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RESUMEN

El sindrome de la hoja amarilla es una enfermedad de la cafia de aztcar que fue detectada en Colombia por
primera vez en 1998. Cenicafia estd tratando de lograr un control eficiente de la enfermedad utilizando diferen-
tes herramientas pertenecientes a diversas dreas como entomologia, patologia, biologia molecular y biotecnologa.
Dentro de estas dos Gltimas dreas, esta contemplado el producir plantas transgénicas resistentes a la enferme-
dad. Con este fin se han bombardeado callos de la variedad CC 84-75 con parte del gen que codifica para la
capside del virus causante de la enfermedad, el cual confiere resistencia contra el virus como se ha demostrado
previamente. Un niimero total de 69 plantas han sido obtenidas después de bombardeo y seleccién con 50 mg/L de
geneticina. Hasta ahora 12 plantas de un total de 19 plantas evaluadas han resultado positivas mediante la
técnica de “Southern” después de hibridizacién, mostrando un fragmento de 0,45 Kb después de digestion del
ADN total con Pst I. Las plantas que den positivas usando “Southern” seran posteriormente evaluadas mediante
“Northern”, y su resistencia contra el virus sera evaluada en invernadero de bioseguridad.
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ABSTRACT

Yellow leaf syndrome in sugarcane was detected in 1998 for the first time in Colombia. In order to control this
syndrome Cenicafia is using several approaches including different disciplines as Entomology, Pathology,
Molecular Biology and Biotechnology. One of this approach is the production of transgenic plants resistant to
the virus causal agent of the syndrome. For this purpose embriogenic calli of variety CC 84-75 have been
bombarded. This variety is susceptible to the syndrome and is largely grown in Colombia. The genomic
construction used in the bombardments includes a sequence coding for the coat protein of the virus. Sixty nine
plants have been regenerated after selection with geneticin (50 mg/L). So far, 12 plants were positive using
Southern Blot showing a 0.45 Kb fragment in the Pst I digests. Positive plants by Southern will be tested by
Northern and resistance to the virus will be evaluated in biosafety greenhouse.

Key words: Sugarcane, genetic transformation, virus, Saccharum.

INTRODUCCION

El sindrome de la hoja amarilla es una enferme- Africa (Ricaud, 1968). En los ultimos cinco afios
dad de la cafia de azUcar registrada por primera se ha observado en las zonas cafieras de Brasil,
vez en 1994 en Hawai (Schenk et al., 1994). Sin Argentina, El Salvador, Guatemala, Mauricio,
embargo, desde 1968 existen registros de Suréfrica, Malawi, Marruecos, Reunién, Estados
sintomatologia similar en cultivos del oriente de Unidos, Peru, Australia y Zimbabwe. En Brasil,
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esta enfermedad ha sido detectada principalmente en
la variedad SP 71-6163; presenta sintomas severos e
indica alta sensibilidad hacia el virus, lo que ha repre-
sentado pérdidas en la productividad hasta de un 80%.

El sindrome de la hoja amarilla fue registrado en
Colombia por primera vez en mayo de 1998 en la varie-
dad SP 71-6163, encontrandose en andlisis posterio-
res en la mayoria de lotes comerciales sembrados con
diferentes variedades (Victoria et al., 1998). La inciden-
cia de la enfermedad en el afio 2000 fue de 4,3%, pre-
sentando mayor incidencia en algunas variedades, es-
pecialmente la variedad CC 84-75, la cual ocupa
actualmente el segundo lugar en area sembrada en
Colombia, lo que indica el alto riesgo para la industria
azucarera colombiana y el peligro inminente en caso
de no realizar un control adecuado de ella. Esta enfer-
medad se ha encontrada asociada con disminuciones
en la concentracién de sacarosa y en la produccion de
cafia, incluso en cultivos sin sintomas externos visibles.
En Colombia, como se mencioné anteriormente, la va-
riedad mas afectada por la enfermedad es la CC 84-75,
la cual mostré una disminucion de 1,2 toneladas de cafia
por hectarea y 0,21 toneladas de azlcar por hectarea
menos por cada 1% de infeccién.

