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Sintesis

En la presente tesis se realizO la evaluacion de colonias de Xanthomonas
albilineans (Ashby) Dowson, organismo causal de la enfermedad escaldadura
foliar de la cafia de azucar, aisladas de plantas con y sin sintomas en las
provincias Mayabeque, Matanzas, Camagiey y Las Tunas. Las muestras se
seleccionaron al azar tres campos de una Unidad Empresarial de Base (UEB) en
cada una de las provincias. En el muestreo sobre cerrado se incluyeron plantas
con sintomas asociados a la enfermedad (rayado de las hojas, brotes de yemas
laterales, muerte del cogollo, etc.) asi como tallos asintomaticos. El diagndstico
de la enfermedad se realizo a través de la sintomatologia y la técnica serologica
UMELISA-DAS. Se estudié el perfil morfolégico, bioquimico, patogénico y
molecular de los aislados. Los resultados mostraron que la bacteria esta
propagada en todos los territorios estudiados con mas de 40% de las muestras
de forma asintomatica. La provincia Camagiey mostré mayor numero de plantas
con sintomas de la enfermedad (21% de infeccion) con diferencias significativas
con respecto al resto de las provincias (p<0,05segun el test exacto de Fisher
para tablas de contingencia y la regresion logistica monovariada).En Las Tunas
se registro el 10% de las muestras con sintomas, mientras que en Mayabeque y
Matanzas no se registraron. No se encontr6 correspondencia entre la
propagacion de la bacteria y el nUmero de cosechas de los campos y no se logré
establecer diferencias morfolégicas y bioquimicas entre los aislados de las
plantas con y sin sintomas en las provincias estudiadas. La bacteria aislada de
las cuatro provincias evaluadas presenté 100% de homologia con la cepa GPE
PC73 de Guadalupe, KO 905 de Estados Unidos y el gen del ARN ribosomal
23S de Brasil.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La cafla de azlcar, se considera el cultivo agricola mas importante de la
humanidad (D'Agostini et al., 2015) y constituye una fuente de alimentacion de
alto valor (Chavez, 2008; Martin, 2014).

De acuerdo con informes de la Organizacion Mundial para la Alimentacion de las
Naciones Unidas (FAO, 2016), su cultivo se extiende por cerca de 21 millones de
hectareas en el mundo, con oscilaciones en la produccion, que dependen de las
condiciones suelo-climéticas, las tecnologias aplicadas y la incidencia de plagas.

La escaldadura foliar, causada por Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson, se
encuentra entre las principales enfermedades que afectan el cultivo. Las
particularidades de la taxonomia, ecologia y patogenicidad de la bacteria, le
confiere un caracter letal respecto a otras especies del género, de ahi su alta
peligrosidad y la vigilancia permanente que se mantiene sobre la misma (Pieretti
et al. 2015).

La bacteria coloniza los haces fibrovasculares de los tallos y hojas, se moviliza
sistematicamente dentro de los tejidos de las plantas y se manifiesta de forma
diferente, con sintomas variables de acuerdo a las condiciones locales (Pieretti
et al., 2015; Rossetto y Diaz, 2015) e infecciones que no se manifiestan, que

confieren inseguridad al diagnéstico visual.

Numerosos brotes de esta enfermedad se han registrado en diferentes areas
cafieras del mundo y se ha informado en mas de 65 paises, con pérdidas

significativas en genotipos altamente susceptibles (Rott y Davis, 2000).

La produccion de azucar puede afectarse entre 0,5 y 1% (Pérez et al., 2002;
Barroso, 2008) relacionadas, en gran medida, con la resistencia de los cultivares

y la agresividad del organismo patogeno.

En Cuba a finales de la década del setenta del pasado siglo, se detectdé su

presencia en siete provincias (Rivera et al. 1979). Afios mas tarde se informaron
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infecciones latentes en plantas micropropagadas y plantaciones comerciales y
se sefalo el peligro del resurgimiento de la enfermedad (Peralta et al., 1997), sin
que se esclarecieran las causas, aunque se mantuvo como enfermedad en

cuarentena.

La aparicién de un brote severo de la enfermedad en el banco de germoplasma
del INICA en 1998, condujo a nuevas estrategias para su manejo. Se detecto la
presencia de la enfermedad en campos comerciales y areas de investigacion, se
incluyo la resistencia varietal como alternativa de control, dentro del Programa
de obtencion de nuevos cultivares y se disefié un conjunto de investigaciones

para sustentarla cientificamente.

La variabilidad del patégeno y la pérdida de la resistencia varietal restan
efectividad al control a través de la mejora genética (De Sousa y Silva, 2005) de
ahi la necesidad de determinar las variantes patogénicas, su distribucién y

niveles de agresividad.

Al valorar la resistencia genética dentro de la estrategia de manejo de la
enfermedad, se hace necesario establecer los procedimientos para una
determinacién répida, practica y no sesgada del comportamiento de los
cultivares que se evaliuen, basados hasta el presente en las experiencias

internacionales.

El andlisis de los aspectos antes abordados permitié identificar el siguiente

problema cientifico.

Problema Cientifico

La amplia distribucion de la escaldadura foliar de la cafia de azucar en Cuba

hace necesario evaluar las posibles variaciones del organismo causal.

Con vistas a dar respuesta a la problematica anterior, se plante¢ la siguiente:
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Hipotesis

El analisis de indicadores morfologicos, bioguimicos, patogénicos, serolégicos y
moleculares de aislamientos de Xanthomonas albilineans obtenidas en cuatro
provincias, permitird identificar posibles variaciones genotipicas del organismo

causal.

Objetivo General

Evaluar el nivel de infeccion de Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson,
organismo causal de la enfermedad escaldadura foliar de la cafia de azlcar,
aisladas de plantas con sintomas y asintomaticas en Mayabeque, Matanzas,

Camagiey y las Tunas.

Objetivos especificos

e Evaluar la incidencia de la enfermedad en plantas de cafia de azucar con
y sin sintomas en las provincias Mayabeque, Matanzas, Camagley y Las

Tunas.

e Caracterizar los aislamientos obtenidos desde el punto de vista

morfologico, bioquimico, seroldgico, patogenico y molecular.

e Identificar la relacion de los fragmentos de ADN de las cepas de
Xanthomonas albilineans obtenidas con los informados en el Banco

Internacional de genes (Gen Bank).

Novedad cientifica

e Se logro la reproduccion de los sintomas de la escaldadura en plantas
inoculadas con aislados obtenidos de tallos asintomaticos en

condiciones naturales.

e Se comprobo la homologia entre el fragmento de ADN de la variante
patogénica circulante en Cuba, con otras cepas de nuestra area

geografica.

3
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e Se depositd la secuencia de ADN obtenida de los aislamientos

cubanos en el Banco Internacional de Genes (GenBank)
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Cafia de azucar

La cafia de azucar, Saccharum spp., es un cultivo prioritario desde el punto de
vista econémico y social, por constituir una importante fuente de empleo directo
en el campo y la industria ,en regiones tropicales y subtropicales, por lo que esta
expuesto a la accion de factores bidticos y abioticos, los cuales inciden
directamente en los rendimientos. Las enfermedades de este cultivo, constituyen

un factor de reconocida importancia (Chinea et al., 2000; Jiménez et al., 2004).
2.2 La escaldadura foliar

La escaldadura foliar se considera una de las enfermedades mas importantes de
la cafia de azucar en Brasil y de las de mayor impacto a nivel mundial (Bressiani
et al. 2007). Causa grandes pérdidas e incluso, la destruccion total, en pocos

afos, de cultivares susceptibles.

La enfermedad fue observada por primera vez en Indonesia en el afio 1920 y
durante varios afios se propagdé con gran intensidad lo que determind la
proscripciéon de numerosas variedades en diferentes areas cafieras del mundo
(Chinea et al.1994). Fue reconocida como una enfermedad vascular bacteriana
ese mismo afo, gracias a las investigaciones realizadas por Wilbrink en Java y
North en Australia y Fiji, (Martin y Robinson, 1961). Los primeros indicios de la
enfermedad sustentan la posibilidad de que estuviera presente antes de ser
reconocida por su similitud con otros desordenes o debido a las frecuentes

infecciones latentes (Ricaud y Ryan, 1989).

A inicios del siglo XX se informaron grandes pérdidas en caflas nobles
susceptibles, las cuales se distribuyeron por todo el mundo, lo que favorecié la
diseminacion del patdégeno, al no existir adecuadas medidas de cuarentena. La
enfermedad se controlé6 reemplazando las cafias nobles susceptibles por

cultivares resistentes, sin embargo, en 1961 ya se informaba la presencia del
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patogeno en paises como Filipinas, Mauricio y Hawai, segun Martin y Robinson
(1961).

2.2.1 Organismo causal

Segun Ricaud y Ryan, (1989); Wilbrink y North descubrieron que la escaldadura
era causada por una bacteria en forma de bacilo, aunque no pudieron nombrarla
debido a dificultades para teiiir el flagelo polar. En 1943, Dowson reclasifico las
bacterias fitopatdgenas con un flagelo polar que producian pigmentos amarillos,
y se incluyé en el género Xanthomonas especie albilineans debido a la

produccion de una toxina llamada albicidina (Martin y Robinson, 1961).

Tanto Holt et al. (1994) como Chinea y Milanés (2008), plantean que la bacteria
gue causa la escaldadura presenta forma de varilla corta Gram negativa, con
dimensiones de 0,25-0,3 um por 0,6-1,0 um y puede presentarse como células
aisladas o formando cadenas. Posee movilidad mediante un flagelo polar y
forma colonias amarillas viscosas, pero no mucoides. Es un microorganismo
aerobio y entre sus caracteristicas bioquimicas se puede mencionar que
hidroliza la esculina, crece sobre leche, pero es incapaz de descomponer las

proteinas.

No crece sobre sales de amonio, nitratos o asparagina, como fuentes de
nitrdgeno. No reduce los nitratos a nitritos, produce invertasa pero no ureasa y
requiere metionina para su crecimiento normal; se desarrolla a 25°C y su
temperatura Optima de crecimiento es 28°C. Produce una toxina llamada
albicidina, que bloquea la diferenciacion de cloroplastos, lo que resulta en la

aparicion de los sintomas caracteristicos de la enfermedad (Rott et al. 2010).

