plasmido en pares de bases X 1 X10° X660 daltons

Numero de copias =

5.6 Condiciones de amplificacién de PCR en tiempo real para
fitoplasma 16Srlll-L y reovirus (CFSV)

Para las amplificaciones se utilizaron placas épticas de 96 pozos en un termociclador
Mx3005P® (Stratagene, La Jolla, CA, USA) con perfil de amplificacién estandar Fast Two
Step que consiste 95°C por 15 minutos, 40 ciclos 95°C por 10 segundos y 60°C por 30
segundos.

Para la amplificacion del ADN del fitoplasma 16Srlll-L se utilizé un volumen de 25 pL por
reaccion compuesto de 1 uL de ADN, 30nM de Reference Dye, 12.5 uL de SYBR® Green
Master Mix (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

Para el reovirus (CFSV) se realiz6 una retrotrascripcion con la enzima Affinity Script
QPCR cADN Synthesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA) utilizando las siguientes
condiciones 7.4 pl de RNAcd, 0.8 ul del cebador R1067, la reaccion se incubd por 3
minutos a 100°C y en hielo por al menos 4 minutos, posteriormente se adicionaron 10 pl
de mezcla maestra de la enzima y 1 ul de enzima Affinity Script QPCR cADN Synthesis, la
reaccion se incubo a 25°C por 5 minutos, 42°C por 15 minutos y 95°C por 5 minutos.

Para la PCR en tiempo real para los dos microorganismos se utilizé un volumen por
reaccién de 25 uL, que contiene 2 uL de cADN, 30nM de Dye de referencia, 12.5 L de
SYBR® Green mezcla maestra (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

5.7 Validacion de PCR en tiempo real para fitoplasma 16Srlll-L y
reovirus (CFSV)

La validacién de la prueba de qPCR desarrollada se dividié en dos partes: En la primera
parte se buscaba comparar las detecciones en raices enfermas vs el diagnostico
tradicional por PCR anidado y RT-PCR. En la segunda parte se comparo el resultado de
gPCR con la técnica de injerto utilizada rutinariamente. El resultado obtenido por la dos
metodologias se confirmd llevando las plantas a campo y evaluado sintomas luego de 10
meses de cultivo.

Para la primera parte de la validacion se utilizaron mas de 20 raices de yuca que
presentaban sintomas de la enfermedad del cuero de sapo, obtenidas de 10 genotipos
diferentes. Se analizaron dos raices por genotipo.

El ADN total de las plantas infectadas se extrajo utilizando el kit Wizard Genomic ADN
Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI). Para el RNA se utilizé el kit SV Total RNA
Isolation System (Promega Corp., Madison, WI).
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Las muestras se amplificaron por RT-PCR segun lo reportado por Cuervo (2006)
metodologia hombrada anteriormente para la deteccién del reovirus (CFSV) y por PCR
anidado segun lo reportado por Martini et al., (2007) para fitoplasmas del grupo 16Srlll
con los cebadores rpF1/rpR1 (Lim & Sears.,1992; Martini et al., 2007) y rp(lI)F1/rp(l1)R1
para el segundo PCR (Martini et al., 2007).

Una vez se analizaron las raices por los métodos tradicionales se hiz6 las detecciones por
PCR en tiempo real con las parejas de cebadores y sondas disefiadas para los dos
agentes asociados con la enfermedad del cuero de sapo utilizando las condiciones de
PCR estandarizadas anteriormente.

Para la segunda parte de la validacion se utilizaron 40 estacas provenientes de plantas
con sintomas de cuero de sapo en las raices y cinco plantas sanas provenientes de
cultivo invitro del banco de germoplasma de CIAT-Palmira. La estacas de
aproximadamente cinco yemas cada una se sembraron en bolsas negras plasticas, se
dejaron crecer durante aproximadamente 45 dias, luego se injertaron con la variedad de
yuca secundina utilizada como indicadora, la cual expresa moteados en las hojas luego
de injertada sobre plantas enfermas; simultineamente se hicieron detecciones de los
microorganismos en estas estacas de yuca.

Para correlacionar los resultados de la prueba de indexacion por injerto con las
detecciones por gPCR, las plantas se sembraron bajo condiciones de una casa de malla
en CIAT-Santander de Quilichao (Anexo A) las plantas fueron tratadas con insecticidas
(Dimethoate, Malathion, Tiametoxam y Lambdacihalotrina) y luego de ocho meses se
cosecharon para evaluar los sintomas en las raices.

5.8 Evaluacién de la correlacion de sintomas observados en raices
comerciales con la presencia del fitoplasma 16Srlll-L y/o reovirus
(CFSV).

5.7.1 Primera fase:

Para establecer la correlacion de sintomas de raices comerciales con la presencia de los
dos microorganismos, se colectaron en campo plantas de cinco variedades diferentes que
presentaban los sintomas caracteristicos en las raices; de cada variedad se tomaron 30
estacas (semilla vegetativa), las cuales se sembraron en bolsas plasticas de tres kilos y
se ubicaron en jaulas de malla (para evitar la entrada de insectos) en un disefio de
parcelas divididas, en donde la parcela principal fue el genotipo y la subparcela
correspondi6 al tercio de la planta ( inferior, medio y superior). En cada jaula se ubicaron
seis plantas del mismo tercio y misma variedad. El ensayo fue establecido en CIAT
Palmira.

Las plantas luego de dos a tres meses de sembradas se evaluaron por la presencia de los
dos microorganismos utilizando para ello la metodologias de PCR en tiempo real descritas
previamente para el fitoplasma 16Srlll-L y el reovirus (CFSV), teniendo como variable de
respuesta el numero de copias del gen de la polimerasa (reovirus CFSV) y el gen rp
(fitoplasma 16SrllI-L).
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Estos andlisis mostraron las siguientes combinaciones en cuanto a la presencia de los
dos microorganismos:

1. Plantas con fitoplasma 16Srlll-L y reovirus CFSV).
2. Plantas con fitoplasma 16SrllI-L

3. Plantas con reovirus CFSV.

4. Plantas con valores de Ct superiores de 35

5. Control negativo. (ADN de plantas invitro evaluado para los dos microorganismos por
la metodologia de PCR en tiempo real con resultado negativo).

Con base en los resultados obtenidos se establecié una segunda fase, bajo condiciones
de campo, para ello las plantas fueron confinadas en una casa de malla en el Centro
Experimental de la Universidad Nacional sede Palmira (CEUNP) ubicado en el
corregimiento de Villa Gorgona (Anexo B). Las combinaciones encontradas en la primera
fase se consideraron como tratamientos para la segunda fase de evaluacion.

5.7.2 Segunda fase

Las plantas permanecieron en campo (Anexo B) durante nueve meses, se fertilizaron
durante los primeros tres meses con 60 gr de elementos mayores (15, 15, 15) y se
regaron segun la necesidad. Se utilizé un disefio experimental de bloques completos al
azar con cinco repeticiones y 25 plantas por cada tratamiento (Fitoplasma, Virus,
Fitoplasma-Virus, Plantas con valores de Ct superiores de 35, Controles negativos).
Pasados nueve meses las plantas se cosecharon y se midieron las siguientes variables:
Severidad (evaluada de acuerdo a la escala raiz por raiz de 1-5 (Anexo C) y escala
utilizada por la Universidad de Cérdoba en pruebas de resistencia varietal (Anexo D)
evaluando de 1-10 todo el conjunto de raices de la planta), nimero de raices enfermas,
sanas y totales, grosor de tocon, grosor de raices sanas y enfermas, peso de raices en el
aire y longitud de raices sanas. Las variables fueron evaluadas en cada una de las
plantas de cada tratamiento, por tal motivo el peso de las raices en algunas plantas con
una severidad alta no fue posible hacer la medicion de peso en el agua (para este peso
rutinariamente se utiliza un peso de tres kilos).
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6.Analisis estadistico

La primera fase del ensayo se analizé de acuerdo a un disefio de parcelas divididas, en
donde la parcela principal fue el genotipo y la subparcela el tercio de la planta. Se realiz6
un analisis de varianza (ANOVA) con el nimero de copias de los dos patégenos en los
tres tercios de la planta y genotipo, ademas se hicieron pruebas de comparacién de
medias (Test de DUNCAN). Con los resultados del numero de copias de cada uno de los
microorganismos se hicieron agrupamientos de las plantas para ser utilizados como
tratamientos en la segunda fase del ensayo.

La segunda fase del ensayo se analizé de acuerdo a un disefio de bloques completos al
azar, para determinar diferencias entre tratamientos (agrupamientos encontrados en la
fase 1 del ensayo) se utilizé la prueba de ANOVA y para establecer diferencias entre los
tratamientos se utilizé la prueba de LSMEANS con un nivel de significancia del P<0.1,
adicionalmente se hiz6 una prueba de correlacion de PEARSON entre las variables y
posteriormente regresiones simples para explicar la variacion de variables
correlacionadas.

Se desarroll6 una prueba de componentes principales (Anexo E) para agrupar las
variables de peso de raices en el aire, numero de raices totales, nimero de raices sanas,
porcentaje de raices afectadas, grosor de raices enfermas, grosor de raices sanas, logitud
de raices sanas y longitud de raices enfermas.
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7.Resultados y discusion

7.1 Disefio de la sonda TagMan® y de los cebadores para la deteccion de
fitoplasma 16Srlll-L y reovirus (CFSV).

7.1.2 Recoleccion de material vegetal

Se colectaron raices y tallos de yuca de plantas con sintomas de la enfermedad (Tabla
2.1) de los genotipos CM 1219-9, HMC-1 MCOL 2489, MCOL2547, colectados en el
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) ubicado en Palmira, Departamento del Valle de
Cauca. En el Departamento del Cauca se recolectaron tallos y raices del genotipo Reina,
SM 909-25, MBRA 383, CM 5460, Secundina 80 y 86. Por ultimo del Departamento de
Cérdoba se recolectaron tallos y raices de plantas de los genotipos Venezolana y
Verodnica.

Tabla 2.1. Zonas y genotipos de yuca recolectadas para el disefio de la sonda TagMan® y
cebadores

Departamento | Genotipo Tejido
SM 909-25, MBRA 383, CM
Cauca 5460, Secundina 80 y 86 raices y tallos
CM 1219-9, HMC-1 MCOL
Valle del Cauca | 2489, MCOL2547 raices y tallos
Cérdoba Venezolana y Veronica raices y tallos

7.1.3 Extraccion de RNAcd y ADN

Para la extraccion de RNA se evaluo el kit SV Total RNA Isolation System (Promega
Corp., Madison, WI, USA) frente al protocolo propuesto por Cuervo (2006).

Para la extraccion del ADN se evalué el protocolo Wizard® Genomic ADN Purification Kit
(Promega Corp., Madison, WI, USA) frente al utilizado rutinariamente propuesto por
Gilberton et al., (1983). Esto se hiz6 con el fin de estandarizar la calidad de las
extracciones con la confiabilidad, reproducibilidad y robustez que ofrece un kit comercial.
(Stratagene., 2009). La validacion se hiz6 a partir de la extraccion de ADN de raices de
plantas de la variedad Reina con sintomas de la enfermedad y hojas de plantas de esta
misma variedad de semilla sembrada en invernadero.
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7.1.4 PCR anidado y RT-PCR

Se amplificé el ADN del fitoplasma y el cADN del reovirus. Se encontr6 al momento de
hacer la retrotrastripciéon del cADN del reovirus que la enzima transcriptasa reversa M-
MLV (Invitrogen), presentaba bandas Unicas y bien definidas pero con poca sensibilidad
como se muestra en la Figura 1 en los carriles 12 a 21, para mejorar la sensibilidad en la
deteccién del reovirus, se evalué la enzima Affinity Script QPCR cADN Synthesis Kit
(Stratagene), la cual es una version mejorada para gPCR de la enzima Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase (MMLV-RT), lograndose una mayor eficiencia en la
conversion de RNA a cADN otorgando una mayor sensibilidad, detectando el reovirus en
la mayoria de las muestras analizadas provenientes de plantas de campo con sintomas
en raices.

En la PCR anidada, se obtuvieron bandas de 1200 bp (Figura 2) las cuales coinciden con
el tamafio reportado para el grupo 16Srlll del fitoplasma (Martini et al., 2007), al hacer las
digestiones con las enzimas Tsp5091 y Alul se observé un patrén de restriccion que
coincide con el grupo rplll-H (Figura 3) reportado anteriormente por Alvarez et al., 2009,
quienes no encontraron diferencias en los patrones de restriccion de las muestras
amplificadas a partir del gen 16S rRNA y rp, concluyendo que el fitoplasma asociado al
cuero de sapo de la yuca podria estar dentro de un nuevo subgrupo segun la clasificacion
por proteinas ribosomales (rp).

En la Figura 4 se observa el alineamiento de fragmentos de secuencias de fitoplasmas
obtenidas del GenBank pertenecientes al gen rp, este alineamiento completo se utilizé
para hacer el arbol filogenético (Figura 5), en donde se observa CFSD 16Srlll rp-H MB
(extraido de de Bemisia teberculata) y CFSD 16Sr rp-H (extraido de raices de la variedad
SM 909-25) se encuentran agrupados dentro del mismo grupo de los fitoplasmas del
grupo 16Srlll, pero separados de los demas subgrupos, lo cual soporta la existencia del
subgrupo rplll-H (subgrupo determinado en base al gen rp), por otro lado el analisis de
bootstrap de éste nuevo subgrupo tiene un valor de 100% lo que comprueba lo descrito
por Alvarez et al., (2009) para el gen 16S rRNA.
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Figura 1. Amplificacion de cADN del revirus
mediante la técnica de RT-PCR para CFSV,
utilizando dos enzimas retrotrascriptasas: 1-10
Affinity Script QPCR cADN Synthesis Kit
(Stratagene); 12-21 transcriptasa reversa M-
MLV (Invitrogen).
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Figura 2. Amplificacion del ADN del
fitoplasma 16Sr-Ill mediante PCR anidado
utilizando los cebadores rp a partir de raices
de yuca con sintomas de cuero de sapo.
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Figura 3. Perfiles de restriccion del producto amplificado mediante PCR anidado del gen rp con los
cebadores rpF1/rpR1 - rp(ll)F1/rp(ll)R1. A; Patron de restriccion correspondiente a la enzima Tsp
5091. B; Patrén de restriccion correspondiente a la enzima Alul. Como referencia se corrieron
fitoplasmas de grupo 16Srlll: GRI, golden rod yellows; JR, poinsettia branch-inducing; VAC,
Vaccinium witches; MW | milkweed yellows; SBB, big bug; MWI, API phytoplasma from Euscelidius
variegatus from ltaly; CY, clover yellow edge phytoplasma; PYLR, peach yellowleaf roll; SPI, spirea
stunt; CAFE-MC-B2, NOGAL-M5-H, NOGAL-M4-H, NOGAL-M3-T, NOGAL, fitoplasmas del grupo
16Srlll identificados en Colombia en plantas de nogal (Cordia alliodora ) y café (Coffea arabica);
YUCA es el fitoplasma asociado del grupo 16Srlll-L.
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7.1.5 Disefio de sonda TagMan®y cebadores

La mayoria de sondas descritas para fitoplasmas (Tablal) han sido disefiadas para
amplificar regiones del gen 16S rRNA, un gen altamente conservado muy utilizado para
estudios filogenéticos en procariotes. Sin embargo, esta regién no permite diferenciar
algunos grupos de fitoplasma que son bioldgica y ecoldégicamente diferentes. El gen rp, al
igual que el gen 16S rRNA es conservado en todas las especies de bacterias, pero a
diferencia de éste ultimo, permite hacer una clasificacion mucho mas especifica de los
diferentes grupos de fitoplasmas, debié a que ésta regiébn es mucho mas polimorfica,
permitiendo el disefio de cebadores grupo especificos (Martini et al., 2007).

En la Tabla 3 se observan homologias entre el 97 y el 98% para los fitoplasma del grupo
16Sr 1I: Clover yellow, Western X, Pecan bunch, Milkweed yellows, Vaccinium witches'-
broom, Goldenrod yellows, Dandelion virescence, Canadian peach X, Poinsettia branch-
inducing, Walnut witches'-broom Peach X-disease. En algunas accesiones la homologia
fue de 98% debido a una variacion en dos bases de la secuencia del fitoplasma CFSD
16Srlll-L (Figura 4). Las cuales se encuentran en la posicién de la sonda. Homologia de
97% en las secuencias se deben a la variacion en las mismas bases y una adicional en la
posicion del cebador sentido, estas variaciones deberian otorgar una especificidad Unica
para el grupo 16SrllI-L. Sin embargo al hacer las pruebas de especificidad (Tabla 10) se
encontré que la sonda y los cebadores amplificaron todos los subgrupos analizados (A, B,
D, E, F, H) del grupo 16Srlll, por otro lado en la prueba de especificidad se incluyeron
muestras de ADN de fitoplasmas de los grupos 16SrVI y 16SrXV, extraidos de yuca con
sintomas de witches' broom; donde en ninguna de esta muestras se detecto el fitoplasma
16Srlll-L asociado al cuero de sapo de la yuca (Tabla 11).

