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RESUMEN

Plantas de la variedad SP 71-6163 afectadas por el virus del sindrome
de la hoja amarilla de la cafia de aziicar (ScYLV), se sembraron en
condiciones de invernadero para purificar el agente causal y producir
anticuerpos especificos. La metodologia de purificacién utilizada fue
la de Lockhart (1999) modificada, agregando la enzima Celluclast 1,5
L al 2% a la solucion de extraccion. Las preparaciones parcialmente
purificadas fueron evaluados por microscopia electrénica en el labora-
torio de la unidad de virologia del CIAT para verificar la concentra-
cion de particulas virales. Una vez obtenida una alta concentracién el
semipurificado se ultracentrifugd en un gradiente de densidad de
sucrosa de 10-40% para incrementar la pureza del virus. El purificado
obtenido se empled como antigeno en la produccién de inmunoglobu-
linas especificas inyectando conejos de la raza Nueva Zelandia durante
cuatro semanas en una concentraciéon de Img ScYLV/ml, para luego
evaluar el antisuero mediante técnicas de microscopia electronica y
TBIA. Se encontré una alta concentracién de particulas virales en
semipurificados empleando Celluclast 1,5 L al 2%. La relacién de
absorbancia Ajeo/A,g0 fue de 1,49 y la concentracién viral aproximada
de 1,87 mg/ml. El anticuerpo producido se utilizara en pruebas serold-
gicas de ISEM y tissue-blot para el diagnéstico del ScYLV en la zona
azucarera del Valle del Cauca.

Palabras claves: cafla de azicar, sindrome de la hoja amarilla, anti-
SUEro.

SUMMARY

Plants of SP 71-6163 variety positive for the virus of the sugarcane
yellow leaf syndrome (ScYLV) were sowed under greenhouse condi-
tions to purify the causal agent and to produce specific antibodies. The
methodology used for purification was that of Lockhart (1999) modi-
fied by CENICANA, adding the Celluclast 1,5 L to 2% enzyme to the
extraction buffer. The purified of the obtained virus were evaluated by
electronic microscopy in the laboratory of the Virology Unit at CIAT
inn order to verify viral particles concentration. Once obtained a high
concentration of virus particles, the purified were put on a sucrose
gradient with density of 10-40 % to increase the purity of the virus
which was determined later in the spectrophotometer. The purified
obtained was used as antigen in the production of inmunoglobulin by
injecting New Zealand rabbits during four weeks by a concentration of
lmg ScYLV/ml. The antiserum was evaluated by ISEM and TBIA.
High concentration of virus particles was found by adding 2 % Cellu-
clast 1,5 L. The absorbance A,g/A,g Was of 1.49 and the approximate
viral concentration of 1.87 mg/ml. The antibody produced will be used
for serological tests of ISEM and TBIA in the diagnosis of the ScYLV
in the sugarcane area of the Cauca Valley.
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INTRODUCCION

En la actualidad la regi6n azucarera del Valle
del Cauca se enfrenta a una enfermedad de
origen viral potencialmente importante, el
sindrome de la hoja amarilla (ScYLV), el
cual estd infectando vertiginosamente los
cultivos de cafia de aziicar debido a la rapida
diseminacién por vectores, su dificil detec-
cion en el campo por la variabilidad de su
infeccién y a la gran cantidad de variedades
susceptibles (Victoria et al,1998).

Entre 1990 y 1991 se observaron los pri-
meros sintomas de amarillamiento en las
plantas, en la parte sur del Brasil, especifi-
camente en la zona productora de cafia de
azicar del estado de Sao Paulo (Lima et al,
1995, Vega et al, 1997). Para 1992 el sin-
drome de la hoja amarilla estaba presente en
la mayoria de cultivos de la variedad SP 71-
6163, de la zona de Sao Paulo la cual repre-
sentaba el 25% de la cafia cultivada en esta
zona. En esta variedad se registraron sintomas

severos, indicando la alta sensibilidad de la
variedad al virus. Los sintomas en la variedad
SP 71-6163, no son visibles en hojas nuevas,
solamente hay evidencia de éste en las hojas
maduras. Los primeros sintomas se presentan
como un amarillamiento intenso de la nerva-
dura en las hojas viejas, se observa ademas,
una coloracion rojiza en la superficie axial de
la nervadura. La decoloracién subsiguiente se
esparce, desde de la punta hacia la base de la
hoja y se desarrolla eventualmente sintomas
de necrosis. Las raices y los tallos se debilitan
en su crecimiento y la produccion se reduce
significativamente (Vega et al, 1997).