Sobre la base de las caracteristicas sefialadas, la posicidén sistematica asumida
para esta bacteria por el Centro Internacional de Biociencias Agricolas (CABI,
2011), es la siguiente:

Reino: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
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Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Xanthomonadales
Familia: Xanthomonadaceae
Género: Xanthomonas
Especie: albilineans

Nombre cientifico: Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson

Estudios recientes han demostrado que de acuerdo con las especificidades
derivadas de los analisis biol6gicos, bioquimicos, filogenéticos y genémicos, se
llega a la conclusion de que su genoma ha experimentado una significativa
erosion y constituye un caso singular dentro de la Xanthomonadas (Pieretti et al.,
2015; Kretz et al., 2015).

2.3 Sintomas de la escaldadura foliar

La enfermedad se caracteriza por la aparicion de rayas largas y estrechas de
color blanco, con bordes bien definidos que forman un angulo agudo con la
nervadura central. Bajo condiciones ambientales favorables las yemas laterales

brotan y pueden morir los tallos o el planton completo (Garcés, 2003).

La enfermedad se presenta en dos formas diferenciadas, la cronica y la aguda,
pero muy frecuentemente se presentan fases particulares de latencia y eclipse
por largos periodos. Las caracteristicas de estas fases se han descrito
detalladamente por diferentes autores (Ricaud y Ryan, 1989; Rott et al., 1995;
Davis y Rott, 2000).

2.3.1 Forma cronica

Se caracteriza por sintomas externos; el mas tipico es la presencia de lineas
finas de color blanco en la lamina de la hoja que miden aproximadamente 1-2
mm de ancho. EI nombre especifico del organismo causal se derivd de la
presencia de este sintoma; en ocasiones se presentan puntos necroticos a lo
largo de la linea blanca y puede encontrarse clorosis parcial o completa en las
hojas afectadas y retofios achaparrados (Matos, 2002).
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Segun Chinea et al. (2000), en los cultivares resistentes y tolerantes sélo se

presentan los sintomas de la forma cronica y en muchos de ellos, son tan leves
gue pueden pasar inadvertidos. Sin embargo, cuando existen condiciones
propicias para la propagacion y desarrollo de la enfermedad, se puede producir
una epifita repentina. Los haces fibrovasculares de los tallos afectados con la
forma crénica presentan una coloracion rojo brillante, principalmente en la region
del nudo, pero también pueden tenerla en toda la longitud de los entrenudos vy al
avanzar la enfermedad, se pueden formar cavidades prominentes en los tejidos

maduros del interior del tallo (Figura 1).

Figura 1. Coloracion que frecuentemente muestran los haces fibrovasculares de

los tallos colonizados por la bacteria X. albilineans.
2.3.2 Forma aguda

Se caracteriza por la presencia de necrosis en el follaje de los tallos en los
cuales muchas veces se produce la muerte subita sin previa expresion de
sintomas. En ocasiones, cepas completas o grandes areas de un campo pueden
estar afectadas y casi siempre se observan pequefios brotes en la base del tallo,
con la sintomatologia tipica en las hojas (Figura 2). El comienzo de esta forma
de manifestaciéon generalmente se debe a periodos de estrés, especialmente
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sequias prolongadas seguidas de periodos de lluvia (Rott y Davis, 1995;
Tokeshi, 1997).

Figura 2. Sintomas de la escaldadura foliar en la forma aguda de la enfermedad. (A)
Rayas blancas o necrosadas, formando angulo con la nervadura central, (B) Brotes

laterales (C) Muerte del plantén.
2.3.3 Fases de latencia y eclipse

Latencia: Muchas plantas infectadas no presentan sintomas o solamente
algunas lineas blancas foliares durante un largo periodo, llamado fase de
latencia, la cual prevalece en la mayoria de los cultivares comerciales que
presentan tolerancia a la enfermedad, por lo que conviven con el patégeno
durante varios afios sin manifestar sintomas externos. Tokeshi (1997), considera
gque se desconocen las razones por las cuales se rompe el estado de latencia.
Por lo general, se asume que el estrés climatico o nutricional puede favorecer el

desarrollo de la enfermedad.
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La latencia prolongada conduce al establecimiento local de la enfermedad y

constituye un peligro potencial para el proceso de cuarentena, asi como durante

la produccién de semilla (Ricaud y Ryan, 1989).

Eclipse. Esta fase esta intimamente relacionada con la fase de latencia, pues
también se presenta en cultivares resistentes y tolerantes, por lo cual representa
un peligro potencial para la propagacion de la enfermedad de forma inadvertida.
Se caracteriza por la presencia de rayas blancas foliares que desaparecen al
poco tiempo, sin que se observe ningun sintoma posterior. Una misma planta
puede ser registrada como enferma o sana, en dependencia del momento en

que se realice la inspeccion de la enfermedad en la plantacion (Matos, 2002).

2.4 Histopatologia

La histopatologia de la escaldadura foliar, especialmente la naturaleza del
rayado y otras clorosis, ha sido estudiada por varios autores (Birch, 1983; Birch y
Patil, 1985). La bacteria se restringe a los vasos del xilema, en las areas que
muestran la linea fina de color blanco. No se ha encontrado en el parénquima
adyacente clorético de los vasos invadidos o en tejidos que muestran clorosis

extensiva.

Las rayas finas de color blanco y la clorosis se desarrollan en las hojas antes de
emerger. Este desorden se debe a la presencia de una toxina metabdlica
producida por el patdgeno que actia sobre los plastidios antes de la sintesis de
clorofila por la planta. También sugiri6 que la zona de clorosis difusa alrededor
de la linea blanca fina se derivé de una lenta desorganizacion de los plastidios y

una consecuente destruccion de la clorofila (Ricaud y Ryan, 1989).

Birch y Patil, (1985) evaluaron los sintomas usando microscopia electronica;
encontraron que los cloroplastos estaban ausentes en el tejido clorético pero
existian proplastidios y etioblastos. Por otra parte, también prueban la presencia

de una fitotoxina llamada albicidina, que ha sido identificada como una familia de
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fitotoxinas y antibioticos que juegan un importante papel en la patogénesis de la

escaldadura foliar de la cafia de azucar (Zhang et al. 1998).

Se ha demostrado que existe una fuerte correlacion entre la produccion de
albicidina y la habilidad de causar clorosis (Birch y Patil, 1985; Zhang et al.
1999). Los estudios realizados sobre el modo de accion de esta toxina muestran

gue el blanco primario es la replicacién del ADN.
2.5 Transmisidon y hospedantes

Debido a la presencia de la bacteria en tallos asintomaticos, varios autores
coinciden en sefalar que esta condicion contribuye a la diseminacion de la
bacteria, fundamentalmente, por los implementos de corte y por el empleo de
semilla infectada (James, 2005; Garcés y Valladares, 2006; Chinea y Milanés,
2008). De acuerdo con Victoria et al. (1995), la bacteria puede permanecer viva

sobre el machete infectado un promedio de seis dias.

Se ha informado que existen otras vias de propagacion del patégeno, entre ellas:
el agua de lluvia o el suelo, exudados radicales por contactos entre plantas
afectadas, dafios mecanicos por el viento u otras causas, asi como por algunos
insectos y roedores (Daugrois et al.2000), aunque la bacteria, al parecer, es

incapaz de sobrevivir en el suelo por largos periodos (Rivera et al. 1979).

Daugrois et al. 2006, informaron la dispersion de la escaldadura en Guadalupe, a
partir de gotas de agua con altas poblaciones bacterianas en el follaje. Se
relacion6 con zonas de alta humedad y lluvias, combinadas con el viento, lo cual

propicié un medio fundamental para la propagacion de la enfermedad.

La cafia de azucar se considera el principal hospedante natural de X. albilineans,
sin embargo, se han detectado también los sintomas de la enfermedad en
algunas monocotiledéneas, como Zea maiz L., Briachiaria piligera (F. Muell),
Rottboellia cochinchinensis (Lour.) W.Clayton, Panicum maximum Jacq;

Paspalum sp., Pennisetum purpureum Schumach (Rott y Davis, 2000).
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2.6 Influencia de las condiciones ambientales

En observaciones sobre la propagacion de la escaldadura realizadas en Islas
Mauricio (Ricaud, 1975) y en Australia (Persley y Ryan, 1976; Ricaud y Ryan,
1989) confirmaron que esta enfermedad es favorecida por periodos humedos,

especialmente temporadas ciclonicas.

Pérez et al.(2002) estudiaron las condiciones que propiciaron los brotes
encontrados en las colecciones de germoplasma de Jovellanos (Matanzas) y
Florida (Camagtiey), a finales de 1997 y principios de 1998, y observaron que la
humedad relativa, precipitaciones y temperatura, a finales de la década del 90,
contribuyeron a un marcado deterioro del clima en estas provincias, mientras
gue en Guaro (Holguin), donde también existe una coleccion de Germoplasma
con los mismos genotipos, estas variables climéaticas resultaron mas estables y

no se presentaron los sintomas.
2.7 Variabilidad de Xanthomonas albilineans

Diversos autores han aislado colonias de diferentes tamafos y formas celulares
en cultivos de X. albilineans. En este sentido Ricaud y Ryan, (1989), plantean
quelas cepas bacterianas de crecimiento lento y que forman colonias mas
pequefias tienen una alta proporcidon de células filamentosas alargadas y
resultan los aislamientos mas agresivos. No obstante Diaz (2000) refleja que no
se ha comprobado relacién entre la morfologia de las células bacterianas y la

sintomatologia de los cultivares.

En investigaciones realizadas a finales de la ultima década del pasado siglo
(Rott et al., 1995; Rott y Davis, 2000), informaron la existencia de tres “serotipos”
0 “serovares” del organismo causal, ampliamente distribuidos en diferentes
regiones geograficas del mundo cafiero, segun se puede observar a

continuacion:

Serovar |: Originario de varias areas geogréficas, actualmente informado en

Argentina, Australia, Barbados, Belice, Brasil, Estados Unidos de Norteamérica,

12



Revision Bibliogrifica

Guadalupe, India, Martinica, Islas Mauricio, Madagascar, Papua, Nueva Guinea,

Islas Reunién, San Cristobal, Santa Lucia y Taiwan.Diaz(2000) y Matos et

al.(2003) informaron de la presencia de este serovar en Cuba.