Teniendo en cuenta los resultados de especificidad mostrado en las Tablas 10 y 11 se
puede ver que la sonda es especifica para el grupo 16Srlll pero no para el subgrupo L a
pesar de tener dos bases de diferencia en la posicién de la sonda como se indico
previamente. Posiblemente esto se deba a inespecificidad propia de la sonda TagMan®
estandar, por el contrario las sondas TagMan® MGB o Molecular Beacon® son sondas
que pueden discriminar hasta un nucleétido (Aldaghi et al., 2007; Baric et al., 2004). Por
otro lado el cebador sentido presenta una diferencia de al menos un nucleétido con los
subgrupos del grupo 16Srlll: C, G D, E y F (Figura 4) el cebador anti-sentido no detecta
ninguna diferencia dentro de los aislamientos de grupo 16Sr Ill alineados. Es posible que
una sonda TagMan® normal pueda discriminar de uno a dos nucle6tidos, si entre los dos
cebadores existe una variacion de siete nucleétidos como lo demuestra Angelini et al.,
2007 con el disefio de tres sondas para detectar fitoplasmas causantes de
amarillamientos en uva pertenecientes a los grupos 16Sr |, 16Sr V, 16Sr XII a partir del
gen 16S rRNA.

La sonda disefiada para el reovirus se bas6 en la metodologia de Cuervo (2006) en la
cual los cebadores fueron disefiados para amplificar el RNA 4 del genoma del virus
teniendo en cuenta los siguientes criterios: El alto nivel de conservacion que posee esta
region, la cual es responsable de codificar la enzima polimerasa permitiendo detectar
facilmente diferencias genéticas lo que favorece su empleo en estudios de variabilidad.

Los estudios de variabilidad hechos por Cuervo (2006) mostraron la presencia de tres
variantes o cepas diferentes del virus: El primero conformado por la cepa Amazonas 16, el
segundo por FSD 29, y el tercer grupo conformado por aislamientos procedentes de la
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Costa, los Llanos, Cauca, Regional Tolima y demés (Figura 7). Los cebadores disefiados
por Cuervo (2006) permiten detectar las tres cepas identificadas del virus hasta el
momento. Lo cual hace que la region de 958 bp (Tabla 4) promisoria para el disefio de
sondas de PCR en Tiempo Real. Sin embargo al analizar las secuencias publicadas por
Cuervo (2006) de las diferentes cepas del virus se observd que en esta region a pesar de
ser conservada presenta gran polimorfismo. Se escogié para el disefio de la sonda un
fragmento de 339 bp (Tabla 5) conservadas en todas las cepas reportadas por Cuervo
(2006).

En la Figura 6 se observa que el cebador sentido, identificado en el primer recuadro
amarillo presenta variaciones de un solo nucleétido con los aislamientos de Amazonas y
Cauca A, la sonda presenta una variacion de un nucle6tido con un aislamiento de regional
Tolima y con los tres de Amazonas, por otro lado el cebador anti- sentido tiene una
variacion de un nucleétido solamente con el aislamiento regional Tolima C; dichas
variaciones no representan un riesgo de escapes al momento de hacer los diagnosticos..

En esta familia de virus a pesar de tener dsRNA y presentar una alta variabilidad genética
a causa de mutaciones ocurridas durante la replicacion del RNA, ha permitido el disefio
de pruebas de PCR en Tiempo Real a partir de alineamientos de regiones conservadas
como la de la polimerasa viral. (Wu et al., 2000; Fernandez et al.,2008; Adlhoch et al.,
2011; Shaw et al., 2007; Yin et al., 2010; LeBlanc et al., 2010) por lo que la prueba de
PCR en tiempo real disefiada no es la primera para esta familia de virus.
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AY183720 165r I
EF417591 16Sr I
AY183716 16Sr I

GU228515 16Sr I

AY183705 165rl

EF193381 16Sr II
EF193380 16Sr II
EF193377 165r II
EF186818 16Sr II
EF186817 16Sr II

127016 CP 16Sr III(rp-R3)
EF186813 WX 16SrIII(rp-B)
127047 WX 16SrIII(rp-B)
EF186812 WWB 16srIII(rp-B)
EF186811 PoiBI 16SrIII
EF186806 SP1 165rIII (rp-F)
EF186810 GRY 16SrIII (rp-E)
EF186808 MWY 165rIII (rp-D)
EF1£6807 PB 16SrIII (rp-G)
127019 CYE 16SrIII (rp-C)
EF186809 VAC 165rIII
CFSD 16Sr III-L

EF186805 16S5r IV
EF050087 16Sr IV
FJ416452 16Sr IV
DQ318236 16Sr IV
DQ318239 16SrIV

127022 165r V

IAY332656 165r V

EU116428 165rV

FJ154848 165r V

DQ318236 16Sr IV
DQ318239 16SrIV

127022 16Sr V

IAY332656 16Sr V

EU116428 165rV

FJ154848 165r V

L27011 165r VI

AY197683 165r VI

126999 16Sr VII

EF186805 165rIV

DQ297677 16SrIV
AY197673 165r X
EF186803 165r IX
EF186801 165rIX

EF193364 16Sr XII
AY303558 16SrXII
EF193362 165r XII
EF193365 165r XIII
L27027 16Sr VIII
FJ705831 unclassificated

Figura 4. Alineamiento del amplicén obtenido a partir de la sonda y los cebadores disefiados a
partir del gen rp, el cual muestra la especificidad de la sonda rplll-p y de los cebadores rplll-
PF/rplll-PR en relacion con otros fitoplasmas de grupo 16Srlll. El primer cuadro en color amarillo
indica el sentido, el segundo y tercer cuadro del mismo color indican la posicion de la sonda y del
cebador antisentido respectivamente. Los dos cuadros negros que se ubican sobre la posicién de la
sonda (segundo cuadro amarillo) indica las bases que hacen la sonda especifica para el
aislamiento CFSD 16Sr IlI-L.
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EF197116 Acholeplasma palmae

65

100

Figura 5. Arbol filogenético construido por el método de maxima parsimonia analizado mediante
el algoritmo near-full-lenght. Las secuencias de fitoplasma de los aislamientos CFSD 16Srlll rp-H
MB (aislado de mosca blanca Bemisia tuberculata), CFSD 16Sr rp-H (aislado de la variedad SM
909-25); las otras secuencias de fitoplasmas son pertenecientes a los grupos ribosomales 16Sr
LILIL IV,V, VI, VI IX, X, XIEy X1 reportadas en el GenBank y utilizados como referencia
dentro del género ‘Candidatus phytoplasma’.
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Amazonasleld
AmazonasleB
Amazonaslac
FSD298
F5D29B
CostalA
CostalB
Costalh
Costa2C
CostalB
RegTolimal
RegTolimaB
RegTolimal
FSDSAL
FSD5B
FSDE0A
FSDEOB
SM3098
CESV-20
(Catumareld
Caucall
(CatumareB

(CaucalB
CaucalC
(CaucalD
Caucal3l
(Cauca3B
Llanolh
Caucalh
Cauca?B
(Cauca2C
CM5460A
(CMS5460B
(CMS5460C
CHMC408
(CMC40B
CMC40C
Llanclh
m4125562 RRsV HHE

Figura 6. Alineamiento del amplicon disefiado a partir de un fragmento de 958 bp proveniente
del RNA 4. La Sonda CFSDV-P vy los cebadores CFSDV-PF/ CFSDV-PR presentan una buena
homologia con la mayoria de los aislamientos.El primer cuadro en color amarillo indica el
cebador sentido, el segundo y tercer cuadro del mismo color indican la posicién de la sonda y el
cebador antisentido respectivamente.
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Figura 7. Arbol filogenético construido por el método de maxima parsimonia analizado mediante
algoritmo near-full-lenght. Las secuencias de virus utilizadas son las reportadas por Cuervo (2006)

a excepcion del aislamiento CFSV-20 aislado de la variedad de yuca MBRA 383,
externo se utilizé un aislamiento de Rice ragged stunt virus obtenido del GenBank.
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Tabla 3. Homologia encontrada entre secuencias de ADN de fitoplasma asociado con el cuero de
sapo de la yuca obtenidas por PCR anidado y secuencias del fitoplasma reportadas en GenBank.

Apareamiento con GeneBank Cadigo Bases Homologia (%)
GenBank | homologadas
Peach X-disease phytoplasma strain EF186813 | 85/87 98

CX ribosomal protein L22 (rpl22)
gene, complete cds; and ribosomal
protein S3-like (rps3)

gene, complete sequence
Length=1380

Walnut witches'-broom phytoplasma EF186812 | 85/87 98
strain WWB ribosomal protein L22
(rpl22) gene, complete cds; and
ribosomal protein S3-1like (rps3)
gene, complete sequence
Length=1394

Poinsettia branch-inducing EF186811 | 85/87 98
phytoplasma strain JR ribosomal
protein L22 (rpl22) gene, complete
cds; and ribosomal protein S3-like
(rps3) gene, complete sequence
Length=1384

Canadian peach X mycoplasma-like L27016 85/87 98
organism ribosomal protein S19
and L22 genes, 3' and 5' ends
respectively Length=340

Dandelion virescence phytoplasma HM13866 | 84/87 97
strain DanVir2 ribosomal protein 0

L22 (rpl22) gene, partial cds -

Length=258

Goldenrod yellows phytoplasma strain EF186810 | 84/87 97

GRI ribosomal protein L22
(rpl22) gene, complete cds; and
ribosomal protein S3-like

(rps3) gene, complete sequence
Length=1385

Vaccinium witches'-broom phytoplasma EF186809 | 84/87 97
strain VAC ribosomal protein L22
(rpl22) and ribosomal protein S3
(rps3) genes, complete Cds
Length=1389

Milkweed yellows phytoplasma strain EF186808 | 84/87 97
MWI ribosomal protein L22
(rpl22) gene, complete cds; and
ribosomal protein S3-1like (rps3)
gene, complete sequence
Length=1339

Pecan bunch phytoplasma strain PBT EF186807 | 84/87 97
ribosomal protein L22 (rpl22)
gene, complete cds; and ribosomal
protein S3-like (rps3)

gene, complete sequence
Length=1386
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Western X mycoplasma-like organism L27047 84/87 97
ribosomal protein S19 and L22 genes,
3" and 5' ends respectively
Length=340

Clover yellow edge mycoplasma-like L27019 84/87 97
organism ribosomal protein

S19 and L22 genes, 3' end 5' ends
respectively

Length=335

Tabla 4. Homologia encontrada entre la secuencia del aislamiento CFSV-20 del reovirus asociado
al cuero de sapo de la yuca obtenida de la variedad MBRA 383 por RT-PCR y secuencias del
GenBank..

Apareamiento con GeneBank Caédigo Bases Homologia (%)
GenBank Homologadas
Cassava frogskin virus segment 4 DQ139870 | 83/83 100%

putative RNA dependent RNA
polymerase gene, partial cds
Length=1080
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/598283?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=11&RID=Z4YUKBG9014

Tabla 5. Caracteristicas de las sondas y los cebadores disefiados para la deteccion del fitoplasma
16Sr lll-L y el reovirus.

Agente asociado
Reovirus (CFSV) Fitoplasma 165rill-L

Longitud de fragmento (pb) 339 1308
Valoracidn 59.2 61.5
Secuencia de sonda 5-ACCTACCGCCCAAGAGATCCCTCA-3' 5'-ACCCCAAAAGCAGCTTCTCCAATCG-3'
Posicion 143 138
Longitud (pb) 25 25
m 67.6 64.9
GC% 60 32
Hairpin Bond (Internal) 3 3
Self Dimer dG (Internal) Kcal/mol -2 -3.1
Self Dimer Bond (Internal] (pb) 4 4
Valoracidn de cebadores 85.5 71.6
Longitud de amplicon (pb) 33 87
Tm °C de producto 71 69.1
Temperatura "C optima de apareamiento 52.4 50.4
Cross-Dimer dG (Internal) Kcal/mol -2.5 -0.8
Cross-Dimer Bond (Internal) (pb) 4 3
Cebador sentido 5-ATCCGATCATGGTTACGAGAAGG-3' 5'-GAGAAGCACAAGCAATTTTGATG-3'
Valoracidn 87.4 714
Posicidn 112 112
Longitud (pb) 23 23
Tm °C 58.7 56.3
GC% 47.8 39.1
GC Clamp (pb) 2 1
3'End dG Kcal/mol -4.1 -3.5
Self Dimer dG (Internal) Kcal/mol -2.3 -1.2
Hairpin dG (Internal) Kcal/mol 0 -0.8
Run/Repeat Length (pb) 2 4
Cebador anti-sentido 5'-CCATTCAACATTCCGTCTATACTCC-3' 5'-CAGCGTTGGCAACAGCAC-3'
Valoracion 86.1 72.9
Posicidn 194 198
Longitud (pb) 25 18
Tm °C 58.4 57.8
GC% 44 61.1
GC Clamp (pb) 2 1
3'End dG Kcal/mol -4.4 -5
Self Dimer dG (Internal) Kcal/mol -0.3 -2.5
Hairpin dG (Internal) Kcal/mal 0 -0.7
Run/Repeat Length (pb) 2 2

5'- 5-
T ATCCGATCATGGTTACGAGAAGGATTATCA |GAGAAGCACAAGCAATTTTGATGTTITACCC

AACCTACCGCCCCAAGAGATCCCTCACTGGE |CAAAAGCAGCTTCTCCAATCGTTTCAAAGC

AGTATAGACGGAATGTTGAATGG-3' TTTTAAAAAGTGCTGTTGCCAACGCTG-3'

En la Tabla 5 se observan las caracteristicas de las sondas y los cebadores disefiados
para la deteccion de fitoplasma y virus. Los datos presentados en la Tabla 5 permiten
analizar la posibilidad de formacion de dimeros de los cebadores y las sondas (la
estabilidad de un dimero se mide en forma de energia libre de Gibbs (Kcal/mol) entre més
negativo sea este valor significa que la unién del dimero es méas estable). Las
temperaturas de disociacion que dependen de los porcentajes de GC las cuales van a
condicionar las temperaturas de apareamiento indispensables para la especificidad
(Primer Biosoft., 2010).
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El programa Beacon Desinger 7.9 valora cada oligo disefiado con un valor, calculado con
base a la temperatura de fusion, la estabilidad de las posibles estructuras secundarias
que se puedan formar y la ubicacién de los oligos disefiados dentro del amplicén
(distancia entre cebador sentido y sonda); el programa utiliza un algoritmo en el que
considera el valor 6ptimo de cada una de las caracteristicas, el valor de éstos y los rangos
de tolerancia. Los valores asignados por programa van de 0 a 100 y dentro de este rango
establece tres categorias: 0-50 malo, 50-75 bueno y 75-100 excelente.

El cebador sentido para el virus y el fitoplasma tuvo una valoracion de 87.4 y de 71.4
respectivamente. El cebador del virus tuvo una calificacion excelente por tener un mayor
porcentaje de GC lo que confiere una temperatura de fusién 58.7°C. Para ninguno de los
dos cebadores se observd la formacion de estructuras secundarias estables segun lo
sugerido por el programa Beacon Designer 7.9.

El cebador antisentido tuvo una valoracion de 86.1 y 72.9 para el virus y el fitoplasma
respectivamente, presentando para el virus una mayor temperatura de melting (58.4°C) en
comparacion con la del fitoplasma (57.8°C) y en ninguno de los dos casos se presenta la
formacion de estructuras secundarias estables.

La temperatura de disociacion de los cebadores debe ser 10°C inferior a la de la sonda
con una tolerancia de +/- 5°C para el reovirus la diferencia es de 8 °C y para el fitoplasma
es de 7.89 °C, encontrandose las dos dentro de lo recomendado por el programa Beacon
Designer 7.9.

Los cebadores deben tener una temperatura de fusion con una diferencia maxima de 3°C
condicién que se cumplié para las dos parejas de cebadores disefiadas.

El tamafio de amplicon que recomienda el programa debe estar entre 70 y 200 bp; sin
embargo entre mas pequefio sea éste, los ciclos de amplificacion serdn menores y de
mayor especificidad; el menor tiempo se debe a que con amplicones pequefios (Figura 8)
como los disefiados (83 y 87pb) y que se muestran en las figuras 4 y 6; cuando los dos
cebadores y la sonda hacen el apareamiento cubre la totalidad del amplicén quedando
solo unas pocas bases sin apareamiento causando que ese tiempo de apareamiento sea
corto al igual que la denaturacién (porque se necesita menos tiempo para denaturar un
amplicon pequefio) y se evita el tiempo de extension en cada ciclo (Stratagene. 2007). Por
otro lado la especificidad de un amplicon pequefio tambien depende de la distancia en
bases entre el cebador sentido y la sonda debido a que distancias mayores de 10 bases
pueden llevar a amplificaciones inespecificas por errores de la polimerasa (Primer
Biosoft., 2010).
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Figura 8. Representacion grafica del disefio de las sondas: A. disefio de sonda a partir de un
fragmento de 958 bp amplificado mediante RT-PCR con los cebadores F110/R1067; a partir del
cual se obtuvo un amplicon de 83 bp (azul claro) que amplifica con los cebadores CFSV-
PF/CFSV-PR y con la sonda FAM CFSV-P-BHQ-I; B. Disefio de la sonda y los cebadores a partir
de un fragmento de 1600 bp ubicado en el gen rp, genes que codifican para la proteina S19-L22
gue amplifican mediante PCR anidado con los cebadores rpL2F3/rp(I)R1A y el segundo PCR con
los cebadores rp(lIF1/rp(lR1 originando un amplicén de 1200 bp, dentro de este fragmento
esta el amplicon (rojo) de 87 que amplifica con los cebadores Rplll-PF/rplll-PR y la sonda FAM-
rplll-P-1BFQ.