La etiologia del ScYLV, fue puesta en
duda por mucho tiempo. Factores abidticos
incluyendo compactacién del suelo, desba-
lance nutricional, falta de agua y condiciones
climaticas adversas fueron sugeridos como
posibles causantes de la enfermedad. Sin
embargo, el patrén de los sintomas y su dis-
tribucion en el campo sugerian que podria ser
debido a un agente biético, opinién que fue
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sustentada cuando se asociaron los sintomas
con presencia de particulas virales en los
tejidos. En 1994 los sintomas fueron asocia-
dos con la presencia de un closterovirus por
medio de la prueba de de deteccion de dobles
cadenas de ARN (Borth et al, 1994). En 1997
Vega et al, encontraron particulas de luteovi-
rus en los tejidos del floema por medio de
pruebas citologicas y se acercaron a los pri-
meros estudios de purificacién, basados en
las metodologias para el virus del enanismo
amarillo de la cebada (Barley Yellow Dwarf
luteovirus BYDV). Dos patdgenos Sugarcane
Yellow Leaf Virus ScYLV ( Lockhart et al,
1995, Irey et al, 1996; Vega et al, 1997) y
Sugarcane  Yellow Leaf Phytoplasma
(ScYLP) (Cronje et al, 1997) han sido regis-
trados y asociados a sintomas del sindrome
de la hoja amarilla de la cafia de azicar.

En el 2000 Scagliusi y Lockhart, ratifica-
ron los resultados de Vega et al., 1997, indi-
cando que la enfermedad era causada por un
luteovirus con particulas de 25 a 29 nm de



diametro el cual denominaron como “Sugar-
cane Yellow Leaf Virus”. Sin embargo, utili-
zando los 1ltimos sistemas de taxonomia se
clasifico nuevamente el agente causal como
un virus del género polerovirus, familia
luteoviridae. (Moonan y Mirkov, 1999).

El sindrome de la hoja amarilla se regis-
tr6 por primera vez en Colombia en mayo de
1998, en la variedad SP 71-6163 introducida
del Brasil en 1987 (Victoria et al, 1998;
Victoria et al, 1999). Esta enfermedad se
transmite al usar semilla vegetativa infectada
y por la accién vectora de los afidos Mela-
naphis sacchari y Rhopalosiphum maidis
presentes en las zonas azucareras del pais.
Entre octubre de 1998 y marzo de 1999, la
enfermedad se observé ampliamente distri-
buida en la regién azucarera aunque con
mayor incidencia en la zona sur (Victoria et
al., 1998; Victoria et al., 1999). La incidencia
fue mayor en la variedad CC 85-96, seguida
por las variedades ICC 93-02, MZC 82-11,
CC 84-75 y PR 61-632, entre otras, produ-
ciendo efectos de disminucion en la produc-
cién, especialmente en las variedades suscep-
tibles CC 84-75 y CC 85-96.

La enfermedad puede diagnosticarse por
diferentes técnicas seroldgicas entre ellas
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), TBIA (Tissue-Blot ImmunoAssay),
DBIA (Dot-Blot ImmunoAssay) y por la
observacion al microscopio electronico de las
particulas  virales purificadas a partir de
tejido enfermo (Schenck y Lockhart, 1997;
Victoria et al, 1998; Scagliusi y Lockhart,
2000; Guzmén y Victoria, 2001). El proceso
de purificacion para la producciéon del anti-
suero especifico se ha dificultado debido a la
ubicacién restringida del virus a los tejidos
del floema de la planta y a la baja concentra-
cién de particulas virales en los tejidos, lo
que hace mas dificil su extraccion; ademas a
la ausencia de sintomas en plantas infectadas
debido a las diferencias de comportamiento
de las variedades de cafia cultivadas y a la
carencia de hospedantes alternos de rapido
crecimiento (Lockhart et al, 1995; Vega et al,
1997; Scagliusi et al, 2000).