Serovar lI: Originario del Africa Tropical, reportado en Burkina Faso, Camerun,

Costa de Marfil, Kenia, Reunion, Zaire y Zimbabwe.

Serovar lll: Se informa su origen en las Indias Occidentales; presente

actualmente en Brasil, Cuba, Fiji, Guadalupe, Indonesia, Martinica y Sri Lanka.

Segun Chinea y Milanés (2008), la variabilidad de las propiedades serolégicas
del organismo causal guarda cierta relacion con las causas del surgimiento de
brotes esporadicos de escaldadura que se han registrado en areas cafieras de

varios paises:

Florida, EUA 1992
México 1993
Guatemala 1995
Louisiana, EUA 1995
Mauricio 1995
Texas, EUA 1995
Cuba 1998

Es muy importante tener en cuenta que las cepas pertenecientes al serovar |
tienen la propiedad de propagarse por las corrientes de aire (Daugrois et al.
2003, lo cual constituye una peligrosa via de contaminacién para las areas de
semilla y las plantaciones nuevas que hayan sido plantadas con semilla

categorizada.
2.8 Susceptibilidad de los cultivares

Los resultados alcanzados en los estudios realizados por décadas sobre la
escaldadura foliar, sugieren que el grado de susceptibilidad de los cultivares y la

proporcién de genotipos susceptibles en una region determinada, son factores
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importantes que determinan el nivel de incidencia y severidad, y como regla

general, se han producido dafios severos siempre que se han plantado extensas
areas con un cultivar altamente susceptible (Martin y Robinson, 1961; Ricaud y
Ryan, 1989), mientras que una disminucién de la enfermedad en Australia y
Guadalupe se relacion6 con un incremento en el porcentaje de cultivares
resistentes (Rott et al. 1995).

Debido a que el establecimiento de la escaldadura foliar es lento, se requiere
cierto tiempo para que la infeccion se establezca sobre un cultivar susceptible en

una localidad donde el patdégeno se ha mantenido bajo control.

En los casos donde se presenta infeccidn latente, la acumulacion del inéculo es
imperceptible durante un tiempo, hasta que un cambio brusco de los factores
ambientales origina condiciones favorables para que se produzca un brote
“epifitico”, que generalmente sorprende a los productores y les causa una
considerable disminucion del rendimiento de campo y la calidad de la cafia que

envian al ingenio, lo que se traduce en pérdidas econémicas irreversibles.

El primer estudio realizado en la Estacién Provincial de Investigaciones de la
Cafa de Azucar de Jovellanos con 20 cultivares (Matos, 2002), revel6é un
comportamiento diferencial entre los cultivares estudiados; se observo en los
genotipos L55-5 y C85-102, un comportamiento tipicamente susceptible. Este
resultado, entonces, centré la atencion en el Ultimo cultivar por tratarse de un
genotipo con amplias perspectivas de desarrollo. Los cultivares restantes C294-
70, C439-72, C120-78, C91-301 y C266-70, alcanzaron categorias desde

moderadamente susceptible hasta susceptible.
2.9 Control

Muchos autores coinciden en sefialar como el método mas eficiente, economico
y seguro para el control de la enfermedad, es el empleo de cultivares resistentes
(Huerta et al., 2003; Garcés y Valladares, 2006; Chinea y Milanés, 2008). Sin

embargo, otros insisten en aplicar medidas que contribuyan a evitar que se
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desate una epifitia hasta tanto se cuente con suficientes cultivares comerciales
(Carvajal et al., 2007 y Gonzalez et al., 2008).

Diferentes autores han informado una aparente ruptura de la resistencia de
algunos cultivares, muchos de ellos extendidos comercialmente, lo cual ha
causado severas afectaciones a la produccién de algunas areas en Florida,
Guadalupe, Republica Dominicana, México, Louisiana e Islas Mauricio(Davis et
al., 1994; Saumtally et al., 1995 y Rott et al., 1997).De Sousa y Silva, (2005),
refieren que la ruptura de la resistencia esta relacionada con la variabilidad del
patdgeno, lo que en ocasiones resta eficiencia y confiabilidad al control mediante
cultivares resistentes y seflalan que en Brasil se han presentado evidencias
claras al plantear que cultivares catalogados como resistentes en algunas zonas,
han resultado susceptibles en otras, provocando afectaciones a los productores

caferos.

Entre los procedimientos empleados para sanear los propagulos infectados de
forma sistémica, se encuentran los tratamientos fisicos y quimicos a la semilla
agamica y los métodos biotecnoldgicos, aunque la efectividad de estas técnicas
no ha sido muy alta para la eliminacién de la bacteria X. albilineans. (Saumtally
et al., 1995; Peralta et al., 1997).

En Cuba, se aplica el método fisico conocido como hidrotermoterapia, el cual
consiste en sumergir los propagulos en agua caliente durante algun tiempo. La
combinacién mas empleada y efectiva es la de 50,5°C durante 2 horas (Pérez,
2002), el cual ha mostrado buenos resultados para el control del raquitismo de
los retofios y el carbon. Pérez et al. (2000) demostraron que un remojado previo
de 36 horas con cambios de agua cada 12 horas y posteriormente aplicar una
temperatura de 51°C durante 1 hora, podria ser empleada con efectividad para

el saneamiento de la semilla agamica.

Otros autores proponen como método para erradicar los focos de la enfermedad,
la induccién de la muerte de las plantas enfermas aplicando sobre éstas un
asperjado del herbicida Glifosato (Aday et al., 2001; Aday et al., 2003).
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El empleo del cultivo de tejidos para obtener plantas libres de microorganismos,

constituyé una nueva posibilidad para la propagacion de plantas sanas, lo cual
contribuye con la mejora del material a propagar en areas comerciales (Garcia y
Noa, 1998) .El éxito de estos métodos se sustenta sobre la base de obtener, en
cortos periodos, grandes volumenes de vitroplantas con alta calidad genética y
fitosanitaria. Entre las técnicas mas empleadas se encuentran: el cultivo de

apices meristematicos, termoterapia y electroterapia (Matos, 2002).

2.9.1 Cultivo de apices meristematicos

Se fundamenta en la distribucién no uniforme de los microorganismos en las
plantas infectadas y la disminucién progresiva de su concentracion hacia el apice
del tallo. Consiste en aislar asépticamente la region meristematica con 1-3 de los
primordios foliares mas jovenes e implantarla en un medio de cultivo estéril con
el proposito de inducir la diferenciacion de células y tejidos en plantulas

completas.

2.9.2 Termoterapia

Consiste en la exposicion de plantas infectadas, tanto completas, como érganos
o fragmentos de ellos, a tratamientos con altas temperaturas (30-52°C) o bajas
temperaturas (4°C), durante determinados periodos de tiempo. El principio
basico de los tratamientos radica en la posibilidad de eliminar o inactivar los
microorganismos patdgenos, en intervalos de temperatura y tiempos de forma tal

que solo afecten ligeramente el tejido vegetal.

2.9.3 La combinacion de termoterapia con el cultivo de meristemos

Se fundamenta en la atenuacion del patégeno en plantas sometidas a
tratamientos térmicos, permitiendo la escision de meristemos de mayor tamafio

con posibilidades de estar libres de microorganismos (Hernadndez, et al., 1995).
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2.9.4 Electroterapia

Consiste en la aplicacion de corriente eléctrica a tejidos vegetales de forma tal
que este no sufra afectaciones y elimine las infecciones virales y bacterianas

fundamentalmente.

Aunque en Cuba existen experiencias en el saneamiento de varias
enfermedades, en el caso de la escaldadura no hay experimentos dirigidos a
conocer el porcentaje de saneamiento. Sin embargo, el uso de los métodos
biotecnolégicos en el Programa de Obtencion de Semilla Basica por
micropropagacion acelerada, han permitido el 55% de vitroplantas libres de
Xanthomonas albilineans lo que no se corresponde con el saneamiento al no

conocerse si los donantes se encontraban o no infectados.

2.10 Diagnostico e identificacién de la escaldadura foliar de la cafa de

azlcar

Se han informado diferentes métodos para el diagnéstico de esta enfermedad
gue van desde la observacion de los sintomas en el campo hasta las técnicas

moleculares para la identificacion del patdgeno.

2.10.1 Observacion visual de los sintomas.

Es comunmente empleado, debido a que los sintomas de la enfermedad son
tipicos en cada una de las fases descritas; sin embargo, no es util en el caso de

infecciones latentes, debido a la carencia de sintomas visibles.

2.10.2 Aislamiento en medio de cultivo.

El aislamiento in vitro de X. albilineans en medios de cultivo bacteriolégicos ha

tenido limitaciones practicas debido a la naturaleza fastidiosa del patégeno, su
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lento crecimiento y exigencias nutricionales, asi como por la baja eficiencia de

las metodologias de aislamiento utilizadas (Davis et al. 1994). Es por ello que en
la literatura internacional aparecen diferentes métodos a partir de exudados de la
bacteria y macerados de tejidos (Ricaud y Ryan, 1989), siendo el mas reciente el
propuesto por (Davis et al. 1994), a partir del jugo del tallo colectado por
centrifugacion, diluido posteriormente en solucion fosfato. Se ha utilizado
ampliamente por diferentes autores debido a la selectividad del medio de cultivo
conjuntamente con la consiguiente comprobacion serolégica de las colonias

obtenidas.

Se ha demostrado que los contaminantes presentes en el jugo de cafa pueden
ser eliminados por diluciones del mismo, permitiendo el aislamiento de la
bacteria en el medio basal de Wilbrink sin el uso del medio selectivo,
especialmente cuando es alta la poblacion del patégeno, con un indice de

concordancia de 93.5% entre ambos medios.

Estudios recientes de comparacion de diferentes alternativas de ambos tipos de
medios, demostré que cuando las poblaciones del patdégeno y los contaminantes
eran bajas, el medio selectivo inhibia el crecimiento de la bacteria y no permitia
su deteccion, fundamentalmente a partir de plantas asintométicas, resultando en

este caso mas util el medio Wilbrink (Caffer et al. 1998).