7.1.6 Optimizacién de la concentracion de los cebadores y de
la sonda TagMan®y determinacién de la especificidad.

Optimizacion de los cebadores fitoplasma 16Srlll-L

La concentracién de cebadores para el fitoplasma 16Srlll-L con la mejor reproducibilidad,
menor valor de Ct y mejor fluorescencia (Figura 9) fue la correspondiente a la
combinacion 200/600.

Entre las concentraciones de cebadores evaluadas no se observaron diferencias
significativas en la temperatura de fusiébn, ademas no presentaron amplificaciones
inespecificas o formaciones de dimeros. En la Tabla 6 se presentan combinaciones de
cebadores con valores de Ct menores del que presenta la combinaciéon 200/600; sin
embargo esta combinacion fue la que permitié obtener la mayor fluorescencia y mayor
reproducibilidad de los resultados.
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Fuorescence (dRn)

Figura 9. Optimizacién de los cebadores

para la deteccion del fitoplasma 16Srlll-L. La

grafica muestra la evaluacion de seis
diferentes combinaciones de cebadores.

Tabla 6.

Evaluacion de seis
combinaciones

de cebadores,
mostrando el promedio de Ct de
cada combinacion y la desviacion

estandar.

Ct Avg. | CtSD

Treated | Treated

Ind. Ind.
F/RnM (dRn) (dRn)
200/200 22.74 0.28
200/600 22.61 0.01
300/400 22.22 0.07
600/200 21.96 0.06
600/600 22.12 0.02
400/300 21.89 0.03

Optimizacién de los cebadores del virus (CFSV)

La mejor concentracién de cebadores determinada para el reovirus (CFSV) correspondi6
a la combinacion 400/300 con la que se obtuvo la mas alta reproducibilidad de los
resultados, reflejado en una desviacién estandar baja (Tabla 7). En la Figura 10 se
observa que las concentraciones bajas del cebador sentido (200/600 y 200/200)
disminuyen la fluorescencia en comparacién a combinaciones con altas concentraciones

de

Fhaorescence (dRn)

este mismo cebador.

Figura 10. Curva de Optimizacion de
los cebadores para la deteccion del
reovirus (CFSV). La grafica muestra
los resultados de la evaluacion de seis
combinaciones diferentes de
cebadores.
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Tabla

combinaciones de
mostrando el promedio de Ct de cada
combinacion y la desviacion estandar.

7. Evaluaciéon de seis

cebadores,

CtAvg. | CtSD

Treated | Treated

Ind. Ind.
F/R nM (dRn) (dRn)
200/200 26.19 0.22
200/600 25.66 0.49
300/400 25.64 0.54
400/300 25.89 0.04
600/200 26.04 0.3
600/600 25.94 0.42




Optimizacion de la concentracion de la sonda TagMan® para el fitoplasma 16Srlll-L

La concentracion de la sonda TagMan® correspondiente a 200nM fue la méas adecuada
para obtener mayor reproducibilidad de los resultados (Tabla 8), el menor valor de Ct y la
mayor fluorescencia (Figura 11A). El empleo de concentraciones bajas (50nM) y altas
(400 nM) de los cebadores disefiados para el fitoplasma y el virus mostraron una
disminucion en el Ct y la fluorescencia (Figura 11A, 11B, 12A y 12B), lo cual indica que el
empleo de concentraciones altas o bajas de la sonda contribuyen a disminuir la
sensibilidad de la técnica y por consiguiente hacen que esta no sea adecuada para la
deteccion del patégeno en muestras con baja concentracion del mismo.

B Tabla 8. Ct y desviacion
e estandar de concentraciones

de sonda entre 50nM vy
400nM.

nM | Ct Avg. | CtSD.
50 27.77 ]0.05

i) : ] 100 |26.8 0.16

150 [26.52 [0.16

Figura 11. Optimizacién de la concentraciéon de la sonda TagMan® 200 |25.99 |0.06

para el fitoplasma 16Srlll-L. La figura A. Presenta concentraciones 250 12652 | 0.05
entre 200nM y 400nM. La figura B. Presenta concentraciones entre : :

50nM y 200nM. 300 |26.82 0.09

350 |28.23 141
400 |27.85 |0.48

Optimizacion de concentracién TagMan®para el reovirus (CFSV)

Tabla 9. Ct y
desviacidn estandar de
concentraciones de
sonda entre 50nM vy
400nM para el virus

CtAvg. | CtSD
8 Treated | Treated
Ind. Ind.
. e o . nM_|(dRn) | (dRn)
Figura 12. Graficas de optimizacién de la concentracién de la sonda
TagqMan® para reovirus (CFSV). La grafica A muestra concentraciones 50 126 04
entre 50nM y 200nM. La grafica B presenta concentraciones entre 100 |25.07 |0.55
200nM y 400nM. 150 |25.61 |0.07

La concentracion de la sonda adecuada para el reovirus (CFSV) es [200 |26.84 |0.19
150nM mostrando una baja desviacion estandar (tabla 9), bajo Cty |250 |27.29 |[0.32
alta fluorescencia figura 12B. La baja desviacion estandar de 1as |359 2835 |021
amplificaciones con esta concentracion de sonda va a permitir que al
momento de generar la curva estandar y comenzar a cuantificar las
muestras de campo, los resultados sean muy reproducibles (Mumford
et al., 2000).

350 [28.96 |0.01
400 [29.18 |0.89

57



7.1.7 Especificidad de la sonda para la deteccion del
fitoplasma 16Srlll-L y el reovirus (CFSV)

Tabla 10. Resultados de la prueba de especificidad de la sonda TagMan® para la deteccidon del
fitoplasma 16Srlll-L, evaluada en un grupo de microorganismos fitopatdgenos y tejidos de yuca.

Muestra Ct Muestra Ct
NTC No Ct Elm yellos 16Sr V-A No Ct
Agrobacterium No Ct Elm yellos 16Sr V-C
pp No ct
Agrobacterium No Ct Periwinkle
spp virescence 16Sr VI No Ct
Empoasca spp No Ct Periwinkle
virescence 16Sr VI No Ct
Mosca blanca No Ct CFSD1 16Srlil-L
21.16
Planta de yuca No Ct CFSD2 16SrllI-L
invitro 25.13
Colletotrichum No Ct Solanum
spp marginatum big
bug 165rlll 21.88
Xanthomonas No Ct Vaccinium witches'
axonopodis pv broom 165r llI-F
manihotis 18.59
Phytophthora No Ct poinsettia branch-
spp inducing 16SrllI-H 21.20
Phytophthora No Ct phytoplasma from
spp Euscelidius
variegatus from
Italy 16Srlll-B 22.60
Raiz de yuca No ct peach yellow leaf
sana roll 16Sr-111-A 19.02
Ralstonia No Ct Green Valley X
disease 16Srlll-A 21.37
Xanthomonas No Ct peach X-disease
axonopodis pv 16Srlll-A
manihotis
19.89
Colletotrichum No Ct Clover yellows
spp edye 16SrllI-B 18.00
Aster yellow No Ct Golden rod yellows
165rl 16Srlll-D No Ct
Aster yellow No ct Spiraea stunt
16Srl-A 16Srlll-E 21.95
Aster yellow No Ct Fitoplasma de
16Srl-B uchuva 16Sr Il 19.99
Peatunt WB No ct Milkweed yellows
16Srll 16Srlll-F 20.73
Lethal yellow No Ct Clover yellows
16Sr IV edye 165rllI-B 2557
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La sonda mostro ser especifica para fitoplasmas del grupo 16Srlll (Tabla 10) mas no para
el subgrupo L al cual pertenece el fitoplasma asociado con el cuero de sapo de la yuca.
La sonda no produjo amplificaciones inespecificas a partir de ADN gendmico de yuca, ni
de insectos hemipteros que puedan ser vectores de la enfermedad.

Tabla 9. Amplificaciones de yuca con sintomas de “escoba de bruja’, las
muestras presentan una infeccidon mixta de fitoplasma del grupo 16Sr-VI y

16Sr-XV.

Identificacion de

muestra Ct (dRn) | Descripcion

Positivo 19.32 ADN de genotipo SM 909 con CS
NTC No Ct Control negativo

6 23.1.2010 No Ct Planta sana

1 22.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
9 22.1.2010 No Ct Planta sana

3 23.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
11 23.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
5 25.1.2010 No Ct Planta sana dentro de foco

4 29.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
2 22.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
10 22.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
4 23.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
12 23.1.2010 No Ct Planta sana dentro de foco

6 25.1.2010 No Ct Planta sana dentro de foco

5 29.1.2010 No Ct Planta sana dentro de foco

3 22.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
11 22.1.2010 No Ct Planta sana dentro de foco

5 23.1.2010 No Ct Planta sana dentro de foco

13 23.1.2010 No Ct Planta sana dentro de foco

7 25.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
6 29.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
4 22.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
12 22.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
14 23.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
8 25.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
7 29.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
5 22.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
13 22.1.2010 No Ct Cogollo con sintoma de witches' broom
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En la Tabla 11 se presentan los resultados de la prueba de especificidad de la sonda
disefiada para el fitoplasma evaluada con ADN obtenido de plantas de yuca con sintoma
de witches' broom, en las cuales se detectaron fitoplasmas de los grupos 16Sr-VI y 16Sr-
XV (comunicacién personal Laboratorio de Patologia de Yuca-CIAT). El resultado para
todas las muestras evaluadas fue negativo lo que indica la especificidad de la sonda y su
capacidad de discriminacion de otros fitoplasmas, aun que estén presentes en el mismo
hospedero, esto confirma que la sonda puede discriminar otros fitoplasmas que se
puedan encontrar afectando yuca en muestras de campo.

La sonda fue especifica en la deteccién del Reovirus (CFSV) y los separa de otros virus
analizados (Tabla 12), ademas no existe riesgo de amplificaciones cruzadas con el ADN
del fitoplasma 16SrllI-L que podrian originar falsos positivos.

Tabla 10. Especificidad de la sonda TagMan® para la deteccion del reovirus (CFSV) segmento
RNA 4 donde est4 ubicado el gen de la polimerasa.

Virus Ct (dRn)
Carmovirus FNSV No Ct
Potyvirus PRSV No Ct
Comoviridae PatMMV No Ct
Potyvirus No Ct
Potexvirus PepMV No Ct
Foveavirus No Ct
Cuero de sapo yuca 165rlll-L | No Ct
Reovirus CFSV 26.09
Reovirus CFSV 21.83
Planta sana No Ct
NTC No Ct

Al observar el alineamiento de la Figura 6 se aprecian diferencias entre la secuencia del
Rice ragged stunt virus en la seccién del amplicon frente a los alineamientos de los
diferentes aislamientos del virus asociado con CS a pesar de pertenecer a la misma
familia, de igual forma los aislamientos denominados como Amazonas y FSD29 muestran
una diferencia del 11% frente al resto de aislamientos Cuervo (2006). Estas diferencias
entre diferentes aislamientos del mismo virus y de otros virus dentro de la misma familia
se explica por las altas tasas de mutacién que ocurren durante la sintesis de RNA debido
a que la enzima RNA polimerasa no tiene accidn exonucleasa y por tal motivo no puede
corregir errores (Drake & Holland, 1999).
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7.1.8 Determinacién de la sensibilidad, la eficienciay curva de
calibracion utilizando estandares externos para la deteccion
del fitoplasma 16Srlll-L

La curva de calibracion presentd6 un R? de 99.6% (Figura 14) indicando una buena
correlacion entre el valor de Ct y el numero de copias de ADN del microorganismo
presente en una muestra. La eficiencia de la tecnica fue del 97% encontrandose dentro de
los limites recomendados 90% y 110% (Methods and Applications, Stratagene 2007). Las
desviaciones estandar entre repeticiones de un mismo punto en la curva muestran
resultados (Tabla 13) aceptables segun lo reportado por Kokkinos & Clark (2006).

s
3 / /
e s/
]

Figura 13. Sensibilidad de PCR en
tiempo real para la deteccion de
fitoplasma 16Srlll-L utilizando diluciones
seriadas de los estandares con
concentraciones de 4.85x107, 4.85x105,
4.85x103, 4.85x102 y 4.85x101 copias.

Figura 14. Curva de calibracion utilizada en
la cuantificacion relativa del fitoplasma 16Srlll-
L. Se observa una alta correlacion y una
eficiencia del 97%.

Tabla 13. Ct y desviaciones estandar de las
amplificaciones de la curva patrén que contienen la
ligacién de un fragmento del gen rp.

Ct Avg. CtSD
Treated | Treated

Ind. Ind.
Quantity (copies) (dRn) (dRn)
856407 69 | 03 Figura 15. Sensibilidad de gPCR con los

estandares utilizados para la curva de
4.85E+05 249 | 063 calibracion. Las diluciones 10°, 10°, 107,
108 10° 10" corresponden a los

4.85E+03 31.38 0.09 | 6 c 4

estandares de 4.85x10°, 4.85x10°, 4.85x10",
4.85£+02 3453 | 009 4.85x10°, 4.85x10%, 4.85x10" de la figura 13.
4.85E+01 37.32 0.56
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La sensibilidad de la técnica de gPCR frente a la PCR anidada fue de 1000-10000 veces
mas sensible, y permitié detectar con el estandar construido hasta 4.85x10" (Figura 13)
copias del fitoplasma. Con la PCR anidada solo se detectd hasta la dilucién 10° (Figura
15) que corresponde al estandar 4.85x10°.

7.1.9 Sensibilidad, eficienciay curva de calibracién de la prueba de
gPCR utilizando estandares para la deteccién del reovirus
(CFSV)

La curva de calibracion presentd un R* de 99.9% (Figura 17) indicando una buena
correlacion entre el valor de Ct y el numero de copias de ADN del microorganismo
presente en una muestra. La eficiencia fue del 104.7% encontrandose dentro de los
limites recomendados como se dijo anteriormente. La Tabla 14 muestra los resultados
obtenidos los cuales indican una buena reproducibilidad de los primeros cinco puntos de
la curva estandar, mientras que en el sexto punto 8.02x10' la técnica pierde

reproducibilidad.

para cuantificacion relativa del reovirus Figura 18. Sensibilidad del PCR en
(CFSV). Se observa una alta correlacion y tiempo real para la deteccién del reovirus
una eficiencia del 104.7%. (CFSV) utilizando diluciones seriadas de

los estandares correspondientes a
concentraciones de 8.02x106, 8.02x105,
Tabla 14. Ct de estdndares que 8.02x104, 8.02x103 , 8.02x102 vy
contienen la ligacion de parte del gen que 8.02x101 .copias.
codifica para la polimerasa.

3 3 7 ! 3 3 2 3
CtAve. CtsD MM 8.02% 8.02* 8.027 8.02* 8.02° 8.02* 8.02° 8.02¢ 8.02* 8.02

Treated | Treated ‘ ‘
Ind. Ind.
Quantity (copies) (dRn) (dRn) |
8.02E+06 19.76 0.23 : ‘ - W S o S
8.02E+05 22.86 0.33
8.02E+04 25.86 0.05
8.02E+03 29.39 0.14
8.02E+02 32.56 0.18
8.02E+01 3612 | 339 Figura 18. Sensibilidad de la prueba de

PCR con los estandares utilizados para la
curva de calibracion. El carril esta identificado
por el nimero de copias del estandar
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La Figura 17 y 18 indica que la PCR en tiempo real y la RT-PCR tienen la misma
sensibilidad cuando para la determinacion de ésta se utilizan diluciones seriadas de
plasmido, con lo cual se demuestra que se deben usar estos estandares de pladsmido para
comparar la sensibilidad de la dos técnicas, mas no para cuantificar los nidmeros de
copias del virus, debido a que es un método de cuantificacion relativa (Zhang et al., 2008).
Para comparar la sensibilidad de las dos técnicas se deben utilizar diluciones de cADN
(Ruiz et al.,, 2009; Munford et al., 2000). Para confirmar los anterior se solicitd al
laboratorio de Sanidad Vegetal del banco de germoplasma del CIAT-Palmira muestras
ciegas de cADN en donde se encontraran muestras positivas y negativas (Figura 19), éste
ensayo permitié conocer que la sensibilidad de la técnica de real time disefiada era mayor
que la RT-PCR tradicional y que efectivamente hacer diluciones seriadas de plasmido era
un error. En la Tabla 15 las amplificaciones marcadas con el color amarillo corresponden
a resultados positivos por la técnica de RT-PCR al revirus (comunicacién personal
Ingeniera Maritza Cuevo, laboratorio de Sanidad Vegetal del banco de germoplasma
CIAT-Palmira), las muestras con color verde en la Tabla 15 indican las amplificaciones
adicionales detectadas por gPCR y no por la técnica convencional.

Tabla 15. Resultado de evaluacion
de cADN de plantas invitro del
laboratorio de Sanidad Vegetal del
banco de germoplasma CIAT-Palmira.
Las amplificaciones de color amarillo
son el resultado positivo al revirus por
técnica convencional; las muestras de
color verde son las detecciones
adicionales por gPCR

Amplification Plots

6| 20.78
5| 20.7
1| 20.3
10 | 19.85
No Ct

2
4| NoCt X . ., .,
7 Noct Figura 19. Amplificacion por qPCR de evaluacion
8

9

1

No Ct de cADN del laboratorio de Sanidad Vegetal del
No Ct banco de germoplasma CIAT-Palmira. Las
No Ct amplificaciones de color amarillo (en la Tabla 15)
12 | NoCt son el resultado positivo por técnica convencional;
13 | No Ct las muestras de color verde son las detecciones

14 | No Ct .. .
6 TNoct adicionales obtenidas por qPCR.