Actualmente en CENICANA la enferme-
dad del sindrome de la hoja amarilla de la
cafia de azicar se diagnostica con las pruebas
serolégicas TBIA y DBIA utilizando antisue-
ros importados con la limitaciones que impli-
ca su adquisicion. Para obviar estas dificul-
tades se planeo en esta investigacion producir
localmente un antisuero especifico para el
diagnostico del ScYLYV, previa la purificacion
del agente causal del sindrome de la hoja
amarilla (ScYLV).

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realizd bajo condiciones de
invernadero en la estacién experimental de
San Antonio de los Caballeros del Centro de
Investigacion de la Cafla de Azicar de Co-
lombia CENICANA, localizada en el munici-
pio de Florida departamento del Valle del
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Cauca, a una altura de 980 metros sobre el
nivel del mar, precipitacion de 1140 mm/afio,
temperatura promedia de 23,5 °C y humedad
relativa del 76%, y en los laboratorios de
fitopatologia y virologia de CENICANA y
CIAT respectivamente.

Para el proceso de purificacion se utiliza-
ron plantas de la variedad SP 71-6163 afecta-
das por ScYLV previamente diagnosticadas
como positivas por TBIA para sindrome de la
hoja amarilla, las cuales se sembraron en
macetas plasticas (11x14x11 cm); se empled
como substrato una mezcla de tierra y arena
zarandeada estériles en proporcion 2:1
respectivamente. El tratamiento que se dio al
material sembrado consisti6 en un riego
suministrado  diariamente y fertilizacién
semanal.

Purificaciéon del virus del sindrome de la
hoja amarilla (ScYLV)

Debido a que el proceso de purificacion del
ScYLV ha presentado dificultades por su
restriccién a los tejidos del floema y a la
variabilidad de la infeccién de acuerdo con la
variedad afectada, se probaron tres metodolo-
gias de purificacion (Tabla 1):

e Protocolo propuesto para purificacién de
virus en general (Lockhart, 1999)

e Protocolo para ScYLV (Scagliusi y Loc-
khart, 2000)

e Protocolo modificado en CENICANA para
el ScYLV

En cada una de las metodologias se esta-
bleci6 un control estricto sobre los tiempos de
centrifugacion, concentraciones y pH de los
tampones de extraccion, esterilizacion de los
materiales, cantidad y forma de picado del
tejido. Todas las purificaciones realizadas en
las diversas pruebas fueron observadas al
microscopio electrénico en el laboratorio de
virologia del CIAT para determinar la con-
centracién de particulas virales en ellas.

Una vez determinada la mejor metodolo-
gia en la que se obtuvieron semipurificados
limpios, sin dafios de las particulas y una
aceptable concentracion de ellas, se desatro-
llaron cambios para estandarizar el proceso y
mejorar los resultados del protocolo seleccio-
nado.

Edad fisiolégica y tipo de tejido para la
purificacién del virus

Con la metodologfa estandarizada, se rehicie-
ron varios ensayos para determinar la edad de
las plantas més adecuada para realizar el
proceso de purificacion. Se seleccionaron
plantas en el campo, se marcaron varios
tallos por cepa y se colecté de cada tallo
seleccionado la hoja TVD (primera hoja con
cuello visible); a éstas se les realizo la prueba
de TBIA (Guzmén y Victoria, 2001). Los
tallos que resultaron positivos para la enfer-
medad fueron utilizados como semilla para
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sembrar sus yemas en condiciones de inver-
nadero, se sembraron 50-100 plantas. Una
vez desarrolladas las plantas se tomaron 100
gramos de tejido para purificar el virus a
diferentes edad de las plantas: 15, 20, 30 y 60
dias después de la siembra, las pruebas de 6 y
12 meses se desarrollaron con plantas enfer-
mas de campo. El material fue recolectado
tomando soélo la parte mas joven de la planta,
(hojas del cogollo hasta la hoja TVD) pre-
sumiendo allf una alta concentracion de virus.
También se realizaron pruebas para determi-
nar el tipo de tejido y el mas adecuado para
realizar la purificacién, tomando 100 g de
cada tipo de tejido de plantas que previamen-
te habian resultado positivas para ScYLV.
Los tipos de tejidos utilizados fueron: hojas
de cogollo, hoja TVD sin nervadura y hoja
TVD con nervadura, nervaduras de hoja TVD
y entrenudos de tallo.