La enfermedad es causada por un virus ARN de
la familia Luteoviridae y es producto de recombinacion
entre ancestros de los géneros Luteovirusy Polerovirus.
El diagnéstico de la enfermedad en el campo es dificil
debido a que no todas las variedades de cafa mues-
tran sintomas externos. El virus puede ser detectado
en el laboratorio por microscopia electronica, pruebas
inmunolégicas como ELISA, “dot blot’ y “tissue blot”, y
mas recientemente con pruebas moleculares median-
te RT-PCR. El virus se disemina por el uso de semilla
vegetativa infectada o por la accién de los afidos
Melanaphis sacchariy Rhopalosiphum maidis, ambos
presentes en las zonas azucareras de Colombia; no se
ha registrado transmision en forma mecanica.

Uno de los objetivos de Cenicaha es el de mante-
ner la productividad actual del cultivo de la cafia de azu-
car, considerada una de las mas altas del mundo, me-
diante la realizaciéon de un control eficiente de la
enfermedad, utilizando de una forma integral diferentes
herramientas y métodos pertenecientes a diversas areas
como entomologia, patologia, biologia molecular y
biotecnologia. En el area de biotecnologia, uno de los
sistemas més prometedores consiste en la produccion
de plantas transgénicas resistentes al virus. La produc-

cién y utilizacion de este material puede contribuir enor-
memente al control de la enfermedad, generando por
medio de la ingenieria genética, plantas resistentes a
esta enfermedad tan importante en Colombia.

El virus del sindrome de la hoja amarilla es un
virus ARN y ha sido aislado, purificado, caracterizado,
clonado y en parte secuenciado (Moonan et al., 2000).
El virus fue clonado en varios fragmentos de ADN com-
plementario, y su mapa genémico construido con base
en los clones de ADN producidos. Varios clones que
codifican para parte de la proteina de la capside viral
han sido evaluados para conferir resistencia a la en-
fermedad mediante transformacion genética. Uno de
los clones fue escogido como el mas eficiente para
conferir resistencia a la enfermedad, y ha sido incluido
en una construccion genética que contiene el promo-
tor del gen de ubiquitina de maiz, su correspondiente
intron, el gen o clon de ADN complementario y la se-
fial correspondiente de terminacion. Con el objetivo
de obtener plantas de la variedad CC 84-75 resisten-
tes al sindrome de la hoja amarilla, se han bombar-
deado callos embriogénicos con esta construccion
genética acompanada del gen de resistencia a
kanamicina utilizado como gen de seleccion.

METODOLOGIA

La metodologia que se utilizé para la transformacion de
cafia de azucar fue la de bombardeo de particulas, usan-
do un sistema de aceleracion de particulas de oro PDS-
1000/He. El tejido dptimo para ser bombardeado es el
callo embriogénico, el cual fue inducido a partir de un
explante de tallo con meristemo y el primer tercio basal
de las hojas o explante de hoja joven en un medio de
induccion de callos que contiene sales MS completo,
3% sacarosa, 100 mg/L de inositol, 3 mg/L de 2,4-D,
15% de agua de coco y 0,2% de phytagel, en condicio-
nes de oscuridad y 28°C por aproximadamente cinco
semanas. Posteriormente, los callos producidos se
subculticaron cada cuatro semanas previa division de
éstos y cambio a medio nuevo de induccion.

Para la estandarizacion del bombardeo se emplea-
ron los plasmidos pGV1040, pCambia 1301, pCambia
1201y pActina-1D. Posteriormente se bombarde6 con
el plasmido pFM395 junto con el gen de resistencia al
antibidtico utilizado como agente de seleccion y el
plasmido pFM396, el cual contiene el gen antisentido.
Los callos fueron seleccionados iniciaimente en 30
mg/L de geneticina y posteriormente en 50 mg/L.
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Los callos bombardeados que
sobrevivieron fueron pasados a me-

diferentes experimentos.

Tabla 1. Bombardeos realizados con el plasmido pActina 1-D en

dio de regeneracion, en el cual se eli-
minaron las hormonas de crecimien-

to, se disminuya la concentracion de

agua de coco a 5% y de sacarosa a

2%, agar 0,4% y se adicion6 carbén

activado al 0,2% como agente

antioxidante. Se hizo una exposicion

Experimento |No. de callos | No. de callos | No. de callos |[% de callos
disparados GUS + GUS - GUS +
1 161 103 58 64,0
2 184 156 28 84,8
3 215 122 93 56,7
4 150 23 127 15,3
5 112 31 81 27,7

gradual de los callos a la luz, empe-
zando con 15 dias en oscuridad, lue-
go 15 dias en penumbra y finalmente fueron expuestos
a luz directa. Posteriormente, una vez las plantulitas
midieron 5 mm se pasaron a medio de propagacioén de
meristemos y elongacién denominado MS | (sales MS
completo, de sacarosa 2%, 100 mg/L de inositol, 0,01
mg/L de IBA, 0,1 mg/L de GA,, 150 mg/L de &cido citri-
co y 5% de agua de coco) bajo Iuz directa hasta que
lograron un tamario aproximado de 2 cm.