21| NoCt
22 | No Ct
23 | No Ct
24 | No Ct
NTC No Ct

En la Figura 20 se presenta la curva de calibracion disefiada a partir de diluciones de
cADN con un R? de 0.999 mostrando una buena correlacién entre el valor de Ct y el
nimero de copias, muestra también una eficiencia en la amplificacion de 101.9%
encontrdndose dentro de los rangos recomendados, en la Figura 21 se muestran las
graficas de amplificaciones por gPCR de las diferentes diluciones de cADN; al comparar
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ésta Figura con la Figura 22 se observa que la sensibilidad de la técnica de gPCR para la
deteccién del reovirus es 100 veces mas sensible que la técnica de RT-PCR utilizada
rutinariamente.

e
A e :
5 : :

=

-

S

102 1060 10 106 o s ¥ ©
Ikl Quatty (copes) Cyces

Figura 21.Sensibilidad de PCR en tiempo real
para la deteccién de Reovirus (CFSV) utilizando
diluciones de cADN 1/3, 1/10, 1/40, 1/100, 1/1000,
1/10000, 1/1000000.

Figura 20.Curva de calibracion utilizada para
cuantificacion relativa de Reovirus (CFSV).
Utilizando diluciones de cADN. Se observa una
alta correlacién y una eficiencia del 101.9%.

M 993167107 S5 DR SGA 0 100 101 1020+ Tabla 16. Sensibilidad de PCR en tiempo
: real para la deteccion de Reovirus (CFSV)
. ] utilizando diluciones de cADN 1/3, 1/10, 1/40,
& 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/2000000.
& .
= Quantity
- —4 Dilucién (copies) Ct SD
1/3 2.20e+005 0.03
1/10 7.69e+004 0.07
Figura 22. Sensibilidad de la prueba de PCR con 1/40 308,000 l0.09
los estédndares utilizados para la curva de calibracion
utiizada en la deteccidon del reovirus. El carril 1/100 6.66e+003  [0.06
corresponde al numero de copias del estandar
utilizado. 1/1000 8.06e+002 0.30
1/10000 5.80e+001 0.06
1/100000 (No Ct No Ct

Para la cuantificacion rutinaria no se utilizaron las diluciones del cADN (Tabla 16) debido a
gue la reproducibilidad entre ensayos es menor y requiere de la preparacion constante
de estos estandares, las diluciones del plasmido son menos sensibles a la degradacién y
permiten un mayor numero de ensayos con la misma dilucion y manteniendo la
reproducibilidad en los resultados. (Zhang et al., 2008).
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7.2 Validacién del PCR en tiempo real para la deteccion del fitoplasma
16Srlll-L y el reovirus (CFSV)

Las raices utilizadas en este primer ensayo de correlacion tenian un grado de severidad
entre 4 y 5. En las raices con sintomas de cuero de sapo de los 11 genotipos analizados
se observaron un promedio de 2.32X10° copias del fitoplasma 16Srlll-L, con un porcentaje
de deteccion del 82%. En contraste, para el reovirus (CFSD) se observo un promedio de
3.8X10" copias, representando un porcentaje de deteccion del 45%.

En la Figura 23 y en la Tabla 17 se muestran las concentraciones del fitoplasma vy el virus
detectados en las raices, los genotipos CW 429-1 y BIPD 289-14 R1 son los Unicos que
presentan una concentracion entre 5,24X10°-1,87X10° similar al promedio detectado de
fitoplasma en los otros cuatro genotipos. El genotipo CW 429-1 (Figura 22) es un material
silvestre perteneciente a una especie diferente de M. esculenta y tiene caracteristicas que
lo hacen un buen candidato como fuente de genes de resistencia al deterioro en
poscosecha (CIAT, 2005); este material fue utilizado por el programa de genética de yuca
como madre de los genotipos BIPD evaluados, y posiblemente tiene alguna caracteristica
genética que puede favorecer el incremento del virus asociado con el deterioro en
poscosecha.

7.00E+05 ~

6.00E+05 -~

B Reovirus (CFSV)
5.00E+05 -

M Fitoplasma 16Srlll-L

1as

4.00E+05 -+

3.00E405 -
= 2.00E+05 -
1.00E+05
0.00E+00 — —

Genotipos

ode cop

Figura 23. Determinacién de la concentracién del virus y el fitoplasma en 11 genotipos de yuca
con grado de severidad en raices entre 4 y 5 para cuero de sapo.
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Tabla 17. Deteccion del fitoplasma y el reovirus en genotipos de yuca con sintomas de cuero
de sapo mediante las técnicas de PCR en tiempo real, RT-PCR, PCR anidado.

Virus Fitoplasma
varedad Ct (dRin) E‘;‘Té‘;‘ RT-PCR Ct(dFr) EL;ZT;';‘ PCR anidada
BIPD 280-6 34.43 1.00E+04 - 28.13 T.OTE+0S =
BIPD 280-6 Mo Ct ] - 2347 5. TIE+0S =
ow 243-1 Mo Ct a - 3010 1,80E+05 -
ow 243-1 23.04 5.24E+05 - 30.40 1.45E+05 =
BIPD 284B-3 MNa Ct ] - 30.38 1.47TE+0S =
BIPD 2584E6-9 333 2. 36E+04 - 3183 5, 15E+04 =
BIPD 243-45 Mo Ct 0 - 3052 1.34E+05 =
BIFD 243-45 Ma Ct 0.00E+00 - 30.74 1,16E+05 =
BIFD 289-42 Mo Ct 0 - Ma Ct 0,00E+00 =
BIPD 289-42 Mo Ct 0.00E+00 - Mo Ct 0,00E+00 =
BIFD 253-40 [a Ct ] - 30.76 1. 14E+05 =
BIPD 283-40 3rd T.24E+02 - 2343 2 6dE+05 =
BIPD 282-3 Mo Ct 0 - Ma Ct 0,00E+00 =
BIPD 282-3 Mo Ct 0.00E+00 - 26.71 1.65E+06 =
BIPD 2584E6-66 Mo Ct 0 - 3553 4 22E+02 =
BIPD 2584E6-66 38.24 3.98E+02 - 2316 3.52E+05 =
BIPD 253-14 2372 187000 - 3023 1.56E+05 =
BIPD 253-14 32.73 2.04E+04d - 3167 5,83E+04 =
BIPD 284-35 Mo Ct 0 - 29.56 2.6d4E+05 =
BIPD 284-35 3273 2. 13E+04 - 3016 1. 72E+05 =
BIPD 284-43 328 20000 - 337 1.35E+04 =
BIPD 284-43 33.70 1.05E+04 - Mo Ct 0,00E+00 =
Catumare 47 vi Ma Ct 0 - Ma Ct 0.00E+00 =
MTC Ma Ct 0.00E+00 - Mo Ct 0,00E+00 =

En la Tabla 17 se observa que los resultados para el fitoplasma son reproducibles,
mostrando en la mayoria de las detecciones valores de Ct similares. Las detecciones del
virus son menos reproducibles, y el porcentaje de deteccion es bajo en raices en
comparacion con el fitoplasma.

Para Chrysanthemum yellows phytoplasma grupo 16Sr-1 que puede se ha reportado que
puede acumularse en las raices en concentracién diez veces mayor que en las partes
jévenes de la planta (Saracco et al., 2006).
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7.2.1 Validacion de la técnica de gPCR frente a la prueba de injerto
en la planta indicadora Secundina

El injerto en la variedad indicadora secundina es una técnica que se utiliza en CIAT para
la deteccién de la enfermedad desde hace mas de 20 afios. El método consiste en injertar
la variedad indicadora sobre el material que se desea evaluar, luego de 20-25 dias se
observa en las hojas de secundina un mosaico si la muestra es positiva (Cuervo., 2002).

Tabla 18. Resultado de la segunda fase de la validacion de la técnica de gPCR desarrollada.
Se evalué la correlacion entre el sintoma en campo al momento de la cosecha inicial (Evaluacion
en campo 2010), deteccion por qPCR de virus y fitoplasma.

Grado de Grado de
severidad L. L. severidad
D _ de Evaluacion | Evaluacion Rt-::su'.lltado de
planta Genotipo evaluacion ;.)or aPCR por R:I'- |n]ert'o evaluacién
en campo Fitoplasma | qPCRvirus | secundina en campo
2010 2010
1| BIPD 280-245 3+ + + 5
5
BIPD 280-219 3|+ + + 5
BIPD 280-79 4|+ + P/F 4
4 | BIPD 280-105 3]- + + 5
4
BIPD 280-57 4 |- P/F + P/F
BIPD 280-142 3|+ + + 4
BIPD 280-161 4|+ P/F + 4
4
BIPD 280-58 4|+ P/F P/F 5
BIPD 280-8 2+ + + 5
10 | BIPD 280-115 2+ + + 5
5
5
11 | BIPD 280-3 41 + P/F + 4
12 | BIPD 280-170 3|+ + + P/F
13 | BIPD 280-228 4+ + + P/F
14 | BIPD 280-173 5|+ + + P/F
15 | BIPD 280-268 4|+ P/F + P/F
16 | BIPD 280-111 3|+ - + 4
17 | BIPD 280-22 3|+ - + 4
18 | BIPD 280-122 2+ + + P/F
19| BIPD 280-217 2|+ - + g
20 | BIPD 280-49 4|+ + + 4
5
21 | BIPD 280-60 3|+ + P/F 5
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23

BIPD 280-203

EE Y

24

CM 7951-5

P/F

P/F

25

27

BIPD 289-21

BIPD 289-27

w w
+

28 | BIPD 289-3 4|+ + + P/F
Cosfeeozmas | s e e[

30| BIPD 280-173 5|+ + + 4.5

31|BIPD 284B-16 4+ + + P/F

32 | BIPD 284B-65 5+ - + P/F

33 | BIPD 284B-27 5|+ - + 4.5

34 | BIPD 284B-26 5[+ - + 4

37 | BIPD 284B-35 5|+ - + 3.5
4
38 | BIPD 284B-66 5[+ + + 3.5
3
39 | BIPD 284A-38 5[+ + + 2

41| HMC 2 1]- - ; 1
42 | MCOL 2066 1]- - - P/F
43| MCOL 2215 1]- - - P/F
44| MCOL 2425 1]- - ; 1
45| MCOL 2621 1]- P/F - P/F

*P/F= Planta Faltante.
En azul=resultados negativos con el injerto de Secundina proveniente de plantas enfermas.

En rojo= plantas con resultado positivo para gPCR para alguno de los dos microorganismos.
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Con este ensayo de validacion de la técnica también se pretendia evaluar la correlacion
entre el resultado del injerto y la presencia de moteado en las hojas de secundina.

Para este ensayo, de cada planta proveniente del campo (Grado de severidad de
evaluacién en campo 2010, Tabla 18) se tomaron tres estacas (semilla vegetativa) para la
evaluacién a través de gPCR de los dos microorganismos, el resultado que se presenta (+
0 -) en la Tabla 18. En la evaluacién en campo en 2011 (Tabla 18) se presentan datos de
severidad de las plantas de yuca al momento de la cosecha.

La tendencia para la mayoria de los genotipos es a incrementar o mantener la severidad
entre las evaluaciones del afio 2010 y 2011, esto coincide con lo reportado por Alvarez et
al., (2005). Este comportamiento de las raices de yuca a incrementar la severidad sucede
debido a que la yuca es un cultivo que se puede comportar como un perenne y las
enfermedades asociadas a fitoplasmas como Bois noir en uva (Foissac, X y Wilson, M.R.
2010) y algunas virales (Agrios., 2005) son enfermedades monociclicas, en las cuales el
inéculo primario es el Unico in6culo, incrementdndose entre un afio y otro su
concentracion (Agrios., 2005), aumentando la severidad entre un afio y otro(Teixeira et al.,
2008).

En la Tabla 18 en color azul se presentaron resultados negativos del injerto en
evaluaciones de semilla proveniente de plantas enfermas con cuero de sapo, razén por la
cual en la evaluacion en campo del 2011 se observa por lo menos una planta sana.

En la Tabla 18 se identificaron plantas con resultado positivo para la técnica de qPCR e
injerto que en la evaluacion en campo del 2011 no mostraron sintomas de cuero de sapo
en las raices. Este resultado se explica por la sensibilidad de las dos técnicas (qQPCR e
injerto) para detectar en plantas asintomaticas.

El porcentaje de deteccion de la técnica de qPCR para el fitoplasma y para el injerto fue
de 92.5% vy el porcentaje de deteccion del virus por la técnica de qPCR fue de 76.47%. La
deteccién de fitoplasma a través de qPCR presenta una buena correlacion con la
presencia de sintomas en raices enfermas y con la técnica del injerto, lo cual significa que
la técnica de qPCR podria llegar a sustituir el injerto en Secundina al tener el mismo
porcentaje de deteccién en un menor tiempo de evaluacion.

Este resultado sugiere que para hacer las detecciones mediante la técnica de gPCR se
necesita conocer mejor la distribucion del patégeno en la planta para saber con exactitud
gue tejido tomar y de qué parte de la planta, con el fin de evitar tomar varias muestras de
una misma planta. No significa que la deteccion en Secundina sea sensible, lo que ocurre
es un incremento de indculo por el injerto expresando sintomas foliares en las plantas.
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7.3 Distribucién de Fitoplasma 16SrllI-L y/o reovirus (CFSV)

7.3.1 Determinacion de mejor tejido para deteccion

Para determinar la correlacion de los sintomas en raices comerciales con la presencia de
cada uno de los dos microorganismos se hiz6 un ensayo para indentificar el mejor tejido
de la planta para hacer las detecciones, en el ensayo se tuvo en cuenta el porcentaje de
deteccion en cada uno de los tejidos y la concentracion de los dos microorganismos en
los dos genotipos analizados (Figura 24 y Figura 25). Los dos genotipos analizados son
igualmente susceptibles en cuanto a los sintomas en raices, sin embargo el genotipo
BIPD 289-25 presenta cierto moteado en hojas asociados con la enfermedad (Alvarez et
al., 2009). Los parentales de este genotipo son CW 429-1 x SM909-25, este ultimo
presenta moteados caracteristicos de la enfermedad y una muy buena concentracion de
los dos microorganismos. La evaluacién de estos genotipos se hizé porque se cree que la
presencia de moteado se debe posiblemente a un mayor grado de susceptibilidad a los
dos microorganismos, que permite a los dos agentes asociados con la enfermedad
moverse libremente por la planta y acumularse en los diferentes tejidos (Saracco et al.,
2006).

M Virus

1 - M Fitoplasma

Log No de copias
[EnY
(0]

Peciolo Floema Cogollo Floema
secundario primario

Figura 24. Concentracion de los dos microorganismos asociados a la enfermedad del cuero
de sapo en cuatro tejidos diferentes en el genotipo 249-45. El floema primario y secundario
del tallo.

Para el genotipo 249-45 se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre los
diferentes tejidos (P<0.05), la prueba de diferencia de medias (DUNCAN) dio como
resultado que el mejor tejido para la deteccion en cuanto a concentracion de virus y
fitoplasma es el floema secundario. El cogollo (Figura 24) a pesar de no tener diferencias
significativas con los otros tejidos para el virus tiene un porcentaje de deteccién de 16%
(tabla 19), lo cual sugiere que este tejido no es el indicado para la deteccién del virus en
plantas que no expresan sintomas en hojas; posiblemente porque el cogollo o meristemo
apical no tiene conexion con haces vasculares lo que impide que los dos microorganismos
lleguen hasta este tejido (Carlsbecker & Helariutta., 2005) los porcentajes detectados es
posible que se deban a contaminacion al momento de la toma de la muestra con haces
vasculares.
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El floema secundario extraido a partir de tallo se escogié como el mejor tejido porque se
encuentran los dos microorganismos en buena concentracion (grafica 24) y porcentajes
de deteccion de 83 y 100 para virus y fitoplasma respectivamente. (tablal9).

En la Figura 26B se observa un corte longitudinal del tallo, los circulos amarillos sefalan
los lugares en el tallo donde se encuentra el floema secundario, el cual est4 conectado
por tubos laticiferos, secretores de latex como se observan en la figura 26B. En ésta
misma figura se observa agrupamientos de haces vasculares donde se encuentra el
floema secundario (Zhang et al., 2003).

En la Figura 26A se observa el floema secundario en raices de almacenamiento en donde
se obtienen buenas amplificaciones de fitoplasma en raiz. El floema secundario en yuca
se encuentra ubicado hacia la parte externa de la raiz entre el cambium y el parénquima,
sin embargo Zhang et al., (2003) reporta que no solamente el floema secundario se
encuentra en esta region sino que ademas esta distribuido en pequefios agrupamientos
en la pulpa concentrandose en la parte interna de la raiz.

Tabla 19. Porcentajes de deteccion en peciolo, floema secundario, cogollo y floema primario, en el
genotipo BIPD 249-45. Los floemas primerio y secundario se refiere a los floemas presentas en el
tallo.