2.10.3 Diagnoéstico serologico

Las técnicas seroldgicas han sido ampliamente utilizadas para el diagndstico de
fitobacterias (Comstock e Irey, 1992), incluyendo el género Xanthomonas
(Benedict et al., 1989).

Para el diagnostico serolégico de X. albilineans han sido evaluadas diferentes
técnicas, entre ellas la microaglutinacién y la inmunodifiusion doble en agar
(IDD) (Ricaud y Ryan,1989), la inmunofluorescencia directa (IFD) e indirecta (IFI)
(Guzman et al. 1997), el ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay);
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(Comstock e Irey, 1992), la aglutinacion en latex (Peralta, comunicacion

personal) y el TBIA (Tissue blot enzyme immunoassay) (Davis et al.,, 1994),
utilizando antisueros y anticuerpos monoclonales para esta especie (Tsai et al.,
1990).

Los limites de deteccion informados para los ensayos inmunoquimicos con esta
bacteria varian de acuerdo a la técnica y los resultados de diferentes autores
(Autrey et al., 1997; Peralta et al, 1997) y se enmarcan entre 10y 1 x 10° 1 x 10
cél/ml.

La técnica UMELISA-DAS ha sido utilizada en el diagnostico de la escaldadura
foliar como parte del Programa de Obtencion de Semilla Basica por
Micropropagacion Acelerada en cafia de azucar en Cuba (Peralta et al., 1997),
logrando la deteccién de 10*-10° cél/ml (Matos et al., 2001). El UMELISA-DAS
es una modificacion de la técnica ELISA Sandwish basada en la tecnologia
cubana conocida como sistema ultramicroanalitico (SUMA). La principal ventaja
del método consiste en una reduccion significativa de los costos por
determinacion, por la disminucién del volumen de reaccion desde 200-100ul
hasta 10ul. Este método se utiliza para discriminar entre material vegetal sano y
enfermo. En cafia de azlcar, el UMELISA-DAS se ha aplicado en el diagnéstico
a escaldadura foliar (Xanthomonas albilineans), gomosis (Xanthomonas
campestris p.v vasculorum), raya roja (Pseudomonas rubilineans) asi como para

los virus baciliforme (VBCA) y el mosaico (VMCA).

2.10.4 Diagnéstico molecular

El uso de la PCR como herramienta de diagndstico de bacterias fitopatdgenas se
ha incrementado dada su rapidez, sensibilidad y especificidad (Louws et al.,
1999). En el género Xanthomonas ha sido utilizada para la deteccion de X.
axonopodis pv. citri (Hartung et al., 1996) y X. campestris pv. phaseoli (Audy et
al., 1996). Para X. albilineans su uso es relativamente reciente (Pan et al., 1997,
1999; Dauvis et al., 1995, 1998; Wang et al., 1999, Diaz, 2000).
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Se han diseflado numerosos iniciadores para la PCR en la deteccion de

X.albilineans; sin embargo, no todos han resultado especificos para la especie.
Diaz(2000) desarrollo la n-PCR para el diagnostico de Xanthomonas albilineans,
utilizando iniciadores que permiten la amplificacion de fragmentos de 48 Kb
correspondientes a genes que codifican la sintesis de la albicidina, lo que resulta
altamente especifico para la deteccion de Xanthomonas albilineans (Rott et al.,
1996; Dauvis et al., 1998).

La mayor ventaja de la n-PCR sobre la PCR clasica y la serologia esta dada por
la gran sensibilidad de la técnica, aspecto de gran importancia en la reduccion
de los falsos negativos que afectan la sensibilidad diagnéstica. Ademés de
altamente especifica para X. albilineans, la n-PCR referida resultd6 mas sensible
para el diagnoéstico del patégeno que la BIO-PCR (amplificacion biolégica inicial
por cultivo in vitro seguida de la PCR) descrita anteriormente (Pan et al. 1997).
Su utilidad se enmarca fundamentalmente en el analisis de donantes de los
procesos de micropropagacion y la evaluacion de variedades de interés
sometidas a cuarentena post-entrada, debido a la alta especificidad de los
iniciadores utilizados y la sensibilidad diagndstica y analitica demostradas (Diaz,
2000).

Por otra parte, se ha recomendado el uso de aplicadores de algodén en la toma
de las muestras y conservacion de jugos de tallos para su analisis mediante n-

PCR, sin afectar el diagnostico de la enfermedad (Diaz, 2000).
2.11 Influencia de la enfermedad en los rendimientos agricolay azucarero

Los efectos econdmicos de la escaldadura foliar en la produccion dependen del
nivel de susceptibilidad del cultivar afectado, de las condiciones ambientales
existentes en la zona y de la virulencia del organismo causal (Chinea et al.
2000). Cuando la enfermedad se presenta de forma aguda, puede ocurrir la
muerte subita de las plantas y destruir en pocos meses un campo plantado con

cultivares susceptibles (Chavez, 2000).
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En Ecuador se han registrado disminuciones en las toneladas de cafia hasta el

34% (Garcés y Valladares, 2006). Chavez (2000), en México, informa la muerte
del 10% de la poblacion de tallos en cultivares susceptibles como Mex64-1487 y
Mex80-1298. En Cuba, Pérez et al. (2004), encontraron afectaciones en C120-
78 con mas del 90% de los plantones con sintomas y el numero de tallos secos
o visiblemente afectados superaba 25%. Estos autores comprobaron que
cuando la molida diaria del ingenio con este cultivar superaba el 10%, se
producian pérdidas industriales entre 0,5-1% del rendimiento.

En México, (Huerta et al. 2000) informaron disminucién del rendimiento en
cultivares susceptibles en el rango de los 12,0 a 14,5 ton por ha™ con respecto al
testigo y en variedades resistentes de 0 a 7,5 ton por ha™*, coincidiendo con Rott
et al. 1995, quienes consideraron reducciones de 14,2 a 17,2 ton por ha’en
variedades susceptibles; de 10,3 a 12,4 ton por ha™en cultivares tolerantes y

menores de 8,6 ton.ha™ en cultivares resistentes.

El rendimiento agricola y la calidad de los jugos se deteriora, ademas, por
reducciones del brix, la sacarosa y la pureza; efectos que se correlacionan
estrechamente con el nivel de infeccion (Ovalle et al. 2007).

En Ecuador, Garcés y Valladares, (2006) encontraron una disminucion del 28%
de la sacarosa en el cultivar Mex64-1487, mientras que Pérez et al. (2003)
informaron diferencias significativas en el brix, Pol y pureza, asi como formacién
de dextrana. Resultados similares se han reportado por (Pérez et al., 2002 y
Barroso, 2008) en Cuba.

2.12 Situacién de la escaldadura foliar en Cuba

En Cuba fue reportada por primera vez por Rivera et al.(1979) sin provocar
dafios de marcada importancia a la produccion, sin embargo, no es hasta finales
de 1997 y principios de 1998 que reaparece encontrandose en las provincias de

Pinar del Rio, La Habana, Matanzas, Villa Clara, Ciego de Avila, Camagiey y
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Las Tunas. Posteriormente aparece en Santiago de Cuba en la variedad C87-51

(Pérez, 2003). En la actualidad se ha reportado en todas las provincias del pais.

Trabajos para diagnosticar la presencia de la bacteria arrojaron diferencias
seroldgicas de X. albilineans (Diaz, 2000). De los 3 serovares encontrados en el
mundo se ratifico la presencia de los serovares (1l y Ill), encontrandose la mayor
prevalencia del serovar | como causante de los brotes de 1997 y 1998 (Matos,
2002). Estos resultados coinciden con reportes de Rott et al.(1994) quienes
plantean que el serovar | (Mascarena) es el mas representado en la mayoria de
los aislamientos circulantes en la actualidad y se ha identificado en Australia,

Estados Unidos, India, Mauricio, Brasil, Africa del Sur y Guadalupe.

Segun resultados de Pérez et al. (2000) en un estudio realizado a las
colecciones de Germoplasma de Matanzas, Camagiey y Holguin se observo
gue las mayores afectaciones por la enfermedad se encontraron en la coleccion
de Matanzas, donde el 18,6 % de los individuos mostro sintomas de la
enfermedad. En Camagley solo mostraron sintomas el 0,3 % los individuos
mientras que en Holguin no se reportd afectaciones.

Algunos factores como las condiciones fisioldgicas con una plantacion en cuarto
retofio y el antecedente del huracan Lily a finales de 1996 en Matanzas, se
asocian al comportamiento observado. También se encontr6 que las
temperaturas, humedad relativa y precipitaciones presentaron diferencia con
respecto a las medias registradas durante el periodo 1990-1996 entre Matanzas
y Camagliey, no siendo asi en la provincia de Holguin.

Al analizar los progenitores de las variedades mas afectadas se destacaron
fundamentalmente CP52-43, Ja60-5, Ja64-19, CP44-155. EI analisis
genealdgico del material donador de susceptibilidad, conllevé a que la gran
mayoria de estos progenitores provienen de los trabajos iniciados en Java y la
India, donde se obtuvieron la serie de variedades POJ encabezadas por
P0J2878 y de variedades de Coimbatore como C0205, Co281, Co356, Co453,
entre otras (Pérez et al. 2001).
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En areas comerciales las variedades mas afectadas por los primeros brotes
fueron L55-5 y C120-78 segun Pérez et al. (2004) y posteriormente en afios mas
recientes han mostrado dafios de consideracion C86-503 y SP70-1284, todos
estos dafos en las provincias Occidentales y Centrales del pais. Sin embargo,
en diciembre de 2007, segun MINAZ-INICA (2008) C120-78 ocupaba el 8,1 % y
C86-503 el 20,3 % del area plantada en la provincia de Holguin sin que estos
genotipos presentaran dafios por la enfermedad en ese territorio. Pérez et al.
(2018), informa la presencia de la bacteria de forma asintomatica en mas de

90% del area muestreada.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Diseminacion de Xanthomonas albilineans en areas comerciales

3.1.1 Presencia de los sintomas de la escaldadura foliar en los campos
muestreados

Para la seleccion de las provincias Mayabeque, Matanzas, Camagiey y Las

Tunas para el estudio, se tuvo en cuenta los siguientes criterios:

1. Matanzas y Camagiey, provincias en las cuales se informé la presencia
de los principales focos de la escaldadura foliar en Cuba. (Pérez et al.
2003).