Despues se pasaron a medio de macollamiento
MS Il (sales MS completo, sacarosa 2%, 100 mg/L de
inositol, 0,1 mg/L de KIN, 0,3 mg/L. de BAP, 150 mg/L de
acido citrico) bajo luz directa. Finalmente, las plantas
fueron puestas en medio de enraizamiento MS || (sales
MS completo, 2% de sacarosa, 100 mg/L de inositol,
0,1 mg/L de KIN, 5 mg/L de ANA) bajo luz directa.

RESULTADOS

Con el fin de estandarizar la metodologia, inicialmente
se usaron varios plasmidos que contienen el gen GUS
como pGV 1040, pCambia 1301, pCambia 1201 y
pActina 1-D. Los porcentajes de eficiencia medida
en numero de callos GUS positivos variaron entre 0
y 85% siendo el plasmido pActina 1-D el mas eficien-
te, ya que fue el unico que produjo porcentajes por
encima del 65%. Debido a lo aleatoria que es la me-
todologia de bombardeo de particulas, en los resul-
tados obtenidos con este plasmido como con los an-
teriores, la respuesta fue muy variable. En algunos
experimentos se obtuvo casi un 80% de callos GUS
positivos mientras que en otros sélo se obtuvo un
15%. Los resultados de los ensayos realizados con
el plasmido pActina 1-D se indican en la tabla 1. En
la figura 1 se muestran callos transformados con el
plasmido pActina 1-D expresando el gen GUS.

Una vez estandarizada la metodologia de trans-
formacion con el gen GUS, se utiliz6 el plasmido pFM395
junto con el plasmido que posee el gen de resistencia a
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Figura 1. Callos embriogénicos de la variedad CC 84-75, que
muestran expresion transitoria del gen GUS.

kanamicina y el plasmido pFM396 con el gen antisentido,
con el fin de obtener mas frecuencia de plantas trans-
formadas como se demostré previamente (Waterhouse
et al., 1998). El plasmido pFM395 contiene parte de la
capside viral, el promotor del gen de ubiquitina, su co-
rrespondiente intrén y la sefial de terminacion.

Trece experimentos diferentes fueron realizados
de una forma independiente. Como se mencioné an-
teriormente, debido a lo aleatorio del método el nime-
ro final de callos y el nimero de plantas regeneradas
obtenidas varié entre cada ensayo (véase tabla 2). En
un comienzo se bombarded un nimero de calios de-
terminado, los cuales fueron seleccionados inicialmen-
te en geneticina a una concentracion de 30 mg/L. Los
callos sobrevivientes fueron seleccionados nuevamen-
te con el mismo antibiético a una concentracion de 50
mg/L y los que sobrevivieron fueron colocados en
medio de regeneracién. El mayor numero de plantas
regeneradas se obtuvo en los experimentos 4y 2, en
los cuales sobrevivieron después de la seleccién con
el antibidtico 11 y 9 callos, a partir de los cuales se
obtuvieron 20 y 12 plantas, respectivamente. En total
se obtuvieron 69 plantas a partir de 57 callos resisten-
tes a 50 mg/L de geneticina en trece experimentos.
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Tabla 2. Bombardeos realizados con los plasmidos pFM395, pFM 396 y el gen de resistencia al
antibiético en diferentes experimentos.
Experimento | No.de callos | No.de callos | No.de callos | No. de callos | No. de plantas
bombardeados| en 30 mg/L en 50 mg/L vivos regeneradas