Peciolo Floema Cogollo Floema
secundario primario
Virus 83% 83% 16% 100%
Fitoplasma 50% 100% 66% 66%

El floema secundario, es el tejido conductor de fotoasimilados. Esta constituido por tubos
cribosos, células acompafiantes, células parenquimaticas y tubo laticiferos, los cuales
contienen latex, sustancia rica en azUcares, almiddn, sales, terpenos y enzimas entre
otros (Castilloa et al., 1996). Los fitoplasmas estan limitados al floema de las plantas mas
exactamente a los tubos cribosos, en estos tubos cribosos se encuentra glucosa,
sacarosa y fructosa para ser utilizados como fuente de energia. Por otro lado los
fitoplasmas no pueden metabolizar aminoacidos razén por lo cual tienen que utilizar los de
la célula huésped. Los tubos cribosos del floema son células enucleadas que facilitan el
movimiento de los fitoplasmas, estos tubos contienen células acompafantes con una alta
tasa metabdlica, existe evidencia que demuestra que los fitoplasmas dependen de estas
células acompafiantes, incrementando incluso la cantidad de nutrientes que pasan por los
plasmodesmos hacia los tubos cribosos (Christensen et al., 2005)
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Figura 25. Concentracion de virus y fitoplasma en cuatro tejidos diferentes en el genotipo
289-25. El floema secundario y primario del tallo.

En la Figura 25 se observa que el genotipo 289-25 a diferencia del 249-45 (Figura 24)
presenta una mayor concentracién de virus en comparaciéon con el fitoplasma. Se observo
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) en la concentracion del virus en los
tejidos de floema primario, cogollo, y peciolo frente al tejido de floema secundario,
encontrandose en este Ultimo la menor concentracion de virus.

La concentracion de fitoplasma Figura 25 para el genotipo 289-25 presenta diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) en el cogollo frente a los tres tejidos restantes,
por otro lado tuvo un porcentaje de deteccién de 40% (Tabla 20) siendo el mas bajo de los
cuatro tejidos. Este resultado demuestra al igual que con el genotipo 249-45 que el
cogollo no es el tejido 6ptimo para utilizarlo en la deteccion de fitoplasma.

Para el genotipo BIPD 289-25 se concluye que cualquiera de los cuatro tejidos analizados
a excepcion del cogollo (para deteccion de fitoplasma) es Optimo para la deteccion de
virus y fitoplasma.

Tabla 20. Porcentajes de deteccién de fitoplasma y virus en peciolo, floema secundario, cogollo
y floema primario, en el genotipo BIPD 289-25.

Peciolo Floema Cogollo Floema
secundario primario
Virus 100% 100% 100% 100%
Fitoplasma 100% 100% 40% 100%

La Tabla 20 muestra porcentajes de deteccion para el genotipo BIPD 289-25 para el virus
y fitioplasma, en donde el Unico tejido en el que no se encontrd un porcentaje de
deteccion del 100% fue el cogollo en la deteccion que corresponde al fitoplasma.

Los genotipos BIPD 289-25 y BIPD 249-45 presentan diferencias notables en cuanto a:
concentracion de virus y fitoplasma, porcentajes de deteccion y distribucion de virus y
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fitoplasma en los cuatro tejidos analizados. Las diferencias observadas se son debidas a
diferencias en susceptibilidad en los tejidos de la planta. Ambos genotipos son
susceptibles en raiz, pero muestran diferencias en la parte aérea de la planta, en la cual el
genotipo BIPD 249-45 no presenta ningun tipo de sintoma en hojas. Los altos porcentajes
de deteccibn de la tabla 20 para el genotipo BIPD 289-25 y la diferencia en la
concentracion de virus de los dos genotipos analizados podria sugerir que este sintoma
en hojas del genotipo BIPD 289-25 se trata de la ausencia de un mecanismo de
resistencia que si estd presente en el genotipo BIPD 249-45; posiblemente este
mecanismo consista en restringir el movimiento del virus por la planta causando a su vez
un disminucién en la concentracion de éste en la planta (Lin et al., 2007). El bloqueo del
movimiento del virus por la planta es solo una de las tres estrategias utilizadas por las
plantas como mecanismo de defensa; las otras dos estrategias son mediante el bloqueo
del ensamble y replicacion del virus (Lin et al., 2007).

En la Figura 25 se observa que la concentraciéon de fitoplasma en el genotipo BIPD 289-
25 es menor, esto se explica posiblemente como se ha dicho por la menor susceptibilidad
de este genotipo. Se ha reportado que la concentracion de fitoplasmas varia de acuerdo a
la susceptibilidad de la planta, al tipo de sintoma expresado, el aislamiento de fitoplasma,
edad de la planta en la que se inicio la infeccidon y las condiciones climaticas (Saracco et
al., 2006; Berges et al., 2000).

Los resultados obtenidos en cuanto a las diferencias en concentraciones de los dos
microorganismos en los dos genotipos evaluados Yy su posible correlacion con los
sintomas foliares del genotipo BIPD 298-25, coincide con lo reportado por Kartte &
Seemuller., (1991) quienes encontraron altas concentraciones del fitoplasma Apple
proliferation en raices de los genotipos de manzana Malus domestica y M. silvestris que
presentaban como sintoma caracteristico escoba de bruja, los tubos cribosos de estas
plantas estaban poco afectados y las plantas no presentaron marchitamientos; por el
contrario los genotipos M. tschonoskii, M. sargentii y M. kansuensis presentan bajas
concentraciones del patégeno y como sintoma caracteristico un amarillamiento, los tubos
cribosos necrosados y marchitamiento de los arboles.

Un comportamiento similar se reportd en arboles del género Ulmus infectados con el
fitoplasma Elm yellows. U. americana y U.rubra tienen una muy baja concentracion de
fitoplasma, sus sintomas se caracterizan por ser inespecificos terminando en un
marchitamiento de la planta; mientras que U. minor y U. leavis tienen concentraciones
altas expresando escoba de bruja y las plantas son menos propensas al marchitamiento
(Berges et al., 2000).
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Figura 26. Floema secundario en raiz y tallo.A. Fotografia de raiz. El recuadro grande muestra
una raiz de una planta de yuca de 3 meses, en la parte interna (circulo azul) se observa la mayor
acumulacion de haces vasculares. El recuadro pequefio muestra una raiz de un afio, indicando
el lugar donde se encuentra el floema secundario (circulo rojo). B. Fotografia de tallo de una
planta de invernadero de tres meses, el circulo amarillo muestra un agrupamiento de haces
vasculares donde se ubica un floema secundario. El recuadro pequefio en los cinco circulos
amarillos muestra vasos laticiferos en donde se encuentra floema secundario.

7.3.2 Determinacion de la distribucion de Fitoplasma 16SrllI-L y/o
reovirus (CFSV) en tercio bajo, medio y superior de la planta

de yuca

La semilla asexual se colocO a germinar en potes de 2 Kg de mezcla de suelo y arena,
luego de 20 dias, se hicieron las detecciones de virus y fitoplasma. Posteriormente las
plantas se sembraron en campo para el ensayo de correlacion entre sintomas expresados

en raices y deteccion de los dos microorganismos.
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BIPD 280-1

Figura 27. Raices de Genotipos de yuca mostrando sintomas de cuero de sapo con un nivel de
severidad de 4, utilizadas en las pruebas de validacion y correlacion de sintomas. P1 y P2 indican
el nimero de la planta de la cual fueron cosechadas.A. Genotipo BIPD 289-14; B. BIPD 282-3 P1;
C.BIPD 284B-66 P1; D. BIPD 289-42 P1; E. BIPD 282-6 P1; F. BIPD 249-45 P3; G. BIPD 280-12; I.
BIPD 284-9 P2.
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En esta primera fase se tomaron plantas de seis genotipos provenientes de campo y un
control negativo. Las estacas se sembraron en bolsas plasticas y una vez germinadas se
tomé tejido para hacer la deteccion.

s

A
PN

Figura 28. Crecimiento de plantas de yuca en jaulas establecidas para evaluar la correlacion de
la presencia de sintomas de cuero de sapo y los niveles de deteccién de los microorganismos
asociados. A. Jaulas de malla con las plantas distribuidas segun el disefio experimental anterior.
B. En cada jaula se ubicaron 6 plantas del mismo tercio del tallo y mismo genotipo. C. las Jaulas
estaban totalmente cerradas y solo se podian abrir mediante un velcro, D. Para las detecciones se

tomaron tallos.
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Se observo una mayor concentracion de fitoplasma en comparacion con la concentracion
de virus, no se encontré diferencias estadisticamente significativas entre la distribucion de
los patégenos en los tres tercios analizados debido al elevado coeficiente de variacion
(Tabla 21) y a la alta desviacion estandar que presentaron las detecciones (Figura 29)
esto demuestra que en ninguno de los tres tercios evaluados los dos microorganismos se
concentran de forma definida en un tejido determinado de la planta. Esta deteccién se
realiz6 en 180 plantas de los genotipos BIPD 284-35, BIPD 289-42, BIPD 284-43, BIPD
249-45, BIPD 284B-66, y secundina como se describe en el Anexo F. En la Figura 33 se
ilustra de manera grafica la distribucion de los dos agentes patégenos en la planta de
yuca, en donde los cuadros rojos son detecciones negativas y los verdes son positivas.
No se observa ninguna tendencia en la distribucién del patégeno.

| Virus

M Fitoplasma

Log de No de copias

Figura 29. Distribucién de los dos patdégenos asociados con el cuero de sapo en los
tres tercios de la planta de yuca para virus y fitoplasma.

Resultados similares fueron obtenidos por Baric et al., (2010) quienes trabajaron con el
fitoplasma Ca. P.mali en arboles de manzana y encontraron una distribucién irregular de
arboles muestreados en la parte aérea a 1 metro, 1.5 metros y 2 metros del nivel del
suelo, encontrando un nivel de deteccion del 81% y un patrén de distribucién irregular.
Igualmente esto ha sido demostrado en la enfermedad del Huanglombinh (HLB) en la cual
un arbol infectado por el patégeno no se detecta en todas las hojas y no todas las ramas
de la planta presenta la enfermedad confirmando la distribucion irregular del patégeno en
la planta (Teixeira et al., 2008). En la planta Euphorbia pulcherrima se demostro la
distribucion irregular del fitoplasmas utilizando una sonda universal para evaluar hojas,
raices y peciolos de diferentes partes de la planta (Christensen et al., 2004).
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Tabla 21. Coeficientes de variacion de No. de copias para evaluaciones de distribucion de los dos
microorganismos en los diferentes tercios. Este valor es sin transformar datos e incluye
detecciones negativas

Coeficiente de variaciéon para
No. de copias

Fitoplasma 258.1

Reovirus 325.2

Los elevados valores de coefientes de variacién obtenidos en las pruebas de deteccion de
los microorganismos dan un indicio de la distribucién irregular de éstos, que se puede
explicar de dos maneras: La primera de ellas debido a el método utilizado para la
determinacion del numero de copias, no utiliza un gen normalizador que amplifique
material genético de la planta (Christensen et al., 2004).; la segunda es que por evaluarse
los tercios de cinco genotipos, éstas pueden tener un comportamiento diferente a la
presencia de los dos microorganismos, contribuyendo a incrementar los indices de
variacion.
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Tercio inferior Tercio medio Tercio superior

Figura 30. Comparacion de los porcentajes de deteccion para los dos
microorganismos en tercio inferior, tercio medio, tercio superior de la planta.

En la figura 30 se observa que el porcentaje de deteccidén para fitoplasma es mayor que
para el virus, lo cual coincide con la figura 29, concluyendo que no solamente la
concentracion de fitoplasma es mayor sino que ademas tiene el mayor porcentaje de
deteccion.

Dentro de los tercios evaluados, para el virus se encontré6 un porcentaje de deteccion
entre 38% y 42%; para el fitoplasma se encontré un porcentaje de deteccion entre el 60 %
y 74% (figura 30). Este porcentaje de deteccion para el fitoplasma coincide con lo
reportado por Baric et al., (2010) quienes en evaluaciones de cogollos a diferentes alturas
de la planta de manzana encontraron un porcentaje deteccién de 81%, encontrando un
19% de muestras sanas a pesar de venir de plantas con sintomas caracteristicos de
Apple proliferation (AP).
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Los porcentajes de deteccion de los microorganismos asociados a la enfermedad del
cuero de sapo pueden ser afectados por variaciones en factores abidticos
microgeogréficos tales como temperatura, luminosidad, propiedades del suelo o
disponibilidad de agua, que pueden maodificar las condiciones fisiolégicas de la planta y
asi facilitar o dificultar la movilidad de los dos organismos. (Abdel-Farid et al., 2009).
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Figura 31. Comparacion entre la concentracion de cada uno de los agentes
asociados en las seis variedades evaluadas. Este analisis se hizé transformando el
namero de copias a Log de nimero de copias.

Los resultados del andlisis estadistico mostrado en la Figura 29 indican que no hubo
diferencias estadisticamente significativas en la distribucion en cuanto a los dos
microorganismos. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
genotipos cuando se analiza para cada microorganismo por separado. Se planteo un
analisis en donde la combinaciéon microorganismo variedad es tomado como tratamiento
analizando de esta manera los dos patdgenos dentro del mismo andlisis y realizando una
transformacion de datos de numero de copias a Log de numero de copias. Con este
andlisis se encontraron diferencias estadisticamente significativas P>0.01 en la
concentracion de los dos microorganismos en las plantas y entre tratamientos (variedad-
microorganismo) P>0.03.

En la figura 31 se observa el comportamiento de cada uno de los patégenos en las
diferentes variedades evaluadas, encontrdndose que en las variedades BIPD 284-35,
BIPD 249-45y BIPD 284-43 no se observé diferencias significativas entre la
concentracion del virus y fitoplasma; a diferencia de las variedades BIPD 289-42,
Secundina, y BIPD 284B-66 en donde las concentraciones de dos patégenos son
significativamente diferentes.

La tendencia general de los resultados obtenidos, fue mayor concentracion de fitoplasma
en comparacion con el virus (Figura 31). El Gnico genotipo que presento igual cantidad de
virus y fitoplasma fue el genotipo 284-35. Sin embargo en los porcentajes de deteccion
siempre se observa un mayor porcentaje de deteccion para el fitoplasma (Figura 32). Los
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genotipos 284-35 y 249-45 presentan los porcentajes de deteccibn mas bajos para
fitoplasma entre 42% y 55% vy los genotipos restantes presentan un porcentaje de
deteccion entre 75% y 82%, lo cual coincide con los porcentajes encontrado por Baric et
al., (2010) en arboles de manzana infectados con la enfermedad Apple proliferation.
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Figura 32. Porcentaje de deteccion para las seis variedades evaluadas.

Los porcentajes de deteccién del virus se mantienen entre el 33% y 42%. Las diferencias
en los porcentajes de deteccion entre genotipos implica un verdadero obstaculo para
certificacion de semilla a partir de semilla asexual proveniente de campo; como se
observa en la Figura 32 no todos los porcentajes de deteccion son iguales a pesar de ser

plantas enfermas en el mismo grado de severidad.

PLANTA3 PLANTAZ2 PLANTA 1
i Fitoplasma \ i Fitoplasma \ i Fitoplasma \

165r11-L

Reovirus,  165rlll-L Reovirus  165rill-L  Reovirus
T3P2R1 T3P1R1
T3P2R2 T3 P1R2
T2P2R1 T2P1R1
T2P2R2 T2P1R2

T3P3R1
T3 P3R2

N

Figura 33. Los cuadros rojos y verdes corresponden a detecciones negativas y positivas
respectivamente para cada uno de los dos agentes asociados a la enfermedad del cuero de sapo en
tres plantas diferentes. R; indica que el tejido analizado proviene de raiz. T1; estacas de tercio bajo.

T2; estacas de tercio medio. T3; estacas de tercio superior.

Las pruebas de distribucion de los dos microorganismos se hicieron enl158 estacas de
yuca encontrando cada uno de los antes asociados en la proporcién que se muestra en la
Figura 34. Es de resaltar que la probabilidad de encontrar el fitoplasma Unicamente es
41.77%, virus 13.29% y los dos juntos en la misma estaca es de 22.52%. Es decir que la
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probabilidad de encontrar el fitoplasma es de 64.9% contra la probabilidad de encontrar el
virus 35.81%.

3 plantas 12 blantas
5 plantas 3.16 1.9
12 plantas

M Fitoplasma 31-35 Virus No Ct
51 plantas  m Fitoplasma No Ct Virus No Ct

15 plantas M Fitoplasma 31-35 Virus 31-35
M Fitoplasma No Ct Virus 31-35
M Fitoplasma 25-31 Virus No Ct
16 plantas = Fitoplasma 25-31 Virus 31-35
Fitoplasma No Ct Virus 25-31
Fitoplasma 25-31 Virus 25-31

35 plantas Fitoplasma 31-35 Virus 25-31

Figura 34. Porcentaje de deteccion en semilla asexual de yuca. Se describe el porcentaje encontrado
de las diferentes combinacinaciones de los dos microorganismos asociados con la enfermedad del cuero
de sapo de la yuca.

Los virus establecen sinergismos causando sintomas mas severos y potencializa la
multiplicacién de los microorganismos en la coinfeccién. (Wege & Siegmund, 2007). En
algunos casos la concentracion de uno de los virus asociados es muy baja y no causa
sintomas si se encuentra solo, éste es el caso del sinergismo entre Sweet potato feathery
mottle virus (SPFMV, género Potyvirus) y Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV,
genero Crinivirus) en el cual cuando el virus SPFMV se encuentra solo, éste no causa
sintomas severos y su concentracion es muy baja (Karyeija et al.,2000). Otro ejemplo de
virus que se asocian restringidos a floema es Lettuce infectious yellows virus (LIYV)
género Crinivirus familia Closteroviridae y Turnip mosaic virus (TuMV), el virus LIYV se
encuentra en muy bajo titulo viral dificultando su estudio, cuando se inocula este en
plantas de Nicotiana benthamiana los dos virus por separado causan sintomas sin
embargo cuando se inoculan los dos virus juntos, los sintomas son mucho mas fuertes
presentandose el fenémeno de sinergismo (Wang et al.,2009).