2. Mayabeque y Las Tunas, se incluyeron a partir de los informes del
Servicio Fitosanitario (SEFIT) para la cafia de azucar (INICA, 2013).

El muestreo se realizd6 en el area de abastecimiento de 4 Unidades

Empresariales de Base (UEB), en las provincias mencionadas (Tabla 1).

Tabla 1. Ubicacion, caracteristicas de las areas y cultivares evaluados por

provincias.
Provincia UEB Unidad Area (ha) | Cultivar Reaccion
en pruebas
Manuel UBPC Manuel Int.
Mayabeque Fajardo Fajardo 6,25 C86-12
Matanzas Jesus Rabi UBPC Batey 14,96 C85-102 R
Camaguey Argentina SC PA Abgl 8,72 C86-503 AS
antamaria
Las Tunas | Antonio UPC Velazco 26,50 C86-503 AS
Guiteras

Leyenda: R=Resistente Int. = Intermedia; S=Susceptible; AS=Altamente Susceptible
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La seleccion de los cultivares se realizo sobre la base del comportamiento ante
la enfermedad: C86-503, altamente susceptible; C86-12, Intermedia y C85-102,

resistente.

La reaccion frente a la escaldadura foliar de todos los cultivares involucrados en
el estudio esta basada segun resultados de las pruebas de resistencia a X.
albilineans realizadas en la EPICA de Jovellanos, las cuales se realizan todos
los afios durante los meses de septiembre-octubre para la inoculacion artificial y
la lectura de los sintomas entre marzo y abril del siguiente afio (5-6 meses
posterior a la inoculacidon); se toma esta fecha para realizar estos estudios
debido a que con el comienzo del periodo lluvioso se exacerba la produccion de

sintomas de la enfermedad segun lo publicado por Pérez et al.(2003).

Aleatoriamente se tomaron en cada UEB tres campos de diferentes bloques
cafneros, y se muestrearon por el método de sobre cerrado (noroeste, noreste,
centro, suroeste y sureste del campo); (Figura 3). Se tomaron 5 tallos en cada
punto (15 por campo). La edad de las plantas muestreadas fue de 10 meses
aproximadamente, segun lo establecido por el Servicio Fitosanitario para la Cafia
de Azlcar (SEFIT, INICA, 2013).

Figura 3. Esquema de muestreo en sobre cerrado.

3.1.2 Presencia de la escaldadura foliar en tallos asintoméaticos en los

campos muestreados

Se peso 0.2 g del tejido vegetal la hoja +3de cada planta y se macerd en tampon
de recubrimiento (1:5 p/v). Cada muestra se montd por triplicado. El diagnostico
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se realiz0 por el Sistema Ultramicroanalitico (SUMA). Se us0 la variante

UMELISA (Zardon et al. 2012) (Tabla 2), empleando el juego comercial “AGDIA”

especifico para X. albilineans. Se utilizaron los controles positivos y negativos
suministrados por el fabricante (Firma AGDIA).

Tabla 2. Procedimiento de UMELISA-DAS segun Zardon et al. 2012.

ETAPA CONDICIONES

I. Sensibilizacion de la placa con
muestras y controles positivos y

negativos Incubar 2 hy 30 min a 37°C

10uL de la muestra

II. Adicion anticuerpo especifico anti X

Diluciéon 1:1000 en PBS-leche descremada al
alb (AGDIA)

2,5%.

Incubar en camara himeda 16h a 4°C

. Adicion del conjugado enzimatico

Diluido 1:1500 en solucién PBS leche
especifico

descremada al 2.5 %.

Incubar en camara himeda 3 h a 37°C

IV. Adicién del sustrato fluorogénico | 100uL de 4-metilumbeliferil fosfato en 900 pL

de buffer dietanolamina.

Incubar a temperatura ambiente y leer a los
10, 20 y 30 min

3.1.3. Relacién de la infeccién de los campos con el rendimiento estimado

y el numero de cosechas.

Se comparé la relacion existente entre el nivel de infeccidbn de los campos

muestreados (propagacion de la bacteria) con el rendimiento estimado de los
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mismos segun la base de datos de todas las UEB muestreadas en las cuatro
provincias. Con este objetivo todos los campos se agruparon en tres grupos de

acuerdo al rendimiento (<30 ton/ha; +30-60 ton/ha; >60 ton/ha).

Para el estudio de la relacion entre el grado de infeccion de los campos con el
rendimiento de los mismos se aplico el test exacto de Fisher para tablas de

contingencia y la regresion logistica monovariada.

Para estudiar la relacion entre el nimero de cosechas y nivel de infeccion, los
campos se agruparon sin tener en cuenta el rendimiento, sino el numero de
cosechas que tenian cada uno de ellos y este se comparé con el porcentaje de
tallos infectados, valor que se determind por serologia o presencia de sintomas,

segun protocolo establecido para el estudio de la diseminacion.
3.2. Identificacion y caracterizacion de aislamientos
3.2.1 Muestreo y aislamientos

Las plantas seleccionadas en los muestreos en cada provincia, se llevaron al
laboratorio de Bacteriologia de la Estacion Provincial de Investigaciones de la
Cafia de Azucar (EPICA) de Matanzas.

Se tomaron 4 aislados, uno por cada una de las provincias seleccionadas, a

partir de los resultados obtenidos en el diagndstico inicial.

Cada aislado se obtuvo de una muestra unica formada por cinco hojas +3., las
gue se desinfectaron con alcohol al 70%, luego se lavaron tres veces con agua
destilada estéril. Se elimino el exceso de humedad con papel de filtro. A partir de

este procedimiento se trabajo en flujo laminar horizontal.

El tejido vegetal se corté en segmentos pequefios (0,2g), se macero ligeramente
con agua destilada estéril y el extracto obtenido se colocé en tubos eppendorf de
1,5 mL. Posteriormente se hicieron diluciones seriadas hasta 1:1000 000 y se
sembré en placas de Petri con medio de cultivo Wilbrink modificado y se

suplementé con Cicloheximida (50mgL™), para evitar el crecimiento de bacterias
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sapréfitas segun Rott et al. (1995). Las placas se incubaron durante 5 dias a
28°C.

3.2.2 Caracterizacién morfolégica

Para la caracterizacibon morfolégica se seleccionaron las colonias con
caracteristicas morfoldgicas tipicas de Xanthomonas albilineans y se realizé la
medicion de la forma, tamafo, coloracion y tipo de crecimiento de las colonias
(Alves et al. 2011).Para la descripcion de las caracteristicas morfologicas de las

colonias se tuvo en cuenta el tiempo de crecimiento, color y tamafio
3.2.3 Caracterizacion bioquimica

Los aislados obtenidos se sometieron a las siguientes pruebas bioquimicas:
tincion de Gram, actividad catalasa, oxidasa y ureasa asi con crecimiento en
agar nutriente y en agar Kliger, produccion de indol e hidrdlisis de gelatina,
esculina y almidon, fermentacion de azucares, descarboxilacion de aminoacidos
(lisina, ornitina, arginina) y utilizaciéon de citrato, glucosa y lactosa segun Diaz,
(2000).

3.2.4 Evaluacion seroldgica

Se procedio segun lo descrito en el epigrafe 3.2.1

3.2.5 Evaluacion patogénica

Para la caracterizacion patogénica se seleccionaron los cultivares: C86-503,
altamente susceptible; C85-102 resistente segun Verdecia y La O (2012); C86-

12, intermedio en las pruebas de inoculacion artificial vigentes (Jorge et al.2011).

Se plantaron propagulos de una yema tomados de un banco de semilla

previamente diagnosticado por método serologico y libre de otras patologias.
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Se inocularon 20 plantas de cada cultivar 30 dias posteriores al brote, por el
método de decapitacion Koike (1980), con una suspension bacteriana de
2x10°ufc.mL™?de cepas que presentaron las caracteristicas culturales y

morfoldgicas de X. albilineans, en dos variantes:

Aislado 1: Obtenido del cultivar C86-503, presentando los sintomas tipicos de la

escaldadura foliar.

Aislado 2: Obtenido del cultivar C85-102 resistente a la escaldadura foliar,
segun pruebas de resistencia, que no presentaba sintomas de la enfermedad al

momento de realizar el muestreo.
Las plantas utilizadas como control, se inocularon con agua destilada estéril.

La presencia de sintomas caracteristicos de la escaldadura foliar (lineas blancas
y necrosis), se evalué a partir de los 15 dias con intervalos de 5 dias, hasta 25
posteriores a la aparicion de los primeros sintomas, y se realizo el conteo del
namero de hojas afectadas como porcentaje respecto al total de hojas
evaluadas. Finalmente se procedié nuevamente al aislamiento de la bacteria, tal
como se describid en el acapite 3.2.1 para verificar el cumplimiento de los

postulados de Koch.

La comparacion estadistica de los dos tratamientos utilizados se basé en una
prueba de contingencia, en la que se tuvo en cuenta el estadigrafo ji cuadrado
(X?). Las diferencia estadisticas fueron establecidas para p<0,05.

3.2.6 Caracterizacion molecular

A partir de la bacteria aislada de una muestra positiva de cada una de las
provincias del estudio, segun diagndstico seroldgico (SUMA), se realizé la
extraccion de los &cidos nucléicos totales del ADN mediante la técnica CTAB
(Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide), y el protocolo descrito por Racedo et al.
(2015).
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La concentracion y calidad se estimé por la relacion de la densidad Optica
260/280 en espectrofotometro (Ultrospec Plus Spectrophotometer, Pharmacia
LKB) y electroforesis en geles de agarosa 1% (Sambrook et al. 1989). Se utilizé

el marcador de peso molecular 1000pb (Promega).

La PCR se realiz6 en un volumen total de 25 pl con 5 pmolL*de cada cebador
(FGPS1490 y FGPS132), 200 mmolLde dNTPs; 2,5 mmolL*de MgCl,; 50
mmolLde KCI; 10mmolL™ de Tris-HCI pH 9,0; 1% de Tritén X-100; 2,5 U de Taq

polimerasa.