1 136 1 0 0 0

2 147 40 26 9 12

3 166 30 5 1 4

4 258 137 112 11 20

5 280 65 40 2 9

6 184 120 33 8 8

7 182 122 49 0 0

8 198 158 51 12 6

9 177 160 4 9 7

10 397 237 71 2 2

11 112 6 4 0 0

12 141 40 13 3 1

13 111 25 0 0 0
Hasta ahora 19 plantas han sido evaluadas me-
diante Southern blot, de las cuales 12 han dado positi-
vas después de la hibridizacion (véase figura 3). EIADN
total de las plantas fue digerido con la enzima Pst | e
e hibridizado con el plasmido pFM395. Las plantas posi-
/,f . tivas mostraron una banda de 0,45 Kb (carriles 1-3y 5-
10), la cual no fue detectada en la planta no transfor-
/ mada usada como control (carril 4). Actualmente se
UBIp(int1) estan realizando las hibridizaciones con las otras plan-
f tas después de digestion con diferentes enzimas de
| PFMA95 restriccion con el objetivo de conocer el nimero de
5357 bp EcoRl 1404 inserciones diversas. La hibridizacién del ARN median-
p te “Northern Blot” y la evaluacién de la resistencia con-

NQS-term

EcoR1 2738

Figura 3. “Southern blot” de
ADN provenientes de diferentes
plantas hibridizados con el
plasmido pFM395. La sonda fue
marcada con sistema no ra-
dioactivo e hibridizada a 65°C.
Los lavados se realizaron con
2XSSC, 1XSSC y 0,5XSSC a
65°C por 20 minutos cada uno.
Todos los lavados incluyeron
0,1% de SDS. El carril 4 con-
tiene ADN de la variedad CC 84-
75 no transformada.

“Psti 2003

BamH1 2196

tra el virus de las plantas hasta ahora positivas median-
te Southern se estan realizando en la actualidad.

Figura 2. Estructura del plasmido pFM395 con parte del gen que
codifica para la capside viral de 487 pb (en negro), y los sitios de
corte para las diferentes enzimas de restriccion.
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DISCUSION

Varios grupos de investigacion en diferentes partes
del mundo han logrado transformar plantas de cafia
de azdcar utilizando bombardeo de particulas vy el
gen marcador GUS. Franks y Birch (1991) fueron
los primeros en lograr expresion transitoria y per-
sistente del gen GUS en células en suspensién y en
callos de la variedad australiana Q63. Estos auto-
res encontraron mas alta frecuencia de expresion
en las células en suspensién que en los callos. Sin
embargo sugieren a los callos embriogénicos como
tejido ideal para transformar, debido a su facil pro-
duccion y su corto tiempo en cultivo, lo cual reduce
la frecuencia de variacién somaclonal. Chowdhury y
Vasil (1992) lograron introducir los genes GUS y bar
mediante bombardeo en células en suspensién en
los hibridos CP72-1210 y SC88 de la Florida. Otra
linea celular (SCPP) fue transformada mediante
electroporacion de protoplastos. Estos autores de-
mostraron integracion estable del gen bar y actividad
PAT (fosfinotricina acetil transferasa). Gallo-Meagher
e Irvine (1993) lograron expresidn transitoria del gen
GUS en el cultivar Nco 310, utilizando como explantes
secciones de hojas jovenes. En este trabajo se com-
pararon los promotores del gen de ubiquitina de maiz
(Ubi-1) el de actina de arroz (Act 1) y el 35S del virus
del mosaico de la coliflor. La mayor expresién la ob-
tuvieron con el promotor Ubi-1, el mismo que fue uti-
lizado en el presente trabajo. Otros autores obtuvie-
ron resultados similares utilizando otros cultivares
diferentes (Gonzales-Cabrera et al., 1998). Bower et
al. (1996) transformaron callos embriogénicos de la
variedad australiana Q117 utilizando el gen GUS, lo-
graron resultados similares a los obtenidos por
Chowdhury y Vasil, quienes usaron construcciones
genéticas similares.

Otros genes marcadores como el gen que codifi-
ca para la proteina fluorescente (GFP) han sido utiliza-
dos mediante bombardeo de particulas (Harrison et al.,
2001; Elliot et al.,, 2001) y Agrobacterium tumefaciens
(Elliot et al., 1999), obteniendo la eliminacion de una
alta proporcién de explantes negativos mediante se-
leccion visual, facilitando asi enormemente la se-
leccidn de células transgénicas como primer paso
en la generacion de plantas transgénicas.
GalloMeagher e Irvine (1996) evaluaron oro y tungs-
teno como particulas de vehiculo para evaluar la
eficiencia de transformacion utilizando el gen bar,
encontrando resultados muy similares; ellos demos-

traron integracion y expresién del gen mediante
analisis moleculares en la variedad Nco 310; el por-
centaje de plantas PCR positivas obtenidas a par-
tir de plantas regeneradas fue de 58%.