Un dltimo ejemplo de asociaciones de virus es el Abutilon mosaic virus (AbMV familia
Geminiviridae) con el Cucumber mosaic virus (CMV familia Bromoviridae) en plantas de
Nicotiana benthamiana. Este es el primer sinergismo comprobado entre un virus SSADN y
un virus RNA en el que la proteina CMV 2b cumple la funcién de suprimir la respuesta de
silenciamiento de la planta huésped hacia el virus, esta respuesta causa que el Cucumber
mosaic virus incremente la concentracion del Abutilon mosaic virus y la severidad de los
sintomas, modificandose el tropismo del virus AbMV en plantas de Nicotiana
benthamiana (Wege & Siegmund, 2007).
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Las asociaciones no solo se dan entre virus, éstas pueden darse también entre virus y
fitoplasmas el mas conocido de estas asociaciones ocurre en la enfermedad del enanismo
del maiz en la que intervienen: Maize rayado fino virus (MRFV familia Tymoviridae) y
Maize bushy stunt phytoplasma (MBSP) se encuentran junto con Spiroplasma kunkelii. La
expresion de los sintomas varia cuando se presentan cualquiera de estos agentes
asociados por separado (Chicas et al., 2007). Otro ejemplo de enfermedad causada por
virus y fitoplasma ocurre en el cultivo de la cafia en la enfermedad del mosaico estriado
en donde se han encontrado asociados a la sintomatologia un virus de dsRNA y un
fitoplasma del grupo 16Srlll. Aljanabi et al., (2001) realiz6 un experimento en el que
realizaron detecciones tanto de virus como de fitoplasmas a 134 muestras, de las cuales
76 tenian los sintomas tipicos de la enfermedad detectandose el fitoplasma en un
61.48%; 58 plantas eran asintomaticas detectandose el fitoplasma en un 27.5%. En
53.9% de las plantas que presentaban sintomas caracteristicos de la enfermedad
detectaron los dos microorganismos, encontrandose el virus solo en el 23.6% de las
plantas analizadas. Este resultado coincide con lo reportado para yuca en la Figura 34 en
donde se detecta el virus en un 13.29% de las plantas analizadas.

7.4 Determinacion de correlacion de sintomas observados en raices
comerciales con la presencia del fitoplasma 16Srlll-L y reovirus.

Con las plantas utilizadas en el ensayo de distribucién se realiz6 una seleccién de a
cuerdo a los valores de Ct y se utilizaron como controles negativos plantas invitro de la
variedad Secundina.

Para el establecimiento en campo del experimento de correlacion de sintomas
observados en raices con la presencia de cada uno de los microorganismos, no se tuvo
en cuenta la variedad, solo la presencia de los dos microorganismos asociados con la
enfermedad debido a que por un lado se queria validar la técnica con datos de campo y
por otro lado correlacionar la presencia de los dos microorganismos asociados con los
sintomas en raices al momento de la cosecha.

Para evaluar el efecto de cada uno de los microorganismos asociados sobre los sintomas
se tuvieron en cuenta las siguientes variables: Grado de severidad segun escala de
evaluaciéon de la Universidad de Cordoba, peso de raices en el aire, nUmero de raices
totales, numero de raices afectadas, grosor de raices enfermas, grosor de raices sanas,
grosor de tocdn, longitud de raices sanas, longitud de raices enfermas y escala de
severidad de 1-5 evaluando raiz por raiz y porcentaje de severidad. Las evaluaciones
nombradas se realizaron para cada planta ubicada dentro de las parcelas.

La cosecha se realiz6 a los 8 meses después de la siembra momento en el cual ya se
observaban sintomas caracteristicos de la enfermedad y para evitar pérdidas de raices
causa de la alta humedad del suelo.
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Figura 35. Peso de raices en el aire (Kg) de los diferentes tratamientos Fitoplasma, Virus, Fitoplasma-
Virus, Ct superiores de 35 (plantas a las que se les detecto ct superiores de 35 que son tomados como
amplificaciones no reproducibles).

La variable peso de las raices en el aire (Figura 35) mostré rendimiento en raices de
plantas con solo presencia de fitoplasma correspondiente a 0.85 kg de raices por planta,
con el tratamiento de virus 0.90 kg de raices por planta, virus-fitoplasma 1.015 kg de
raices por planta, plantas con Ct mayores de 35 se obtuvo 0.98 kg raices/planta y con las
plantas invitro de la variedad secundina 1.34 kg de raices/planta. Este resultado sugiere
gue cuando el fitoplasma se encuentran (en concentraciones entre Ct de 25 y 35) por
separado infectado plantas causan una mayor disminucién del rendimiento en
comparacion a la coinfeccién. La explicacién a este incremento en el rendimiento podria
ser un posible fenbmeno de hipovirulencia. Existen varios ejemplos en los que virus de
dobles cadenas causan hipovirulencia en hongos como Botrytis cinerea (Wu et al., 2007),
Sclerotinia sclerotiorum (Zhang et al., 2009), Cryphonectria parasitica (Prospero et al.,
2006), Rosellinia necatrix (Kanematsu et al., 2004), Helicobasidium mompa (Osaki et al.,
2004), Alternaria alternata (Aoki et al., 2009).
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Figura 36. Representacion de sintomas encontrados en los tratamientos. A. las raices del tratamiento
fitoplasma presentaron escaso llenado, labios profundos y escaso peso en el aire; B. el tratamiento de
virus presento labios profundos llenado intermedio de raices; C. el tratamiento de fitoplasma-virus
presento un mejor llenado de raices, presencia de labios en todas las raices.

El fendbmeno de hipdvirulencia se caracteriza por la disminucion o ausencia de
patogenicidad en patogenos infectados con virus dsRNA, alteraciéon de la morfologia, tasa
de crecimiento del microorganismo y cambios en la coloracion del organismo parasitado.
(Aoki et al., 2009).

Sin embargo en investigaciones con fitoplasmas no se ha reportado el fenébmeno de
hipovirulencia con virus de dsRNA. Se han reportado variaciones en los sintomas
causados en la enfermedad del enanismo del maiz, en la cual cuando se presenta el
virus Maize rayado fino virus (MRFV) y Maize bushy stunt phytoplasma (MBSP) y
Spiroplasma kunkelii la expresion de los sintomas es diferente a cuando se presenta
cada uno de estos microorganismos por separado (Chicas et al., 2007).

Teniendo en cuenta lo anterior la asociacion entre virus y fitoplasma en la enfermedad del
cuero de sapo de la yuca es un caso en donde la presencia de los dos microorganismos
(virus y fitoplasma) produce una variacion en los sintomas, observandose un mayor
rendimiento en comparaciéon a cuando se detecta Unicamente el fitoplasma (Figura 36).
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Tabla 22.Prueba LSMEANS para peso de raices en el aire para los diferentes tratamientos Fitoplasma,
Virus, Fitoplasma-Virus, Ct superiores de 35 (plantas a las que se les detecto ct superiores de 35 que
son tomados como amplificaciones no reproducibles). P<0.1.

Vitroplanta Fitoplasma Virus- Virus Ct superiores
Fitoplasma de 35
Vitroplanta <.0001 0.0010 <.0001 0.0003
Fitoplasma <.0001 0.0662 0.3614 0.0965
Virus-Fitoplasma 0.0010 0.0662 0.3836 0.7988
Vlirus <.0001 0.3614 0.3836 0.5058
Ct superiores de 35 0.0003 0.0965 0.7988 0.5058

Anteriormente se presento que la correlacion o porcentaje de deteccion en raices era de
82% para fitoplasma y un 45% para virus y en semilla vegetativa es de 64.9% y 35.8%
respectivamente. Lo cual asocia al fitoplasma en una alta proporcién con los sintomas
observados en raices, ademas como se observa en la Figura 36, la presencia GUnicamente
del fitoplasma en las raices causa un menor rendimiento en comparacion con los otros
tratamientos. En la Tabla 22 se observan diferencias estadisticamente significativas entre
el tratamiento fitoplasma y virus-fitoplasma al igual que con las detecciones con Ct
mayores de 35, lo que demuestra que las plantas en las que se detectaba Unicamente
fitoplasma presentaban mayor severidad.
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Figura 37. Comparacion entre el nUmero de raices totales y enfermas para cada uno de los
tratamientos.

Se han reportado para el Raspberry latent virus (RpLV) una identidad de 36% con el Rice
raggent stunt virus (RRSV) similar al reovirus asociado al cuero de sapo de la yuca con
una identidad de 39% y similitud del 55% con la region homologa de la proteina P1 del
RRSV (Cuervo, 2006). El virus RpLV, se encontrd en plantas asintomaticas de Rubus y
gue al ser injertadas con la planta indicadora no expresan ningun tipo de sintomatologia,
ademas los virus de esta familia normalmente afectan plantas monocotiledonias y Rubus
es dicotiledénea, sin embargo no se conoce bien el rol de este virus cuando se encuentra
en una infeccién mixta con otros raspberry virus (Quito et al., 2011).
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Tabla 23. Prueba LSMEANS para Numero de raices enfermas en los diferentes tratamientos Fitoplasma,
Virus, Fitoplasma-Virus, Ct superiores de 35 (plantas a las que se les detecto ct superiores de 35 que
son tomados como amplificaciones no reproducibles). Se utilizé un P<0.1, los valores en rojo indican
diferencias entre tratamiento.

Vitroplanta Fitoplasma Virus- Virus Ct superiores
Fitoplasma de 35
Vitroplanta <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Fitoplasma <.0001 0.0673 0.8277 0.9352
Virus-Fitoplasma <.0001 0.0673 0.1311 0.0566
Vlirus <.0001 0.8277 0.1311 0.7671
Ct superiores de 35 <.0001 0.9352 0.0566 0.7671

En la figura 37 se observa un menor nimero de raices afectadas en el tratamiento de
Fitoplasma-Virus en comparacion con los demas tratamientos, la Tabla 23 muestra que la
diferencia entre el tratamiento Fitoplasma y Virus — Fitoplasma muestra diferencias
significativas en cuanto al nimero de raices enfermas respaldando aun mas el fenémeno
de hipovirulencia nombrado anteriormente, evidenciandose este fenébmeno no solo en el
peso de las raices sino también en el nimero de raices enfermas.
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Figura 38. El nimero de raices totales incluye tanto raices enfermas como sanas para cada uno de los
tratamientos. La vitroplanta es el control negativo.

En la evaluacion de raices totales se encontré6 que las plantas con los diferentes
tratamientos (Fitoplasma, Virus-Fitoplama, Virus, Ct superiores de 35) presentan un
mayor numero de raices Figura 38 en comparacion con los controles negativos de plantas
invitro (variedad secundina). Todos los tratamientos presentan diferencias significativas
con el control negativo de vitroplanta (Tabla 25) y el tratamiento de Virus-Fitoplasma
presenta diferencias con el tratamiento de Ct superiores de 35.

Las diferencias estadisticamente significativas de la panta control (vitroplanta variedad
secundina) tiene dos posibles explicaciones: Las primera consiste en que por
caracteristicas propias la variedad secundina tenga un menor numero de raices en
comparacion con los genotipos evaluados (Comunicacién personal Ingeniero Fernando
Calle); La segunda explicacion a este fendbmeno es que la presencia del fitoplasma
induzca un hiperbrotamiento de raices como sucede en muchas otras enfermedades
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conocidas como escoba de bruja o Witche's broom sintoma caracteristico de las
enfermedades causadas por fitoplasmas (Agrios, 2005).

Tabla 25. Prueba LSMEANS para Numero de raices Totales en los diferentes tratamientos
Fitoplasma, Virus, Fitoplasma-Virus, Ct superiores de 35 (plantas a las que se les detectod ct
superiores de 35 que son tomados como amplificaciones no reproducibles). Se utilizé un P<0.1, los
valores en rojo indican diferencias entre tratamientos.

Vitroplanta Fitoplasma Virus- Virus Ct superiores
Fitoplasma de 35
Vitroplanta 0.0019 0.0384 0.0020 0.0002
Fitoplasma 0.0019 0.2496 0.8716 0.4268
Virus-Fitoplasma 0.0384 0.2496 0.2152 0.0551
Vlirus 0.0020 0.8716 0.2152 0.5563
Ct superiores de 35 0.0002 0.4268 0.0551 0.5563

La Figura 39 muestra el porcentaje de raices afectadas observando un mayor porcentaje
en los tratamientos con presencia de Fitoplasma 92.4% y Virus 88.8% a causa del posible
fendmeno de hipovirulencia descrito anteriormente. Sin embargo el porcentaje de raices
afectadas con el virus Unicamente, es muy similar al los resultados de plantas con Ct
superiores de 35, entonces se podria suponer que posiblemente el fendbmeno de
hipovirurencia este relacionado con la concentracion de cada uno de los microorganismos
en la planta porque como se menciono anteriormente en cada tratamiento solo se
asignaron aquellas planta que tenian detecciones menores de Ct de 35 y se escogieron
las plantas que tenian los menos valores de Ct.
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Fitoplasma Virus Fitoplasma-Virus Ct superiores de
35

Figura 36Porcentaje de raices afectadas en los diferentes tratamientos, Se determind teniendo en
cuenta el nimero de raices afectadas y sanas.

La técnica de deteccién no tiene un porcentaje de deteccion de 100 % para ninguno de
los dos microorganismos, sin embargo los resultados sugieren que a mayor concentracion
de fitoplasma la severidad de la enfermedad es mayor. La presencia del tratamiento de
los Ct mayores de 35 para al menos uno de los dos patdégenos se escogid para
correlacionar las falencias de la técnica de diagnéstico desarrollada con datos de
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severidad de raices en campo, permitiendo conocer que se necesita incrementar los
porcentajes de deteccion para de esta forma no tener escapes.
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Figura 40. Comparacion entre el grosor de raices enfermas y sanas para cada uno de los
tratamientos.

Para la variable de grosor de raices enfermas y sanas (Figura 40) no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los tratamientos. Esta es una
variable que no permite ver diferencias entre los tratamientos por lo que en futuros
ensayos de cuero de sapo similares se puede prescindir de la evaluacién de esta variable.
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Figura4l. Comparacion entre longitudes de raices sanas y enfermas para cada uno de
los tratamientos.

Lo mismo sucede con la variable de longitud de raices sanas y enfermas (Figura 41) en
donde no se observaron diferencias entre los tratamientos. De esta variable es de resaltar
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gue en todos los tratamientos la longitud de las raices enfermas es mayor en comparacion
con las raices sanas.
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Figura 42. Medicion de grosor de tocdn o cuello de la raiz para cada uno de los

tratamientos.

Durante muchos afios se tuvo la idea que los tallos de las plantas con cuero de sapo
lucian mas gruesos especialmente en la base de la planta, posiblemente por la falta de
acumulacion de almidén en las raices (Calvert & Cuervo, 2002) por eso en la presente
investigacion se quiso demostrar la validez de dicha hipoétesis.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el grosor del tocon en
ninguno de los tratamientos lo cual demuestra que por lo menos para los genotipos
evaluados esta hipotesis no se cumple debido a que al menos debieron presentar
diferencias con el control negativo.

Tabla 24. Prueba LSMEANS para porcentaje de severidad (plantas a las que se les detecto ct superiores
de 35 que son tomados como amplificaciones no reproducibles). Se utiliz6 un P<0.1, los valores en rojo
indican diferencias entre tratamiento.

Vitroplanta Fitoplasma Virus- Virus Ct superiores
Fitoplasma de 35
Vitroplanta <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Fitoplasma <.0001 0.0491 0.1361 0.1314
Virus-Fitoplasma <.0001 0.0491 0.6954 0.6188
Virus <.0001 0.1361 0.6954 0.9378
Ct superiores de 35 <.0001 0.1314 0.6188 0.9378
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Figura 43. Porcentaje de severidad para cada uno de los tratamientos. Este porcentaje
se determinod convirtiendo datos de las evaluaciones de 1-5 de raiz por raiz a porcentaje.

La severidad de la enfermedad fue evaluada realizando un cambio a la escala utilizada
tradicionalmente en donde se califica el conjunto de raices y se asigna un valor de 1-5
dependiendo que tan afectadas estén las raices y cuantas estén afectadas. Para el
presente ensayo se necesitaba una precision mucho mayor por lo cual se evalu6é cada
raiz de 1-5 dependiendo de la severidad de los sintomas por cada planta se determino un
promedio de severidad. Sin embargo fue necesario hacer una conversién a porcentaje de
severidad para poder analizar los datos y ver si habia diferencias entre los tratamientos.
La conversion se hizd de la siguiente manera: Al grado 1=0.5, 2=13, 3= 45, 4=78, 5=93.