Las secuencias de los cebadores con los que se obtuvo un producto de 565pb
(Nunes et al., 2009), son las siguientes: FGPS1490: TGC GGC TGG ATC ACC
TCC TT y FGPS132: CCG GGT TTC CCC ATT CGG y amplificaron una region
espaciadora intergénica de las subunidades ribosomales 16-23S.

La amplificacion se realizO en un termociclador programable (PTC100, MJ
Research, USA), con el siguiente programa de reaccion: desnaturalizacion un
minuto a 94°C, 40 ciclos 30seg a 94°C, 30seg de alineamiento a 65°C, 1 minuto

de extension a 72°C y extension final cinco minutos a 72°C.

Como control negativo en la PCR se uso agua destilada estéril. Se emple6 como
control positivo ADN del patdégeno, procedente de aislamientos de plantas
infectadas de forma natural, certificada con anterioridad en el Laboratorio de
Fitopatologia del Instituto de Investigaciones de la Cafia de Azucar (INICA).

Los productos amplificados se visualizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa 1%, en un equipo horizontal (Biorad) a 100 volts durante 30 minutos.

Luego se tifieron con bromuro de etidio.

La visualizacion de las bandas puede hacerse directamente por tincion con
bromuro de etidio (geles de agarosa) o nitrato de plata, a través de
autoradiografia utilizando “iniciadores” marcados con radioisétopos en la
reaccion de PCR o mediante fluorescencia cuando se utilizan geles de

secuenciacion. La deteccion mediante fluorescencia es el método analitico con
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mayor sensibilidad, mientras que la deteccion radioactiva y mediante tincion con

AgNOstienen sensibilidad equivalente (Creste et al. 2001).

Se realizd la secuenciacién directa de los productos de la PCR a todas las
muestras colectadas en cada localidad en un secuenciador automatico (ABI
PRISM® 377, Hitachi, Japdn) con juegos de reactivos de secuenciacion (Perkin-

Elmer ABI-PRISM DyeTerminato Cycle Sequencing Kit).

Las secuencias de nucleétidos obtenidas en ambas direcciones se utilizaron para
generar la secuencia consenso parcial del ARNr 16-23S, y posteriormente fueron
analizadas con el programa BLASTN (Frishman et al. 2001) para reconfirmar la

identidad de las muestras.

Los fragmentos amplificados purificados se analizaron en un secuenciador
automético de ADN Abi (3130xI Genetic Analyzer, Hitachi), por el servicio del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (Castelar, Argentina). Los
resultados obtenidos de la secuenciacion en ambos sentidos se usaron para
generar la secuencia consenso con el uso del software DNA man (Lynnon

BioSoft, Vaudreui |, Quebec, Canada).

Las secuencias se compararon entre ellas y con otras depositadas en el Banco
Internacional de Genes (GenBank) (Tabla 3). Su filogenia se determind
mediante ClustalX, y se consider6 el vecino proximo como método de
agrupamiento (Thompson et al.1997), con un analisis de 1000 repeticiones al

azar.
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Tabla 3. Secuencias de aislados de X. albilineans empleadas en el analisis
BLASTN.

X. albilineans Camaguey, Cuba.

X. albilineans GPE PC73 genoma completo, Francia( Pieretti et al. 2009)

X. albilineans cepa IBSBF 326 secuencia parcial del espaciador intergénico de
las subunidades ribosomales16S-23S y el gen de ARN ribosomal 23S,
Brasil,(D'estefano et al.2005)

X. albilineans cepa IBSBF 1374 16S-23S secuencia parcial del espaciador
intergénico de las subunidades ribosomales 16S-23S y el gen de ARN ribosomal
23S, Brasil (D'estefano et al. 2005)

X. albilineans clon K0905 secuencia parcial del espaciador intergénico de las
subunidades ribosomales 16S-23S y el gen de ARN ribosomal 23S, Estados
Unidos(Schneider et al. 2010)

X. albilineans cepa CMP196 16S-23S secuencia complete del espaciador

intergénico del ARN ribosomal, Estados Unidos (Pan et al.1999)

X. albilineans secuencia parcial del espaciador intergénico y el gen del ARN
ribosomal 23S, Brasil( Gongalves y Rosato, 2002)

X. albilineans genes ARNt-Ala, espaciador intergénico y ARNt-lle, Estados
Unidos( Honeycutt et al. 1995)
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Para comparar las secuencias se empled el programa de alineamiento de
secuencias de tipo local Basic Local Alignment SearchTool (BLASTN, Frishman
et al. 2001).La homologia se establecio a partir de la secuencia conservada de la
region del ARNr 16-23S (Honeycutt et al., 1995).

Para el analisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLP) se sigui6 el procedimiento de Bachem et al. 2000).Se seleccionaron dos
aislados de X. albilineans procedentes de las localidades de Florida (Camagiey)
y Jovellanos (Matanzas) caracterizados en el ensayo anterior; el ADN genémico
de los mismos se digirié con las enzimas de restriccion Pstl y Msel, de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante. Para la amplificacion por PCR se
utilizaron cuatro combinaciones de cebadores: A: P1-M1, B: P1-M2, C: P2-M1y
D: P2-M2 (Tabla 4).

Tabla 4. Cebadores empleados en las reacciones AFLP.

Caddigo Cebador Secuencia 5"-3" se?:cst(ievsas
P1 Pstl-1 GACTGCGTACATGCA AA
P2 Pstl- 2 GACTGCGTACATGCA AC
M1 Msel-1 ATGAGTCCTGAGATAG ACC
M2 Msel-2 ATGAGTCCTGAGATAG GGC
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Diseminacion de Xanthomonas albilineans en areas comerciales

4.1.1 Presencia de los sintomas de la escaldadura foliar en los campos

muestreados

Los sintomas de la escaldadura foliar durante el diagnéstico visual realizado, se
caracterizé por la presencia de rayas blancas o de color crema, a lo largo del
limbo de la hoja. El ancho de las lineas fue variable y en ocasiones difusas, que
se extendian hacia el borde de las hojas, provocando marchitez y necrosis foliar
parcial o total. Alguno de los sintomas tipicos de la enfermedad detectados en la
provincia Camaguey se aprecia en la figura 4.

Figura 4. Sintomas y signos de escaldadura foliar observados en el cultivar C86-503 de
la provincia de Camagiley A: raya fina blanca paralela a la nervadura central. B:

coloracion rojiza en los entrenudos y C: presencia de brotes laterales.

La provincia Camagiey presentd un mayor porcentaje de plantas con sintomas
de la enfermedad para un nivel de infeccion del 21%, valor que mostré
diferencias significativas (p<0,05segun el test exacto de Fisher para tablas de
contingencia y la regresion logistica monovariada) con respecto a los obtenidos
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en la provincia Las Tunas (10%). En Mayabeque y Matanzas no se observaron

sintomas de la enfermedad en los campos muestreados (Figura 5).
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Figura 5. Nivel de infeccion con X. albilineans diagnosticada por la presencia de

sintomas en el area muestreada. Letras desiguales difieren significativamente (p<0,05).

Las diferencias en la presencia de sintomas de Xanthomonas albilineans
obtenidos entre las provincias evaluadas, esta relacionado con el nivel de
tolerancia de los cultivares muestreados. Daugrois et al. (2014) evalud
poblaciones epifiticas de X. albilineans con la incidencia y severidad de los
sintomas bajo presiones de inodculos naturales. Informo6 que la manifestacion de
la sintomatologia de la escaldadura foliar varia dependiendo de la resistencia

varietal.

4.1.2 Presencia de la escaldadura foliar en tallos asintomaticos en los

campos muestreados

Para el diagnéstico serolégico (SUMA) se evaluaron 180 tallos entre las cuatro
provincias, 13 de ellos mostraron sintomas visibles de la enfermedad y 167 no

mostraron sintomatologia alguna. Al realizar el diagndstico seroldgico por la
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técnica DAS-UMELISA se confirmd la presencia de la bacteria X. albilineans en
los tallos con sintomas y de los tallos asintomaticos evaluados el 44,3%

revelaron la presencia de la bacteria.

Durante el periodo 1978 al 2000, se reportaron en Cuba dos focos de la
escaldadura foliar de la cafia de azucar; el primero en variedades introducidas
por la provincia de Camaguey (Rivera, 1979) y el segundo también en estos
mismos territorios y con caracteristicas epifiticas sobre el banco de
germoplasma de la cafia de azucar en la provincia de Matanzas, asociados

con la presencia de los serovares | y Il (Diaz, 2000).

Entre los aflos 2004 y 2005, el servicio fitosanitario para la cafia de azucar
(SEFIT) reporto, a partir de los sintomas de la enfermedad por debajo de 1,5
% del area encuestada, asumiendo esta como la propagacion de la
enfermedad en el pais (Rodriguez et al.2008) y mas recientemente se reporto
solo su presencia asintomética en el 0,01% del &rea encuestada (INICA,
2018).

La aplicacion de las técnicas seroldgicas en el presente estudio demuestra que
la bacteria puede permanecer de forma latente. Esto coincide con lo informado
por Rott et al. (1997), quienes alertaron que la enfermedad puede permanecer

en la fase de latencia durante largos periodos de tiempo.

Hasta la fecha la infeccion asintomatica no se ha tenido en cuenta, por lo que los
resultados de esta tesis demuestran la existencia del patégeno en Mayabeque,
Matanzas, Camaguey y Las Tunas. Los resultados publicados por Pérez et al.
(2016), revelaron la propagacion de X. albilineans, asi como lo importante de
contar con métodos de diagndstico inmunoquimico y/o molecular, al menos en
areas especializadas como bancos de semilla y areas experimentales con el

objetivo de minimizar la propagacion de la enfermedad.

Varios autores han informado recientemente la deteccion de la bacteria en tallos

asintomaticos. En México se informd la presencia de la enfermedad de forma
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latente a través de la deteccion por la técnica inmunoquimica adsorcion de
gotas, en clones considerados como tolerantes, los cuales carecian de sintomas

visuales (Salomon et al., 2015).