En Brasil, Falco et al. (2000) transformaron —
mediante bombardeo—, callos de la variedad SP80-
180 con dos plasmidos que contienen los genes
de neomicina transferasa (neo) y fosfinotricina
acetiltransferasa (bar) con una pistola desarrolla-
da en el Centro Tecnoldgico de Copersucar. Otro
factor importante ha sido el de buscar resistencia
a insectos mediante transformacién, utilizando
genes cry. Con este fin se ha utilizado el gen
crylA(b) para obtener resistencia contra el barre-
nador del tallo Diatraea saccharalis (Arencibia et
al., 1997) o, utilizando inhibidores de proteasas o
lectinas de otros cultivos como papa, se ha tratado
de inhibir el crecimiento de larvas de Antitrogus
consanguineus (Nutt et al., 1999).

Respecto a la resistencia a virus, pocos traba-
jos se han realizado. Uno de los virus mas estudia-
dos es el del mosaico de la cafia de azUcar, del cual
se ha utilizado la proteina de la capside y el gen de la
replicasa para realizar construcciones genéticas con
el fin de bombardearlas en variedades australianas
(Joyce et al., 1998; Ingelbrecht et al., 1999; Butterfield
et al., 2002). Otro virus estudiado es el causante de
la enfermedad de Fiji. Esta enfermedad, que no se
encuentra presente en Colombia, es transmitida por
Perkinsiella sacchariciday es muy importante en Aus-
tralia. Mediante bombardeo se han introducido cons-
trucciones del virus en la variedad Q124 obteniendo
resultados de resistencia significativos (McQualter et
al., 2001). Concerniente al virus del sindrome de la
hoja amarilla, la construccion utilizada en el presente
trabajo mostré previamente que confiere resistencia
a plantas susceptibles a la enfermedad (Mirkov, re-
sultados no publicados); por esta razdn, esta cons-
truccion fue escogida en el presente trabajo, y es el
unico trabajo hasta la fecha que ha utilizado cons-
trucciones genéticas con el fin de obtener resisten-
cia al sindrome de la hoja amarilla; por ello no po-
demos comparar nuestros resultados con los de
otros autores.

Como se menciond en la parte de resultados,
12 de las 19 plantas evaluadas fueron positivas por
medio de la técnica de hibridizacién molecular
(Southern Blot). En este experimento se utilizé como
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sonda el plasmido pFM395, el cual fue previamente
cobombardeado con el gen de seleccién o de resis-
tencia al antibiético. Por esta razdn es posible que
las siete plantas que no dieron hibridizacién positiva
tengan el gen de seleccion pero no tengan el plasmido
pFM395. Este problema se solucionaria si se tuviera
en la misma construccién todos los genes que se quie-
ren introducir en la planta transgénica.

A pesar de que las monocotiledoneas no se con-
sideran huéspedes naturales de Agrobacterium
tumefaciens (De Cleene y Deley, 1976) algunos grupos
de investigacién recientemente han intentado transfor-
mar algunas de ellas usando este vector, especialmen-
te arroz (Chan et al.,, 1993; Hiei et al., 1994), trigo
(Mooney et al., 1991), maiz (Ishida et al., 1996) y cafa
de azUcar (Arencibia et al., 1998; Enriquez-Obregén et
al, 1998; Matsuoka et al., 2001). La transformacion
con A. tumefaciens tiene ventajas sobre el bombardeo
de particulas como la posibilidad de introducir fragmen-
tos de mayor tamario y tener menos rearreglos del
transgen. Esta podria ser una nueva alternativa para la
produccion de plantas resistentes al sindrome de la hoja
amarilla en un futuro cercano. Sin embargo, el trabajo
que resta por ahora de la presente investigacion es eva-
luar las plantas producidas mediante hibridizacion del
ADN (Southemn), del ARN (Northern) y medir la respues-
ta a la infeccion por el virus en las plantas que resulta-
ron positivas por métodos moleculares.
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