Cuantificacién de la concentracion viral

Las preparaciones obtenidas en cada metodo-
logia probada se analizaron en la Unidad de
Virologia del CIAT por medio de microsco-
pia electrénica evaluando concentracion viral
(ntimero de particulas por campo). A partir de
los semipurificados con presencia de una alta
concentracion de particulas virales se selec-
cionaron las muestras aptas para ser someti-
das a un gradiente de densidad de sucrosa de
10-40 %, para de esta forma obtener un virus
mas purificado. Posteriormente se analizé la
suspension final del virus de la mejor meto-
dologia diluida (1/100) en un espectrofotéme-
tro, dentro de un rango de longitud de onda
comprendida entre 220 y 320 nm (Rango luz
ultravioleta). La pureza y la concentracion
(mg ScYLV por mL) se determinaron mi-
diendo la relacién de absorbancia Ajs/Aggo
utilizando la férmula: A, x dilucion / coefi-
ciente de extincién del virus.

Método de inmunizacién para obtener
antisuero

El método de inmunizacion utilizado consis-
ti6 en inyectar el purificado del virus de la
mejor metodologia en los cojinetes de las
patas traseras de un conejo de la raza Nueva
Zelandia de 3 meses de edad. La inmuniza-
cioén se baso en la aplicacién de cuatro inyec-
ciones de 0,3 mL de la suspension viral
(Img/mL), los cuales previamente habian
sido mezclados con un volumen igual de
coadyuvante de Freund completo para la
primera inyecciéon e incompleto para las
siguientes.

Las inyecciones se administraron con una
semana de intervalo. La sangre se comenzo a
colectar un mes después de la primera inyec-
cién y se continudé semanalmente hasta doce
semanas después, teniendo cuidado de privar-
lo de comida por lo menos 18 horas antes de
cada sangria. La sangre (5-10 mL) se colectd
de la oreja de los conejos inmunizados en
tubos de centrifuga y se llevé luego a un bafio




Tabla 1. Comparacién de los protocolos usados para la purificacion del virus del sindrome de la hoja amarilla (ScYLV).

Protocolo general para purificacién de virus
(Lockhart, 1999)

Protocolo para ScYLV
(Scagliusi y Lockhart, 2000)

Protocolo para ScYLV
modificado CENICANA

1. Colectar 100 g de tejido enfermo y picar en
pequefios pedazos.

2. Adicionar 250 ml tampé6n fosfato 250 mM pH
6,0 mas 0.5% de 2-mercaptoethanol

3. Homogenizar y filtrar a través de gasa.

4. Agregar 2,5 mL de triton X-100 al 33% y
agitar por una hora.

5. Centrifugar de 10.000 a 12.500 r.p.m. por 10
minutos

6. Colectar el sobrenadante y colocarlo sobre 5
ml de un colchén de Sucrosa 30% en tampén
fosfato 100 mM, pH 7.0 y centrifugar a 42.000
r.p.m. por una hora.

7.  Resuspender el precipitado en tampé6n fosfato
100 mM pH 7,0 y agregar un volumen igual de
cloroformo.

8.  Centrifugar a 12.500 r.p.m. por 10 minutos.

9. Colectar el sobrenadante, que contendra el
semipurificado parcial

10.  Evaluar por microscopia electrénica

11.  Colocar en gradiente de Cloruro de Cesio (10 -
30%) y centrifugar a 42.000 r.p.m. por 3 horas

12.  Colectar la banda del virus purificado.

13.  Evaluar al microscopio electrénico.

1. Colectar 100 grs. De tejido infectado, picar en
pequeiios pedazos y congelar a — 90°C.

2. Moler o pulverizar con un moledor de café con
ayuda de hielo seco.

3. Mezclar con 3 volimenes (“/v)-(100g / 300 ml)
de tampdn fosfato pH 6.0, 250 mM, contenien-
do 0.2% ('/v) de 2-mercaptoethanol, 2% (*/v)
de Celluclast 1.5 L (Novo Nordisk Biochemich
North America, Inc., Franklinton).

4. Agitar por 4 horas a temperatufa ambiente.

§.  Filtrar a través de gasa.