Por otra parte, Ling-Hong et al. (2018) informaron la aparicion de la enfermedad
en las provincias Guangxi, Guangdong, Hainan y Fujian en China. El patégeno
se detecto en el 73 y 17% de los tallos con sintomas y sin sintomas de la
enfermedad respectivamente, empleando métodos moleculares. Duarte et al.
(2018), informd la deteccion del patdogeno en 70 tallos de plantas sin sintomas
con el uso de métodos LAMP (A loop-mediated isothermal amplification), PCR y
nested PCR.

4.1.3 Relacion de la infeccion de los campos con el rendimiento estimado y

el numero de cosechas.

Los resultados de las evaluaciones realizadas en las provincias seleccionadas
coinciden con los resultados anteriores. En Camaguey y Las Tunas se mostraron
incrementos notables de los niveles de infeccidn debido al empleo de cultivares
susceptibles C86-503, el cual se considera altamente susceptible (AS), segun
los resultados de las pruebas de resistencia realizadas, (INICA, 2013), mientras
gue en las provincias Mayabeque y Matanzas, los cultivares C85-102 y C86-12

se informan como resistente (R) e Intermedio (Int), respectivamente.

A partir de los datos sobre el rendimiento proporcionados por las UEB
evaluadas, se realizO una comparacién entre el nivel de infeccion y el
rendimiento estimado de los campos y se observaron diferencias significativas.
Los campos con rendimientos de mas de 60 t/ha mostraron menor porcentaje de
plantas infectadas (p< 0,05), mientras que los campos con rendimientos

menores al 60% mostraron afectacion en los rendimientos estimados (Figura 6).
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Figura 6. Nivel de infeccion por rendimiento estimado. * *Letras desiguales difieren

significativamente p< 0,05.

Estos resultados muestran la relacion de la enfermedad y el rendimiento
productivo del cultivo, tal como ha sido informado por otros autores (Rott et al.,
1997, Huerta et al., 2003). Rott et al. (1995) encontraron que las diferencias en
el rendimiento de las plantas controles y las inoculadas dependieron de los
cultivares en cuestion, en algunos casos hubo una reduccion significativa de los
rendimientos, pues como se conoce, la escaldadura foliar es una enfermedad
devastadora de este cultivo debido a que ocasiona la muerte del planton,
reduccion del numero de tallos molibles, y reduccion del peso del tallo en

cultivares susceptibles principalmente.

Pérez et al. (2016) determinG que la presencia de la bacteria X. albilineans en
tallos asintomaticos afecta el contenido azucarero de los mismos, lo cual
constituyé un aporte al conocimiento de la relacion patégeno—hospedante para
esta enfermedad. Los tallos se colonizan por la bacteria, pero la cantidad de
unidades formadoras de colonia por gramo de tejido o de jugo no significa que
un cultivar sea mas o menos susceptible; en los tallos con sintomas, la densidad
de células aumenta hacia el follaje, mientras que en los asintoméaticos ocurre lo

contrario.
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La Figura 7 muestra la relacion entre el nivel de infeccion y el nimero de
cosechas. En la cepa cafia planta se observa un mayor porcentaje de tallos
infectados que en la soca, mientras que a partir del primer retofio el porcentaje

de tallos infectados aumenta.
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Figura 7. Nivel de infeccibn de Xanthomonas albilineans en relacion con el

numero de cosechas.

Rott et al. (1995) en un estudio en el que se evaluaron plantas infectadas hasta
el tercer retoflo encontraron que el porcentaje de tallos con sintomas de la
enfermedad y la severidad disminuian en el tiempo. En otros estudios, al inocular
Xanthomonas albilineans en cafa planta y primer retofio Rott et al. (1997)
encontraron que las plantas inoculadas parecen recuperarse cuando pasa de

cafa planta al primer retofio.

Segun estos autores, este comportamiento no estuvo relacionado con la

resistencia de los cultivares pues algunos altamente susceptibles no mostraron
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sintomas severos y no se detecté la presencia de la bacteria en el primer retofio.
No obstante, no se descartd la hipotesis que la bacteria no se haya detectado
por el limite resolutivo de las técnicas empleadas, debido a su acumulacién en

otros tejidos no examinados u otros factores (Rott et al.1997).

La amplia distribucién de la bacteria en areas de produccion exige extremar las
medidas de saneamiento, con énfasis en la desinfeccion de los equipos de corte
y tratamiento hidrotérmico de la semilla para evitar la diseminacion de la

enfermedad.
4.2. ldentificacion y caracterizacion de aislamientos
4.2.1. Muestreo y aislamientos

Como se describe en el epigrafe 3.2.1 de materiales y métodos se realiz6 el

aislamiento de la bacteria de las muestras tomadas en las provincias en estudio.
4.2.2. Caracterizaciéon morfolégica

A partir de las muestras tomadas de plantas con sintomas y asintomaticas
sembradas en el medio de cultivo de peptona y sacarosa, se apreciaron colonias
lisas amarillas y no mucoides, mientras en medio Wilbrink, manifestaron una
consistencia gelatinosa y aspecto brillante, amarillas, circulares y de bordes
uniformes; similares a las descritas por (Diaz, 2000; Matos, 2002 y Montan,
2009) (Figura 8).

40



Resultados y Discusion

Figura 8. Crecimiento de Xanthomonas albilineans en medio selectivo Wilbrink.

Leyenda 1: Matanzas, 2: Mayabeque, 3: Camaguey, 4: Las Tunas

Con el empleo de la microscopia Optica se profundizé en su morfologia: se
visualizaron bacilos cortos, méviles a partir de un flagelo polar con dimensiones
de entre 0,4-0,9 x 0,7-2,0 um.

4.2.3 Caracterizacion bioquimica

De acuerdo con lo descrito en el epigrafe 3.2.3, la caracterizacion bioquimica se
realiz6 a partir de cuatro aislados, uno por cada provincia en estudio. Los
resultados se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Indicadores bioquimicos de aislados de Xanthomonas albilineans

procedentes de cuatro provincias cubanas.

Pruebas My. Mat. Cam. LT
O/F @) O @) @)
GRAM - - - -
Catalasa + + + +
Ureasa - - - -
Oxidasa - - - -

Produccién Indol - - - -

Hidrolisis de
Gelatina + + + d
Esculina + + + +
Almidon - - - -
Crecimiento en
AN - - - -
Agar Kliger R/A R/A R/IA R/A
Fermentacion y utilizacion de azucares

Lactosa - - - -
Citrato - - - -
Glucosa + + + +

Leyenda: Aislados de: Mayabeque (My); Matanzas (Mat); Camagiey (Cam.); Las Tunas (LT); AN, Agar Nutriente;;
Oxidativo-fermentativo (O/F); Rojo/Alcalino (R/A); débil (d); reaccién negativa (-); reaccién positiva (+)

Las pruebas bioguimicas confirmaron la presencia de la especie X. albilineans
que junto a los estudios morfoldgicos realizados no indican variabilidad entre los
diferentes aislados evaluados, resultados que coinciden con estudios realizados
en Cuba (Diaz 2000). Otros autores también han obtenido resultados similares
trabajando con aislados de diferente procedencia (Alves et al.,, 2011; Stand,
2011 y Alves et al., 2016).

Los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a los aislamientos

obtenidos permitieron identificarlos como X. albilineans, destacandose la
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coincidencia de las propiedades bioguimicas entre todos ellos. Se confirma
homogeneidad de las propiedades bioquimicas vy fisiolégicas de la especie y su
clara delimitacion dentro del género Xanthomonas (Yang et al., 1993). No
obstante, existen autores que informan cepas con caracteristicas que difieren de
los patrones establecidos para la especie, fundamentalmente con respecto a la
produccion de acido a partir de arabinosa, fructosa, manosa y glucosa, asi como

la utilizacion de almidén y gelatina (Vauterin et al., 1995; Autrey et al., 1997).

En Cuba, cuando se caracterizaron los aislamientos de los focos de escaldadura
ocurridos entre 1978-1982 (Rivera, 1985) y del brote en 1998 (Diaz, 2000), se
observo variabilidad en la produccion de acido a partir de fructosa y la utilizacion
de gelatina; en el resto de las pruebas bioquimicas se obtuvo una total
coincidencia entre la poblacion bacteriana estudiada. En este trabajo se obtuvo
un comportamiento similar en los aislamientos respecto a las pruebas

bioquimicas incluidas.

En la literatura internacional se ha sefalado diferencias con respecto al tamafio
de las colonias en cultivo y la morfologia celular en esta especie, asi como la
existencia de células filamentosas (Ricaud y Ryan, 1989), que han sido
asociadas a las colonias pequeiias o de lento crecimiento y a la agresividad de
los aislamientos (Birch,2001). Sin embargo, la informacion sobre la variabilidad
morfolégica de esta especie y su correlacion con las variaciones seroldgicas,

moleculares y patogénicas de los aislamientos es muy limitada.
4.2.4 Evaluacion seroldgica

Mediante la prueba de diagnostico serologico DAS-UMELISA fue detectada la
presencia de la bacteria X. albilineans en plantas con y sin sintomas de los

campos comerciales evaluados y en todos los cultivares. (Tabla 6)
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Tabla 6. Resultados del diagnostico de escaldadura foliar en cuatro provincias.

Plantas muestreadas UMELISA
(cantidad)

Provincia Cultivar

Presencia de Xa
C/s SIS Positivas Negativas

Mayabeque C86-12 0 45 25 20
Matanzas C85-102 0 45 16 29
Camagiey C86-503 9 36 21 15
Las Tunas C86-503 4 41 12 29
Total 13 167 74 93

Leyenda: C/S, plantas con sintomas; S/S, plantas sin sintomas

En Mayabeque y Matanzas, del total de plantas sin sintomas visuales, se detect6
la presencia del patégeno en 25 y 16 respectivamente por UMELISA-DAS. Los
resultados de este ensayo muestran que el 100% de las plantas con sintomas
tenian presencia de la bacteria, mientras que en las asintomaticas esto ocurrié

solo en el 44,3%.

El limite minimo de deteccién por esta técnica seroldgica esta entre 1.11 x 10° y
1.38 x 10°ufc/g de tejido fresco; en un campo plantado con el cultivar susceptible
C86-503, los términos medios y los alcances de los rangos de distribucion de la
densidad de poblacién del patégeno se estimaron estimados en 2.21x10°ufc (+
7.82 x 10*g de tejido fresco en plantas sintomaticas seropositivas y 2.80 x
10°ufc (+ 3.25x10°)/g de tejido en plantas asintomaticas seropositivas. Duarte et

al., 2018 inform6 que generalmente en tallos con sintomas de la enfermedad se
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asocian con altas poblaciones del patégeno (10°-10° ufc/ml), mientras los tallos
asintomaticos con bajas poblaciones (10° ufc/ml) o sin presencia de la bacteria.