Se encontraron diferencias significativas en la prueba LSMEANS entre el tratamiento de
fitoplasma y fitoplasma-virus (tabla 24), lo cual demuestra una mayor severidad cuando se
presenta la deteccion del fitoplasma Unicamente ratificando nuevamente la variable de
porcentaje de severidad el posible fendmeno de hipovirulencia. En la figura 43 se observa
que la menor severidad en los tratamientos infectados con alguno de los dos agentes
asociados se encontro en el tratamiento de Fitoplasma-Virus.
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Tabla 25. Prueba de correlacién de Pearson.Las variables analizadas son Peso de raices en el aire
(Pra), nimero de raices totales (nrt), nUmero de raices afectadas (nra), nUmero de raices sanas
(nrs), porcentaje de raices afectadas (pora), grosor de raices enfermas (gre), grosor de raices
sanas (grs), longitud de raices (Irs), longitud de raices enfermas (Ire), Escala de severidad
Universidad de Cérdoba ( sucor), Porcentaje de severidad (psev).

pra nrt nra nrs pora gre

nra -0.11646 0.83225 1.00000 -0.63676 0.74009 -0.29630

0.2152 <.0001 <.0001 <.0001 0.0028

115 115 115 115 115 100

nrs 0.38874 -0.10246 -0.63676 1.00000 -0.92313 0.16193

<.0001 0.2759 <.0001 <.0001 0.1075

115 115 115 115 115 100

pora -0.39180 0.29103 0.74009 -0.92313 1.00000 -0.22425

<.0001 0.0016 <.0001 <.0001 0.0249

115 115 115 115 115 100

gre 0.65642 -0.23402 -0.29630 0.16193 -0.22425 1.00000
<.0001 0.0191 0.0028 0.1075 0.0249

100 100 100 100 100 100

grs 0.53885 -0.24703 -0.25428 0.12426 -0.25425 0.49252

<.0001 0.0423 0.0364 0.3127 0.0364 0.0002

68 68 68 68 68 53

grt 0.35264 0.32875 0.32239 -0.12542 0.17887 0.16063

0.0001 0.0004 0.0005 0.1856 0.0580 0.1141

113 113 113 113 113 98

1rs 0.25047 -0.08438 -0.20752 0.24184 -0.28181 -0.09265

0.0409 0.4972 0.0920 0.0487 0.0209 0.5136

67 67 67 67 67 52

lre 0.20644 0.01347 0.17972 -0.33701 0.30609 0.04803

0.0425 0.8958 0.0782 0.0007 0.0023 0.6404

97 97 97 97 97 97

secor -0.41039 0.31300 0.70672 -0.83270 0.95106 -0.30958

<.0001 0.0007 <.0001 <.0001 <.0001 0.0017

115 115 115 115 115 100

psev -0.36620 0.32495 0.72663 -0.85183 0.89918 -0.35881

<.0001 0.0004 <.0001 <.0001 <.0001 0.0002

115 115 115 115 115 100

La prueba de correlacién de Pearson (tabla 25) se hizo para descartar la evaluacién en
ensayos futuros de ciertas variables que puedan estar correlacionadas, ademas las
correlaciones van a permitir analizar asociaciones de variables que pueden explicar mejor
el posible rol de cada uno de los dos microorganismos con los sintomas de la enfermedad
en raices.
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El porcentaje de severidad se encuentra correlacionado con el porcentaje de raices
afectadas de manera significativa en un 89% (Tabla 25) y con el nimero de raices
afectadas en un 72%, a su vez esta Ultima esta correlacionada de manera significativa en
un 83% con el nimero de raices totales; esta correlacion tal vez tenga explicaciéon en las
dos posibles causas descritas anteriormente: Condicion varietal de las variedades
evaluadas hacia un nimero alta de raices o que se trate de hiperbrotamientos de raices
sintoma muy caracteristico de enfermedades asociadas con fitoplasmas.

El peso de raices en el aire esta correlacionado de manera significativa con el grosor de
raices enfermas en un 65 %, lo cual explica el efecto que tiene la enfermedad sobre el
rendimiento causando una diminucién en el grosor de las raices y por lo tanto un menor
peso de las raices, esta caracteristica es tipica de raices con severidades superiores del
78% en donde el llenado de las raices es deficiente.

Se encontraron correlaciones negativas entre el nimero de raices sanas con el
porcentaje de severidad. Demostrando que la severidad va a depender del nimero de que
raices afectadas.

Teniendo en cuenta la prueba de correlacion de Pearson se hizd una regresion lineal con
las variables que mostraban una mejor correlacion: Porcentaje de severidad (psev) con
Numero de raices afectadas (nra), porcentaje de severidad (psev) con porcentaje de
raices afectadas (pora), psev con nimero de raices (nrs), psev con nimero de raices
sanas (nrs), nimero de raices totales (nrt) con nra, para con grosor de raices enfermas

(gre).

psev psev = 72.68305 - 7.06744B+nrs R-Sq0.53
1001

901

=)
L
= il

nrda
Figura 44. Correlacion entre el porcentaje de severidad (psev) y el nimero de raices afectadas (nra).

La variable nra explica la variabilidad del porcentaje de severidad (psev) en un 53 %
(Figura 44), sin embargo cuando se remplaza nra por porcentaje de raices afectadas
(pora), ésta ultima explica la variabilidad de la severidad en un 81% (Figura 45).
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psev psev = -4.403892 + 0.771463«pora. R-Sq 0.81
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Figura 45. Correlacidn entre el porcentaje entre el porcentaje de severidad (psev) y porcentaje de
raices afectadas (pora).

Asi como el porcentaje de severidad esta correlacionado de manera positiva con las
variables porcentaje de raices afectadas (pora) y nimero de raices afectadas (nra), lo
est4 de manera negativa con el nimero de raices sanas (nrs) explicando la variabilidad en
porcentaje de severidad (psev) en un 73%.

psev psev = 72.68305 - 7.067448«nrs. R-Sq 0.73

nrs
Figura 46. Correlacidn entre porcentaje de severidad (psev) y nimero de raices sanas (nrs).
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Teniendo en cuenta las variables que explican la variabilidad en el porcentaje de
severidad (psev) se concluye que la severidad estd muy influenciada por el nimero de
raices afectadas en la planta. Se podria pensar que el peso de las raices deberia tener
una alta correlacion negativa con la severidad sin embargo no es asi debido a que la raiz
puede tener un buen llenado y sobre toda la superficie de la raiz presentar las redes o
panales de labios caracteristicos de la enfermedad.

Anteriormente se discutid sobre la asociacion entre el nimero de raices totales y la
presencia de los sintomas caracteristicos de la enfermedad asociando este fenbmeno a
efectos varietales o sintomas tipicos de enfermedades causadas por fitoplasma como
hiperbrotamientos. EI nimero de raices afectadas respalda este argumento debido a que
explica la variabilidad del nidmero de raices totales en un 69%, por lo cual podemos
afirmar que se trata de un hiperbrotamiento. En suramerica se han reportado varios
fitoplasmas del grupo 16Srlll causando hiperbrotamiento en varios cultivos como yuca
(Manihot esculenta witches'-broom phytoplasma) (Barros et al.,1998), Chayote (guatilla)
(Chayote witches'-broom phytoplasma) (Montano et al., 2000) y café (Coffee crispiness
phytoplasma) (Galvis et al., 2007).

nrt nrt= 6.33237 + 0.64511snra. R-Sq 0.69

T T T T

o 10 n ( O 20 30
Figura47. Correlacién entre nimero de raices (nrt) y nimero de raices afectadas (nra).

En la prueba de correlacion entre peso de raices afectadas (pra) y grosor de raices
enfermas (gre), se determiné que esta Ultima explica la variabilidad de pra en un 43 %
(Figura 48), es decir que el grosor de las raices en una planta de yuca esta directamente
corelacionada con un mayor rendimiento. Cuando la severidad de la enfermedad del
cuero de sapo es muy alta el grosor de las raices disminuye, afectandose el
almacenamiento de almidén y el rendimiento (Alvarez et al., 2009).
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Figura 48. Correlacién entre peso de raices (pra) y grosor de raices afectadas (gra).

Finalmente se hizo una prueba de componentes principales (Anexo E) incluyendo las variables
peso de raices en el aire, nimero de raices totales, nimero de raices sanas, porcentaje de raices
afectadas, grosor de raices enfermas, grosor de raices sanas, longitud de raices sanas y longitud
de raices enfermas. El componente principal 1 conformado por las variables porcentaje de raices
afectadas y peso de raices en el aire, explica la variabilidad del ensayo en un 89%. En la gréfica
que genera la prueba de componentes principales (Grafica 49) se observa en el componente 1 que
las plantas con deteccién positiva de fitoplasma se encuentran alejadas de las plantas con
deteccion positiva de fitoplasma-virus, mostrando de esta forma la influencia de las dos variables
descritas en el posible fenédmeno de hipovirulencia.

Prin2
1

Prinl

trat ®®® gy LA BN #8080 fito-vir virus

Figura 49. Diagrama de componentes principales de variables no correlacionadas medidas en
campo.
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10.

11.

8.Conclusiones

La técnica de PCR en tiempo real desarrollada es 1000 veces mas sensible para
la deteccidn del fitoplasmay 100 veces para el reovirus, en comparacion con la
PCR anidada y RT-PCR utilizados actualmente.

La sonda disefiada para la deteccion del fitoplasma es especifica para el grupo
16Srlll pero no para el subgrupo L.

En la validacién de la técnica de gPCR el porcentaje de deteccién para el
fitoplasma fue de 92.5% y el de virus es de 76.47% partiendo de un mismo numero
de muestras.

La deteccion del fitoplasma tiene una excelente correlacién con la presencia de
sintomas en raices enfermas y con la técnica del injerto, que significa que la
técnica de gPCR podria llegar a sustituir al método del injerto en secundina.

Las eficiencia de las dos sondas (fitoplasma y virus) disefiadas fue mayor del

97%. En los dos casos se lograron R? de 0.99.

En raices obtenidas de 11 genotipos de yuca con sintomas de Cuero de Sapo,se
detectd promedio de 2.32X10° copias del fitoplasma 16Srlll y de 3.8X10* copias de
reovirus.

Segun los genotipos BIPD 289-25 y 249-45. El mejor tejido para la detecciéon de
virus y fitoplasma en semilla asexual de yuca es el floema secundario
encontrandose porcentajes de deteccién en este tejido entre 83% y 100%. El
cogollo no es un buen tejido para la deteccion del fitoplasma encontrandose
porcentajes de detecciéon entre 40-60%.

El fitoplasma 16Srlll-L y el reovirus se distrubuyen irregularmente en los diferentes
tercios de la planta. Sin embargo el fitoplasma se detecté en mayor porcentaje en
los tercios inferior y superior entre 70-75%. El porcentaje de deteccién del virus fue
de 38-42% en los tres tercios evaluados.

En las variedades BIPD 284-35, BIPD 249-45 y BIPD 284-43 no se observo
diferencias significativas entre la concentracién del virus y fitoplasma; a diferencia
de las variedades BIPD 289-42, Secundina, y BIPD 284B-66 en donde las
concentraciones de los dos microorganismos son significativamente diferentes.

La probabilidad de encontrar el fitoplasma 16SrllI-L en semilla asexual proveniente
de plantas con sintomas de la enfermedad en raices comerciales es de 64.29% a
diferencia del virus que se encuentra en un 35.81%.

La correlacibn de sintomas con la presencia de cada uno de los dos
microorganismos, sugiere un fenémeno de hipovirulencia debido a que en las
plantas con deteccion de Fitoplasma-virus se encontré6 un menor porcentaje de
severidad, raices enfermas y mayor rendimiento en comparacion con las plantas
donde solo se detecto el fitoplasma.
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9. Recomendaciones

Se recomienda la utilizaciébn de la técnica de qPCR desarrollada como una
herramienta para ser utilizada en la certificaciébn de plantas invitro o fragmentos
pequefios de semilla asexual como yemas destinadas a la certificacion de semilla
asexual de yuca. El tipo de tejido utilizado y su tamafio, permitieron garantizar una
mejor deteccién de los patégenos, debido a la distribucion irregular de éstos en la
planta.

La sensibilidad de la sonda disefiada para el fitoplama se podria mejorar con el
disefio de nuevas sondas a partir de otros genes diferentes a rp que se encuentren
repetidos varias veces dentro del genoma del fitoplasma, genes utilizados en
filogenia y caracterizacién como 16S rRNA, 23S rRNA, secY vy tuf.

Es necesario hacer un estudio sobre variabilidad del fitoplasma vy el reovirus en
las diferentes regiones de Colombia y Latinoamérica para evitar escapes en la
deteccion en la certificacion de semilla.

Es posible remplazar la cuantificacion relativa utilizando estandares externos por
una cuantificacion absoluta utilizando un gen normalizador.

El reciente estudio sobre el medio axénico para cultivar fitoplasmas permitira
confirmar el papel del fitoplasma 16SrllI-L en el desarrollo de la enfermedad.
Mediante la técnica de secuenciacion profunda se puede confirmar la presencia
del fitoplasma asociado con la enfermedad.
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Anexo A. Validacidn de técnica de gPCR en casa de malla con injertos de
Secundina en la estacion CIAT-Santander de Quilicaho
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Anexo B. Segunda Fase Experimental Sembrada en Centro Experimental
Universidad Nacional Sede Palmira.
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Continuacion Anexo B.

Anexo B. A. Vista frontal de vigas en guada para la contruccion de la casa de malla. B. Vista
lateral de estructura en guada C. Vista frontal de estructura en guada con camellones. D. Casa de
malla en guadua terminada forrada con muselina. E. Plantas de un mes sembradas en casa de
malla. F. Plantas de dos meses de sembradas en casa de malla. G. Plantas de tres meses de
sembradas en la casa de malla. H. Plantas de 8 meses de sembradas.

Anexo C: Escala de evaluacion Patologia de Yucay Frutas Tropicales- CIAT

Palmira
Catergoria
Grado de los Sintomas observados
(% severidad) Sintomas
0 Planta sana Raices engrosadas y asintomaticas.
0.1) Céscara delgada y flexible
1 Muy leves Raices engrosadas, con pocas fisuras o hendiduras en forma de labios y en
(10) pocas raices, cascara levemente opaca y poco flexible
2 Leves Raices engrosadas, con pocas fisuras o hendiduras en forma de labios y en
(35) muchas raices, ciscara opaca y quebradiza
3 Moderados Mayor nimero de fisuras o hendiduras en forma de labios en cualquier
parte de la raiz (zona basal, intermedia, distal), con leve disminucion del
(65) engrosamiento de las raices, con cdscara opaca y quebradiza.
4 Severos Presencia de red o panal en pocas 0 muchas raices, con moderada reduccion
(90) del engrosamiento de las raices. Cascara gruesa, corchosa y quebradiza
5 Muy severos Presencia de red o panal en muchas raices, con severa reduccion del
engrosamiento de las raices y apariencia lefiosa o fibrosa. Cascara gruesa,
(100) corchosa y quebradiza.
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Anexo D: Escala de evaluacion Universidad de Cérdoba para seleccion
genotipos resistentes

Categoria

Grado . Intensidad labios Céscara Grosor Raices
Sintoma
Planta Sana : 100%
0 No presenta Delgada y flexible 0
(Inmune) engrosadas
1 1-5 labios en el 10% de Levemente opaca | 100%
Muy leves las raices y poco flexible engrosadas
5 (Resistente) 1-5 labios entre 11-25% Levemente opaca | 100%
raices y poco flexible engrosadas
3 1-5 labios entre 26-50% Céscaraopacay | 100%
raices poco flexible engrosadas
Leves
4 1-5 labios més de 51% Céscaraopacay | 100%
raices poco flexible engrosadas
Més de 5 labios en
5 cualquier parte de la raiz Céscara opacay | Leve
hasta en el 25% de las gquebradiza disminucién
Moderados raices
(Tolerante) Més de 5 labios en
cualquier parte de laraiz Céascaraopacay | Leve
6 en mas del 26% de las guebradiza disminucién
raices
Céscara gruesa,
Red o panal hasta el 25% g Moderada
7 . corchosay -
de las raices bradi reduccion
Severos quebradiza
(Susceptible) Ca
ascara gruesa,
Red o panal entre 26-50% 9 Moderada
8 . corchosay -
de las raices . reduccion
quebradiza.
Cascara gruesa,
Red o panal hasta el 50% 9 Hasta un 25%
o de las raices corchosa y raices lefiosas
Muy severos quebradiza.
(Alta
ibili , Cascara gruesa, ,
Susceplibilidad) Red o panal en mas del 9 Més del 25% de
10 . corchosa 'y . ~
50% de las raices . raices lefiosas.
quebradiza.
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Anexo E: Prueba de Componentes Principales para ensayo de campo sembrado en
CEUNP

The PRINCOMP Procedure
Observations 5

Variables 8

Simple Statistics

pra nrt nrs pora
Mean 1.019898000 12.28660000 3.156420000 70.83340000
StD 0.190597431 2.41084732 3.602257584 39.69193133

Simple Statistics

gre grs 1rs 1re
Mean 21.98460000 28.44780000 16.96140000 14.66080000
StD 12.53866256 6.70080012 2.02485562 8.22674946

Eigenvalues of the Correlation Matrix

Eigenvalue Difference Proportion Cumulative

1 7.17938722 6.68769837 0.8974 0.8974

2 0.49168885 0.19551414 0.0615 0.9589

3 0.29617471 0.26342548 0.0370 0.9959

4 0.03274923 0.03274923 0.0041 1.0000

5 0.00000000 0.00000000 0.0000 1.0000

6 0.00000000 0.00000000 0.0000 1.0000

7 0.00000000 0.00000000 0.0000 1.0000

8 0.00000000 0.0000 1.0000

Eigenvectors

Prin1 Prin2 Prin3 Prin4 Prin5 Priné Prin7
pra 0.367458 -.099126 0.294840 0.027613 -.120354 0.111871 0.860497
nrt -.288654 0.888013 0.206958 0.206116 0.051614 -.103095 0.168655
nrs 0.372450 0.074973 -.065746 0.033707 0.922064 0.000000 0.000000
pora -.371172 -.085946 0.153048 0.101457 0.164120 0.891175 0.000000
gre -.348095 -.370579 0.443907 0.357694 0.189314 -.332541 0.012091
grs 0.367981 -.019311 0.156686 0.788903 -.164736 0.065017 -.269859
1rs 0.340544 0.125786 0.720815 -.418606 -.081086 0.092765 -.387880
1re -.364164 -.187285 0.318299 -.140641 0.190162 -.243409 0.087628
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Anexo F: Resultados de la evaluacidon de seis genotipos de yuca por la presencia de los
agentes asociados al cuero de sapo y distribucion en planta expresando como valores
de ct nUmero de copias y desviacion estandar. De cada deteccion se calcul6 el Ct, No de copias

y desviacion estandar SD de Ct. Este ensayo corresponde a las evaluacién de distribucion de las plantas
gue posteriormente se van utilizar para el ensayo de correlacién de sintomas con detecciones.