6. La fibra se re-extrae con 1 volumen de tampén
de extraccién sin celluclast, 1,5 L.

7. Mezclar los filtrados y adiciohar tritén X-100
con una concentracion de 0,8% (*/v).

8.  Agitar por toda la noche a 4°C.

9.  Clarificar por extraccién con un volumen igual
de cloroformo-n-butanol, (1:1 */v), y centri-
fugar 10.000 r.p.m. por 15 minutos

10. Colectar la fase acuosa y concentrar el virus
adicionando 10% de PEG (PM 10.000) y 2%
(*iv) de NaCl.

11.  Centrifugar a 10000 r.p.m. por 20 minutos.

12. Resuspender ¢l precipitado en tampén fosfato
100 mM pH 7,0, conteniends 0,65% (*/v) de
Tritén X~100.

13.  Clarificar por centrifugacién a 13000 r.p.m.por
15 minutos

14, Ultracentrifugar a 42000 r.p.m./90 minutos,
sobre un colchdn de sucrosa al 30 % en tampén
fosfato pH 7,0.

15. Resuspender el precipitado en tampén fosfato
100 mM PH 7,0. y evalia por Microscopia
electrénica.

1. Colectar 100 gramos de hojas enfermas, cortar-
las en pequefios pedazos, congelarlas con Ni-
trégeno liquido y pulverizarlas con hielo seco
en un moledor de café. Adicionar, Celluclast
1,5 L al 2 % (Novo Nordisk Biochemich North
America, Inc., Franklinton), solucién fosfato
250 mM, pH 6,0 (2,5 volumenes p/v) y 0,2%
de 2-Mercaptoethanol y dejar mezclando a
temperatura ambiente tres a cuatro horas

2. Homogenizar en licuadora.

3. Filtrar con una malla de 200 mesh de nylon.

4. Adicionar 2.5 ml de tritén X~100, al 33% y
agitar a 4°C por una hora.

5. Centrifugar a baja velocidad
10 minutos.

6. Filtrar el sobrenadante a través de gasa.

7. Centrifugar a 42000 r.p.m. por una hora a 4°C
sobre un colchén de Sucrosa al 30% en tampén
fosfato 100 mM pH 7,0.

8. Resuspender el precipitado toda la noche en
100 mM pH 7,0

9. Clarificar con un volumen igual de cloroformo
(1:1) y agitar en vortex.

10. Centrifugar a baja velocidad (10000 r.p.m. por
10 minutos).

11. Recolectar el sobrenadante.

12. Centrifugar a 42000 por una hora con o sin
colchén de sucrosa al 30% .

13. Resuspender el precipitado en 100 mM de
tampé6n Fosfato pH 7,0 por toda la noche.

14, Centrifugar a 5.000 r.p.m. por 5 minutos y
recoger el sobrenadante.

15. Observar al microscopio electrénico.

. Pasar por un gradiente de sucrosa del 10-40 %

si es necesario

10000 r.p.m. por

maria a 37 °C durante 60 minutos, se centri-
fugd luego a 2750 r.p.m. durante 15 minutos,
se recolectdé el sobrenadante y se someti6
nuevamente a centrifugacion éste por cinco
minutos a 3500 r.p.m. para eliminar comple-
tamente los glébulos rojos. Los antisueros
obtenidos de cada una de las sangrias se
marcaron y se transfirieron a tubos pequefios
(1mL) congelandose a —20 °C.

Preparacién de Inmunoglobulina (IgG)
parael ScYLV

Con el fin de aumentar la especificidad del
antisuero obtenido en cada sangria, éste se
purificéd precipitando las proteinas que ain
pudiera contener, utilizando la metodologia
de Ball et al (1990). Esta consistié en adicio-
nar por cada ml de antisuero, 1 mL de agua
destilada estéril y 1,3 mL de sulfato de amo-
nio saturado pH 7,0-7,2, se agit6 por 30
minutos y se refrigerd toda la noche, luego se
centrifugé a 8000 r.p.m. durante 10 minutos y
colecto el precipitado, éste se resuspendid en
1 ml con tampén fosfato salino PBS 0,01 M
conteniendo NaCl 0,15 M. Se repitié la pre-
cipitacién de proteinas adicionando 1 mL de
agua destilada estéril y 1.02 ml de sulfato de
amonio saturado por ml de precipitado resus-
pendido, se agité por 30 minutos y se centri-

fugdé nuevamente a 8000 r.p.m. por 10 minu-
tos. El precipitado que contiene las Ig G
purificadas sé resuspendié en PBS con la
mitad del volumen original del antisuero y se
congelé a —20 °C para emplearse posterior-
mente en las pruebas seroldgicas.

Pruebas serolégicas con el antisuero de
ScYLV

El antisuero especifico se usé en las pruebas
serolégicas de TBIA (Guzmén y Victoria,
2001) e ISEM (Derrick, 1973). Para el caso
de TBIA se ensayaron diluciones de 1:5000,
1:6000, 1:7000, 1:8000 y 1:9000 de los anti-
sueros de cada una de las sangrias obtenidas,
como muestras positivas se utilizaron impre-
siones del tejido de la nervadura central de la
hoja TVD proveniente de la variedad SP 71-
6163 con ScYLV, las cuales se imprimieron
en membranas de nitrocelulosa. Se tomé
como testigo negativo, plantas sanas de la
variedad MZC 74-275. El proceso de dia-
gnostico que se siguié fue el de Shenck et al
(1997) y Guzman y Victoria (2001).

Para la técnica de ISEM se tomé tejido
enfermo de hojas del cogollo de la variedad
SP 71-6163 con el cual se procedi6 a probar
diferentes variantes a saber: 1, Macerado de
tejido mas Celluclast 15 L (1 hora) mds anti-
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suero puro. 2. Macerado de tejido sin Cellu-
clast 1,5 L mas antisuero puro. 3. Macerado
de tejido sin Celluclast 1.5 L y sin antisuero.
4. Macerado de tejido con Celluclast 1.5 L
(1 hora) sin antisuero. 5. Semipurificado mas
antisuero puro. 6. Semipurificado sin antisue-
ro.

El procedimiento para ISEM usado fue el
de Derrick (1973) teniendo en cuenta cada
una de las variaciones. Con esto se selecciono
la mejor variante de captura de las particulas
virales mediante la técnica de microscopia
electronica, evaluando concentracion viral (#
particulas por campo).

RESULTADOS Y DISCUSION
Metodologias para la purificacién del virus

En la purificacién del virus del sindrome de
la hoja amarilla de la cafia de azticar, utili-
zando la metodologia general de virus pro-
puesta por Lockhart, 1999 (Tabla 1), la cual
se caracteriza por el empleo de bajos volime-
nes de cloroformo y soluciones y sin el uso
del Celluclast 1.5 L (Novo Nordisk Bioche-
mich North America, Inc., Franklinton); la
concentracién viral se vio reducida debido a
que el virus se encuentra restringido al tejido
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del floema y se necesita de algin agente que
lo pueda liberar.

La otra metodologia que se ensay6 fue la
propuesta por Scagliusi y Lockhart (2000)
para purificacion de ScYLV. El proceso
utiliza la enzima del Celluclast 1.5 L (2 %)
(Novo Nordisk Biochemich North America,
Inc., Franklinton) adicionado a la solucién de
extraccién, se observé una mayor concentra-
ci6én viral con relacién al protocolo general
(Tabla 1) para purificacibn de virus
(Lockhart, 1999), debido a que la enzima
rompe las paredes celulares dejando libre las
particulas virales (Figura 1 A-D). Esta técnica
utiliza cantidades altas de cloroformo y buta-
nol que pueden resultar poco favorables para
el virus ya que lo puede degradar. A pesar de
todo, la concentracién viral aun se mostrd
muy baja para inmunizar los conejos y la
adicién de productos como PEG al 10% y
NaCl al 2%, no produjeron incremento en la
concentracién viral.

La metodologia  modificada  por
CENICANA (Tabla 1) resulté ser la mds
efectiva para la purificacién del virus; en esta
técnica a la solucién de extraccién le fue
adicionado Celluclast 1.5 L al 2% (Novo
Nordisk Biochemich North America, Inc.,
Franklinton). La adicién de esta enzima
celulolitica permitié el rompimiento de los
enlaces B-glucosidicos de la celulosa de las
paredes de las células y de esta manera el
virus se liberé facilmente de las células del
floema (Figura 1 A-C) y la concentracién
viral aumenté en comparacién con la meto-
dologfa general propuesta por Lockhart
(1999) y la de Scagliusi y Lockhart, (2000)
para ScYLV. Ademds, la agitacién a tempe-
ratura ambiente durante 4 horas del tejido
picado con la solucién de extraccién y el
Celluclast 1.5 L, promovié la disgregacién
del virus antes de los procesos de limpieza
(Figura 1-D).