Fitoplasma 16Srlll-L Reovirus (CFSV)
No de
planta | Genotipo BIPD Repeticion | Tercio | Ct Ct SD | No de copias | Ct Ct SD | No de copias
1|284-35T2 P3 1 2| 34.18| 0.22 3.88E+02 0 0 0
2|284-35T1 P2 1 1| 31.79| 0.04 2.13E+03 0 0 0
3[284-35T1P1 1 1 0 0 0| 31.03 0.5 2.18E+03
4|284-35T2 P2 1 2 0 0 0 0 0 0
5|284-35T3P2 1 3| 335| 087 6.30E+02 0 0 0
6|284-35T3P3 1 3| 32.29| 0.86 1.49E+03| 33.38| 057 4.10E+02
71289-42 T3 P2 , . . .
g8 |289-42T2 P2 1 2 0 0 0 0 0 0
9|289-42T3P3 1 3| 31.83| 071 2.07E+03 0 0 0
10| 289-42 T2 P3 1 2| 30.22| 0.67 6.52E+03 0 0 0
11|289-42T1 P4 1 1| 35.14| 0.9 1.96E+02 | 33.14| 0.42 4.86E+02
12|289-42T1 P4 1 1| 32.61| 055 1.19E+03 0 0 0
13 | SECUNDINA T3 1 3| 31.99| o011 1.85E+03 0 0 0
14 | SECUNDINA T3 1 3| 334| 022 6.76E+02 0 0 0
15 | SECUNDINAT1 1 1| 3141| 0.71 2.79E+03 0 0 0
16 | SECUNDINA T1 1 1| 3219| 1.26 1.60E+03 0 0 0
17 | SECUNDINA T2 1 2 0 0 0 0 0 0
18 | SECUNDINA T2 1 2| 33.23| 0.5 7.63E+02 0 0 0
19 | 249-45 T3 P2 , _ , 0 0 0
20|249-45T1P1 1 1| 32.32 0.5 1.46E+03 | 34.41 0.9 3.27E+02
21|249-45T1P3 1 1 0 0.1 0 0 0 0
20 | 249-45 T3 P2 , , _ , , ,
23|249-45T2P1 1 2| 33.13 0.7 8.20E+02 0 0 0
24|249-45T2P1 1 2| 311| 0.46 3.48E+03 0 0 0
25 | 284-43 T3 P2 1 3| 32.76 0.2 1.07E+03 0 0 0
26 | 284-43 T2 P3 , , _ , . . .
27|284-43T1P1 1 1| 322| 001 1.59E+03 0 0 0
28 |284-43T3 P3 1 3| 30.03| 044 7.47E+03| 35.29| 0.89 1.05E+02
29 |284-43T1 P4 , , _ , 0 0 0
30 | 284-43 T2P2 1 2 0 0 0| 3453| 015 1.51E+02
31|289-42T2 P4 3 2| 3202| 042 1.81E+03 0 0 0
32|28942T1P1 3 1 0| 022 0 0 0 0
33|289-42T2P2 3 2| 3207 o015 1.75E+03 0 0 0
34 |289-42T1P4 3 1| 3397| 1.04|  451E+02 0 0 0
35 |289-42T3 P3 3 3| 3236| 013 1.42E+03 0 0 0
36 | 28942 T3 P2 3 3| 3516| 145 1.93E+02 0 0 0
37|284-43T3 P2 2 3| 3228| 057 1.50E+03 0 0 0
38 |284-43T3 P2 2 3 0| 176 0| 32.91| 045 5.72E+02
39 |284-43T1 P4 2 1| 31.66| 1.42 2.41E+03 0 0 0
40 |284-43T2P1 2 2| 35.38| 0.61 1.65E+02 0 0 0
41|284-43T1P1 2 1| 34.17| 1.08 3.91E+02 0 0 0
42 |284-43T2 P4 2 2 0 1.9 0| 3212| 031 1.00E+03
43| SECUNDINA T1 2 1] 9] 0.6 0 0 0 0




SECUNDINA T2

44
45 | SECUNDINA T2

46 | SECUNDINA T1

47 | SECUNDINA T2 _ ,

48 | SECUNDINA T3 2 3 0| 061 0| 35.32| 0.37 1.03E+02
49 | 284B-66 T1 PS5 1 1 0| 152 0| 35.34| 0.96 1.02E+02
50 | 284B-66 T3 P2 1 3| 34.89| 1.44 2.34E+02 0 0 0
51 | 284B-66 T2 PS 1 2 0 0.1 0 0 0 0
52 | 284B-66 T1 P3 1 1| 3361 1.17 5.82E+02

53 | 284B-66 T3 P5 1 3| 3393| 0.11 4.64E+02 0 0 0
54 | 284B-66 T2 P5 1 2| 34.62| 0.93 2.84E+02| 33.45| 0.31 3.90E+02
55 | SECUNDINATI 3 1| 3218| 069|  1.12E+03 0 0
56 | SECUNDINATL 3 1| 34.49| 065 3.11E+02 0 0
57 | SECUNDINA T2 3 2 0| 091 0 0 0
5g | SECUNDINAT2 3 2 0| 033 0 0 0
59 | SECUNDINA T3 3 3 0 0 0| 3441| 051  1.97E+02
60| SECUNDINA T3 _

61 |249-45T3P1 2 3 0| 031 0 0 0 0
62 | 249-45 T1 P2 2 1 0| 0.02 0]. .
63|249-45T2P1 2 2 0| 0.56 0| 3461| 0.66 1.71E+02
64 | 249-45T2 P1 2 2| 33.18 0.5 7.91E+02 0 0 0
65 | 249-45T1 P2 2 1 0| 1.03 0| 33.85| 0.98 2.93E+02
66 | 249-45T3 P3 2 3 0| 0.82 0| 29.46| 0.95 6.66E+03
67 | 284-43 T3 P2 3 3| 34.26| 053 3.66E+02| 32.76| 0.57 6.37E+02
68 | 284-43 T2 P3 3 2| 341| 043 4.11E+02 0 0 0
69 | 284-43 T1 P2 _ .

70 | 284-43 T3 P4 3 3| 31.88| 0.36 2.00E+03| 29.73| 0.68 5.49E+03
71|284-43T2P3 3 2 0| 0.64 0| 32.16| 057 9.76E+02
72| 28443 T1P2 3 1| 3354| 062|  6.12E+02 0 0 0
73|284-35T1 P2 2 1| 3356| 0.81]  6.03E+02 0 0 0
74 |284-35T3P1 2 3 0 0 0 0 0 0
75| 284-35T2P3 2 2| 3223| 074|  156E+03 0 0 0
76 | 284-35T2 P2 2 2 0 0 0| 3448| 033 1.87E+02
77|28435T3P3 2 3 0| 045|  0.00E+00 0 0 0
7g|284-35T1P1 2 1 0 0 0 0 0 0
79 | 284B-66 T3 PS 2 3| 33.82| 0.36 5.01E+02 0 0 0
80 | 284B-66 T2 P2 2 2 0 0 0 0 0 0
g1 | 284B-66 T1 P2 2 1 0 0 0| 3201 081 6.15E+02
82 | 284B-66 T3 P2 2 3| 3341 0.22 6.72E+02 | 34.99| 0.97 1.30E+02
83| 284B-66 T2 P2 2 2 0 0 0 0 0 0
84| 284B-66 T1 P2 2 1 0| 024 0 0 0 0
85 | 284-35T2 P2 3 2 0 0.4 0| 32.62| 0.95 7.04E+02
86 | 284-35 T3 P3 3 3 0 0 0| 26.82| 0.43 4.35E+04
87 |284-35T3P3 3 3 0| 052 0| 307| 053 2.76E+03
88 |284-35T1 P3 3 1| 3127 o071 3.09E+03| 35.75| 0.65 7.59E+01
g9 | 284-35 T2 P2 3 2 0 0 0 0 0 0




00 | 284-35 T3 P2 3 3 0 0 0 0 0 0
91|249-45T1P1 3 1| 34.09| 0.27 4.14E+02| 33.79| 0.23 3.06E+02
97 | 249-45 T3 P1 3 3 0 0 0 0 0 0
93| 249-45T2 P3 3 2 0 0 0| 33.72| 0.55 3.22E+02
04 | 249-45 T3 P2 3 3 0 0 0 0 0 0
95 | 249-45T1 P2 3 1| 325| 0.76 1.28E+03 0 0 0
06 | 249-45 T2 P3 3 2 0 0 0 0 0 0
g7|289-42T1P2 3 1 0| 084 0| 31.23| 1.15|  189E+03
gg|289-42T2P1 3 2 0 0 0| 2929| 027 7.51E+03
gg | 289-42T3 P2 3 3| 3544 038 1.58E+02 0 0 0

100 | 289-42T3P1 3 3 ol 043 0| 3469| 089]  1.61E+02

101 | 289-42T2 P4 3 2| 33.82| 1.62] 5.01E+02 0 0 0

102 | 289-42T1P1 3 1 0 0.47 0 0 0 0

103 | 249-45 T2 P3 4 2 0 0 0 0 0 0

104 | 249-45 T3 P1 4 3 0| 0.66 0 0 0 0

105 | 249-45 T1 P2 4 1 0 0 0 0 0 0

106 | 249-45T1P3 4 1| 33.81 0.5 5.05E+02 0 0 0

107 | 249-45 T2 P2 ) . . .

108 | 249-45T3 P3 4 3 0 0 0| 33.35| 0.39 4.19E+02

109 | 284B-66 T2 P2 3 2| 29.05| o0.61 1.01E+04 | 34.69| 0.83 1.61E+02

110 | 284B-66 T3 P2 3 3| 2571 1.03 1.62E+05 0 0 0

111 | 284B-66 T1 P3 3 1| 2756| 0.23 4.34E+04 | 32.16 0.6 9.76E+02

112 | 284B-66 T3 P3 3 3| 29.05| 0.38 1.50E+04 | 34.17| 052 2.34E+02

113|284B-66 T1 P3 3 1| 29.62| 0.96 9.93E+03 0 0 0

114 | 284B-66 T2 P2 3 2| 27.13| 0.07 5.90E+04 | .

11528443 T1PL 4 1| 20.33| 0.24| 1.23E+04| 34.1]0.46 2.46E+02

116 | 284-43T3P3 4 3| 26.89| 0.5 7.00E+04 0 0 0

117|284-43T2P3 4 2| 30.69| 087|  4.67E+03 0 0 0

11g | 284-43T1P3 4 1] 29.12| 0.24 1.43E+04| 30.94| 0.46 2.32E+03

119 |284-43T3P1 4 3| 31.12| 019|  343E+03| 33.47| 0.92|  3.84E+02

120 | 284-43T2 P4 4 2 0| o077 0| 33.96/0.33 2.71E+02

121 | Secuncina T2 4 2| 28.24| 1.05 2.67E+04 0 0 0

122 | Secuncina T2 4 2| 3352| 0.66 6.21E+02 | 32.47|0.99 7.83E+02

123 | Secuncina T3 4 3| 25.63| 0.62 1.72E+05 0 0 0

124 | Secuncina T1 4 1| 28.08] 0.14 3.00E+04 | 33.85| 0.83 2.77E+02

125 | Secuncina T3 4 3| 2754| 053 4.40E+04 0 0 0

126 289-42T1P1 4 1| 30.95| 0.37 3.88E+03| 34.78| 0.93 1.51E+02

127 | 289-42 T2 P4 4 2| 27.08| 0.06 6.11E+04 0 0 0

128 | 289-42 T3 P1 4 3| 28.03| 0.05 3.11E+04| 30.16| 0.15 4.05E+03

129 | 289-42 T2 P2 4 2| 27.36| 0.16 5.01E+04

130|289-42T1P4 4 1| 26.12| 042 1.21E+05 0 0 0

131|289-42T3P1 4 3| 30.45| 0.93 5.66E+03 | 33.74 0.98 3.17E+02

132 |284-35T1P1 4 1| 33.05| 1.33 8.68E+02

133|284-35T3 P2 4 3| 30.84| 0.46 4.19E+03 0 0 0

135 | 284-35 T2 P2 4 2| 2958| 0.04 1.03E+04| 33.43| 0.73 5.37E+02

136 | 284-35T1 P2 4 1| 34.29| 0.59 3.59E+02 0 0 0

137 |284-35T3 P1 4 3| 31.14| 0.05 3.39E+03 0 0 0




138 | 284-35 T2 P1 4 2| 20.73| o018|  9.25e+03| 31.97| 054|  1.12E+03
139 | 289-42 T3 P4 5 3| 3041] 037 5.70E+03 0 0 0
140 | 289-42 T2P1 5 2| 2011| 001|  1.44E+04| 32.77| 062  6.32E+02
141 | 289-42 T1P4 5 1] 2005| 002| 150E+04| 3458| 048  1.75E+02
142 |289-42 T3P1 5 3| 3068| 038 4.70E+03 0 0 0
143 |289-42 T2 P1 5 2| 31.44| 097| 273E+03| 33.88| 0.66|  2.87E+02
144 |289-42 T1P1 5 1| 2822 06 2 71E+04 0 0 0
145 | 284B-66 T2 P5 4 2| 3043| 13| 562E+03| 28.38| 02|  1.44E+04
146 | 284B-66 T3 P5 4 3| 3242| 064]  1.36E+03 0 0 0
147 | 284B-66 T1 P5

14g | 284B-66 T3 P5 4 3| 3145| 063 2.71E+03

149 284B-66 T2 P5 4 31.8 1.78 2 12E+03

150 | 284B-66 T1 P2 4 1| 3414| 173 3.99E+02

SECUNDINA T1

151 5 31.52| 0.72|  2.58E+03| 34.96| 0.75|  1.33E+02
152 | SECUNDINA T1 5 1| 3283] 039]  1.02E+03| 3352| 067  3.71E+02
153 | SECUNDINA T3 5 3| 3049| 0.82 5.38E+03

154 | SECUNDINA T2 5 2| 33.79] 032] 5.12E+02] 3455 07|  1.78E+02
155 | SECUNDINA T2 5 2| 34.06| 153 4.23E+02| 35.39| 0.78|  9.81E+01
156 | SECUNDINA T3 5 3| 3141 121 279E+03| 32.66] 0.4]  6.84E+02
157 |249-45T2P3 5 2| 33.06] 001| 862E+02| 3513| 075|  111E+02
158 | 249-45 T1 P2 5 1| 3487] o085| 2.37E+02| 3227| 083  9.02E+02
159 | 249-45T1P3 5 1| 337] 02 5.46E+02 0 0 0
160 | 249-45 T3 P3 5 3| 3472| 007 2.64E+02] 34.96| 0.79|  1.33E+05
161 | 24945 T2 P2 s 5 0 0|  0.00E+00 0 0 0
162 | 249-45 T3 P3 5 3| 3354| 135 6.12E+02 0 0 0
163 | 284-35 T1 P3 5 1| 33.01] 1.43] 8.93E+02| 2054| 0.41|  6.43E+03
164 | 284-35 T3 P2 5 3| 35.14| 0.24 2.16E+02 0 0 0
165 | 284-35 T2 P3 5 2 0| 043]| 000E+00| 31.16] 02|  1.99E+03
166 | 284-35 T3 P1 5 3| 3359| 036]  5.91E+02 0 0 0
167 | 284-35 T2 P3 5 2| 304| o081] 574E+03| 3274 085|  6.46E+02
168 | 284-35 T1 P1 5 1 0 0 0 0 0 0
169 | 284-43 T2 P1 5 2| 3321| 057 7.74E+02 0 0 0
170 | 284-43 TL P1 5 1| 3353] 079|  6.16E+02| 32.84| 098]  6.02E+02
171 | 284-43 T3 P2 5 3| 34.26| 0.92 3.66E+02 0 0 0
172 |284-43 T2 P4 5 2| 3321| 112 7.74E+02 0 0 0
173 |284-43 T3 P3 5 3| 35.06| 144 2.07E+02 0 0 0
174 |284-43T1P2 5 1| 33.77| 1.64 5.20E+02 0 0 0
175 | 284B-66 T3 P3 5 3| 3301 1.14] 893E+02| 32.68| 024  6.74E+02
176 | 284B-66 T2 P5 5 2| 3328| 054|  7.37E+02| 33.36| 0.85|  4.16E+02
177 |284B-66 T1 P2 5 1| 3245| o061 1.33E+03 0 0 0
178 | 284B-66 T2 P5 5 2| 31.19] 051 3.27E+03 0 0 0
179 | 284B-66 T1 P5 5 1| 31.83] 039] 2.07E+03| 33.89| 021]  2.85E+02
180 | 284B-66 T3 P3 5 3] 31.86| 0.9 2.03E+03 0 0 0
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