En la técnica modificada se encontré que
es necesario mantener el tejido en condicio-
nes controladas de frio utilizando nitrégeno
lfquido, evitando asi que el tejido se hume-
dezca para posteriormente triturar finamente
el tejido en un moledor de café con la ayuda
de hielo seco. Las centrifugaciones a baja
velocidad fueron uniformizadas a 10.000
r.p.m. por 10 minutos. La primera centrifuga-
ci6n a alta velocidad debe realizarse siempre
sobre un colchén de sucrosa al 30% para
disminuir el efecto de pérdida del virus (Ta-

bla 2).

Es también necesario dejar el precipitado
en resuspensién por un tiempo minimo de 12
horas para favorecer la disgregacion del virus,
este tiempo no debe excederse porque pueden
presentarse contaminaciones por bacterias. El
uso de bajas concentraciones de cloroformo
incidi6 en que el virus no se degradara. Es
importante una ultima concentracién del virus
a alta velocidad de centrifugacién (42000
r.p.m. x 1 hora) con o sin colchén de sucrosa,
para obtener menores volimenes de resus-
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Figura 1. Corte de tejidos del floema. A-C. Particulas virales dentro de la célula D. Observacién por mi-
croscopfa electrénica del virus purificado siguiendo el protocolo general de purificacién propuesta por
Lockhart 1999 con adicién de Celluclast 1.5 L en el proceso de purificacién.

pensién y de esta forma tener una alta con-
centracién del virus (Figura 1-D).

Edad fisiolégica y tipo de tejido para puri-
ficar el virus

Se encontré que las mejores muestras para
usar en la purificacién del virus corresponden
a tejido joven (hojas de cogollo y hoja TVD)
de plantas entre 30 y 60 dias que no hayan
recibido procesos de congelamiento, pues en
estas muestras se observé un promedio mayor
de partfculas virales mediante microscopfa
electrénica. Los materiales jévenes presentan
también mayores ventajas para su manejo,
especialmente en el proceso de trituracién.
Materiales de mayor edad, entre 6 y 12 meses
y tejido de nervaduras de hojas y entrenudos-
de tallo mostraron promedios bajos en con-
centracién de particulas y ademds son difici-
les de triturar.

Cuantificacién de la concentracién viral

Las preparaciones del virus purificado de la
metodologfa modificada en Cenicafia tuvie-
ron una relacién de absorbancia Ajgy/Asgg de
1,49 y su concentracién fue de 1.87 mg
ScYLV/ml. La concentracién del virus per-
miti6 preparar las diferentes dosis que fueron
utilizadas en el proceso de inmunizacién y
produccion del antisuero especifico.

Método de inmunizacién para obtener
antisuero

Al finalizar la aplicacién de las dosis y al
cumplirse la quinta semana se iniciaron las
sangrfas del conejo realizdndose doce en
total. Con cada sangrfa se obtuvo un antisuero
mds especifico, precipitando las protefnas que
aiin pudiera contener, utilizando la metodolo-
gia de Ball et al (1990). El precipitado sé
resuspendi6 en PBS con la mitad del volumen
original del antisuero y se congelé para em-

Tabla 2. Evaluacién de los antisueros de las diferentes sangrfas para la deteccion del virus
del sindrome de la hoja amarilla ScYLV, mediante la técnica serolégica TBIA.

Dilucién del antisuero

Sangria

1:5000 1:6000

1:7000 1:8000 1:9000

ly2 .
3 +
4,5y6 ;
7,8y9 ] )
10, 11y12 . )

+ + +

+: Deteccién positiva a la enfermedad
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-: Deteccion negativa a la enfermedad




plearse en la realizacién de las pruebas sero-
l6gicas.

Pruebas serolégicas con el antisuero de
ScYLV

El antisuero de cada una de las sangrias se
evalud por la técnica serolégica de TBIA y se
observé una reaccién positiva especifica del
antisuero sobre el patégeno presente en las
nervaduras de las plantas enfermas, a partir
de la primera hasta la sexta sangria, siendo la
tercera sangria la demds alto titulo al poder
emplearse en un rango de dilucién que va de
1:5000 a 1:8000 (Tabla 2).

La primera y segunda sangrfa también
mostraron resultados optimos ya que respon-
dieron especificamente en las diluciones
realizadas entre 1:6000 a 1:8000. De igual
manera, de la cuarta a la sexta sangria res-
pondieron de manera especifica solo en la
dilucién 1:6000 (Tabla 2).

Las sangrias posteriores no mostraron
ninguna reaccién positiva a las diferentes
diluciones de anticuerpos, lo cual puede ser
debido a que la concentracién de anticuerpos
producidos por el conejo se disminuyé con el
paso del tiempo. En las impresiones de ner-
vaduras de plantas sanas no se observé nin-
guna reaccién positiva en ninguna de las
diluciones de los antisueros utilizados.

Para la técnica de ISEM se utilizé el me-
jor antisuero que fue el de la tercera sangria.
Se observé que cuando se usa el Celluclast
1.5 L adicionado a la solucién de macerado
de tejido y dejéndolo por una hora y adicio-
nandole luego el antisuero especifico se
detecta una captura de las particulas virales
con mayor especificidad que cuando se utiliza
solo el antisuero sin usar el celluclast en el
proceso de maceracidn (Tabla3).

Se observé ademés que el antisuero pre-
parado en este estudio actué especificamente
mostrando una mayor captura de particulas
virales en los mismos semipurificados utili-
zados para la inmunizacién de los conejos de
este trabajo que cuando se observo el semipu-
rificado sin adicionarle el antisuero (Tabla 3,
Figura 2). En las variantes de macerado del
tejido con Celluclast 1.5 L y tejido macerado
sin Celluclast 1.5 L y sin utilizar el antisuero,
no hubo deteccién de particulas virales (Tabla
3).

CONCLUSIONES

e Se purificé el virus causante de la enfer-
medad del sindrome de la hoja amarilla
empleando la metodologia modificada en
CENICANA, y al adicionar la enzima
celulolitica Celluclast 1.5 L al 2 % (Novo
Nordisk Biochemich North America, Inc.,
Franklinton) a la solucién de extraccién
se aument6 considerablemente la con-
centracién de particulas virales.

e El material 6ptimo para purificar el
agente causal del virus del sindrome de la
hoja amarilla debe ser tejido joven prove-
niente

Figura 2. Captura especifica de particulas virales extraidas de plantas de cafia de azicar afectadas por
ScYLV. A. Semipurificado sin antisucro. B. Semipurificado con antisuero.

Tabla 3. Comparacién del uso del Celluclast 1.5 L y ¢l antisuero especifico en la captura de particulas

mediante la prueba seroldgica de ISEM.

Muesira

Sin antisuero

Con antisuero

Tejido sin Celluclast -
Tejido con Celluclast -

Semipurificado +

+

++

+++

- = No particulas virales (0), + = bajo nimerpo de particulas virales (1-2), ++ = Nimero moderado de
particulas virales (5-10),+++ = Alto ndimero de particulas virales (>10)

de hojas de cogollo hasta la TVD sin congelar

y con edad de las plantas de 30 a 60 dias,

donde se encontré una alta concentracién de

particulas virales.

¢ Se obtuvo un purificado con una relacién
de absorbancia Ajg/Agzgo igual a 1.49 y
una concentracién viral de 1.87 mg
ScYLV/mL.

e Se obtuvo antisuero especifico contra el
ScYLV para ser empleado en la técnica
seroldgica de TBIA en un titulo de
1:5000 a 1:8000.

e El empleo del celluclasi 1.5 L al 2 %
(Novo Nordisk Biochemich North Ame-
rica, Inc., Franklinton) en la técnica se-
rolégica ISEM, mostré beneficio en la
captura de las particulas virales del
ScYLV.

e Por medio de ésta metodologia se puede
seguir produciendo un antisuero especifi-
co con un alto titulo para ser utilizado en
pruebas de diagndstico de la enfermedad
en campos de cafia de azicar.
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