4.2.5 Evaluacion patogénica

Xanthomonas albilineans es una bacteria gram-negativa con flagelo polar que le
permite moverse por un medio acuoso (Agrios, 1997), penetra en el tejido
huésped (preferiblemente por las hojas) ya sea a través de una herida o
aprovechando alguna apertura natural como las estomas, multiplicAndose en los

espacios intracelulares.

Para la evaluacion de la patogenicidad se emplearon dos inoculos obtenidos a
partir de X. albilineans obtenidas de plantas con sintomas de la variedad C86-
503 (Aislado 1) y de plantas asintomaticas de la variedad C85-102 (Aislado 2),
los que se inocularon en las variedades: C86-503, altamente susceptible; C86-

12, intermedio y C85-102, resistente a la enfermedad.

Al inocular las plantas sanas con ambos cultivos, se logro la reproduccion de los

sintomas de escaldadura foliar (Figura 9).

Figura 9. Sintomas de escaldadura foliar en cafia de azucar (Saccharum spp.) cv. C86-
503 inoculada con la bacteria X. albilineans A. Necrosis en vivero 20 dias posterior a la
inoculacion en plantula de 60 dias de edad; B y C, Rayas blancas y necrosis en campo,
respectivamente, 30 dias después de la inoculacién en plantas de cuatro meses de
edad.
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Los sintomas obtenidos se caracterizan por la presencia de rayas blancas que
forman un angulo agudo con la nervadura central y areas de tejido necrosado en
el follaje, con variaciones en funcion de la tolerancia genética de los genotipos
estudiados (Tabla 7)

El aislado 2 reprodujo los sintomas de la escaldadura foliar, constituyendo otra
evidencia de que la bacteria se encuentra de forma asintomatica y sin embargo

tiene la capacidad de reproducir los sintomas.

Tabla 7. Porcentaje de plantas con sintomas en la prueba de patogenicidad.

Rayas blancas (%) Necrosis (%)
Aisl. Dias
C86-503 | C85-102 | C86-12 | C86-503 | C85-102 | C86-12

15 50 60 50 0 10 20

1 20 40 60 70 10 20 10
25 40 50 68 15 15 7

15 30 50 60 40 70 70

2 20 0 10 20 20 20 20
25 36 67 70 15 15 10

Control 0 0 0 0 0 0

Matos et al. (2017) comprobo la patogenicidad de aislados de X. albilineans en el
cultivar susceptible L55-5 al reproducir la sintomatologia de la escaldadura foliar

en condiciones de vivero.
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De acuerdo al porcentaje de plantas con sintomas de necrosis, se confirmé la
patogenicidad de ambos aislados, con una evolucion en el tiempo ligeramente
superior para el Aislado 2, sin embargo, esa diferencia segun la prueba ji
cuadrado (X?) no puede considerarse significativa, por lo que no se pudieron
establecer diferencias patogénicas entre los dos aislados obtenidos a partir de

muestras tomadas de diferentes cultivares y campos (Figura 10).

Aislado 1 Aislado 2

x:u =0,11 }':;fgg: m® 58 GlL=5

plantas connecrosis (%)

15 20 25

Dias

Figura 10. Evolucion de los sintomas de escaldadura foliar en el tiempo

En todos los casos se reaisl6 la bacteria, y se confirmé mediante DAS UMELISA
la presencia de la enfermedad. Al cumplirse los postulados de Koch se confirma
una vez mas que éstos pueden considerarse semejantes a la Demostracion de
Patogenicidad en enfermedades bacterianas sistémicas como la escaldadura

foliar, lo que coincide con los criterios de Arauz (1998) y Taher-Kani (2010).

Resultados similares se informaron por Matos et al. (2017) y Zhang et al. (2017).
Ambos demostraron los postulados de Koch al reaislar la bacteria después de la

inoculacion.

Algunos autores como Birch y Patil (1987) y Rott y Davis (2000) refieren que el
sintoma de rayado de las hojas, puede deberse a que algunas veces aparece y

posteriormente pasa a la fase de latencia o eclipse, situaciéon que puede estar
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condicionada por influencias climaticas o el nivel de resistencia del cultivar
hospedante, mientras que la necrosis es un sintoma irreversible. Por estas
razones se infiere que entre los aislados en estudio no existen diferencias

patogénicas.
4.2.6 Caracterizacion molecular

La amplificacion de los fragmentos de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) de los aislamientos representativos de las provincias Mayabeque,
Matanzas, Camagley y Las Tunas permitié visualizar una banda comun en
las muestras a la altura de 620pb, la cual se corresponde en intensidad y
migracion por la obtenida por el control positivo utilizado. La muestra que
corresponde con el control negativo no origind sefales de amplificacion.
(Figura 11).

1. Aislamiento Mayabeque

2. Aislamiento Matanzas

3. Aislamiento Camaguey

4, Aislamiento Las Tunas

5. Control Positivo

6. Control Negativo (agua destilada)

T.Marcador de Peso Molecular

Figura 11. Productos de la amplificacién en Gel de agarosa 1 %

Estos resultados sugieren la posibilidad que la cepa de X. albilineans

detectada en plantas con sintomas de la enfermedad asi como en plantas
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asintomaticas en las provincias muestreadas, pertenecen a la misma cepa

bacteriana.

En diversos trabajos se ha demostrado la existencia de caracteristicas que
distinguen a la especie albilineans del resto de las Xanthomonas; entre ellas, la
ausencia de Hrp T3SS, que es un marcador universal de patogenicidad
(Daugrois et al. 2012). Como se muestra en la figura 12 el analisis AFLP permitio
comparar el genoma completo de un aislamiento de Jovellanos (Matanzas) y uno
de Florida (Camaguley). Los patrones de bandas obtenidos con cada par de

cebadores empleados fueron similares para las dos muestras analizadas
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Figura 12. Patron de bandas AFLP obtenido en gel de acrilamida 9% con las
combinaciones de cebadores A: P1-M1, B: P1-M2, C: P2-M1 y D: P2-M2, de los

aislamientos de X. albilineans 1 de Jovellanos y 2 de Florida.

Por otra parte, el perfil AFLP confirmé los resultados obtenidos al comparar las
secuencias correspondientes al ADNr 16-23S de X. albilineans, demostrando
qgue los aislamientos bacterianos procedentes de Jovellanos y Florida, estan

relacionados genética y epidemiologicamente. Esta podria ser una herramienta
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atil para demostrar polimorfismo a nivel del genoma completo de esta bacteria
(Pieretti et al., 2012; Pieretti et al., 2015; Ying et al., 2016).

Hasta el momento, el Unico factor de patogenicidad asociado a esta bacteria, es
la produccion de la toxina albicidina; sin embargo, la secuenciacién completa de
su genoma puede proveer nuevos candidatos a factores de virulencia a través
del monitoreo por mutagénesis de una libreria de transposones (Rott et al.,
2011).

Champoiseau et al. (2006) en Guadalupe inocularon 75 cepas en el cultivar
susceptible B69566 encontrando, en 19 de estas, variacién en la patogenicidad
observada sobre la base de la colonizacién del tallo. La produccion in vitro de
albicidina vario entre estas, pero el patron de polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restriccion de sus genes de biosintesis de albicidina fue idéntico.
Del mismo modo, no se encontr variacion genémica entre las cepas mediante
electroforesis y si una cierta variacion por el polimorfismo de longitud de
fragmento amplificado, y ninguna relaciéon entre esta variacion genética y la

variacion en la patogenicidad.

Durante la década del 90, la variabilidad en X. albilineans se bas6 en
propiedades inmunoldgicas y se identificaron entonces las tres variantes
serologicas antes relacionadas en diferentes aislamientos de una coleccion
mundial del patogeno (Rott et al. 1994). Posteriormente, se ha informado
variaciones genéticas y patogénicas, pero aun no se ha encontrado
correlacion entre los marcadores genéticos y de patogenicidad de la bacteria
(Daugrois et al. 2012).

Mensi et al. (2013) realizaron estudios con aislados obtenidos de plantas de
cafia de azlcar con sintomas de escaldadura foliar procedentes de Gabdn, y
encontraron mayor agresividad que la observada en los aislados de
Guadalupe y Florida. También en México, Huerta et al. (2009) amplificaron el
segmento de ADN de cuatro cepas de X. albilineans obtenidas en Veracruz y
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Chiapas, de las cuales dos, aunque presentaron 98% de homologia con un

aislado procedente de Brasil, resultaron mas agresivas.

Salomoén et al. (2015) informé el primer reporte de la presencia de X.
albilineans en Tabasco, México, confirmado a nivel molecular por el analisis
molecular mediante amplificacion de un fragmento de 16S rADN (1392 pb) y
mostré similitudes maximas con las secuencias de X albilineans registradas

en el Genbank.

Nuestros resultados coinciden de forma general con estos y otros autores los
cuales han informado variaciones del patégeno pero aun no han encontrado
correlacion entre los marcadores genéticos y de patogenicidad de la bacteria
(Daugrois et al., 2012), tal vez por una erosion significativa del genoma de la
bacteria que constituye un caso singular dentro de la Xanthomonadas (Pieretti et
al., 2015; Kretz et al., 2015).

Por otra parte, los resultados expuestos en este trabajo indican que no se pudo
establecer diferencias patogénicas entre los aislados obtenidos a partir de
cultivares de cafia de azucar con y sin sintomas de la enfermedad. Diaz (2000)
en Cuba, al estudiar la patogenicidad sobre maiz Zea Mays de 19 aislados
obtenidos a partir de plantas de cafia de azlcar con sintomas de la escaldadura

foliar, tampoco encontr6 diferencias patogénicas entre estos.

La comparacion de este aislado cubano con otras ocho cepas publicadas en
el Banco Internacional de Genes (Tabla 7), demostrd su marcada similitud con
las mismas, con 100% de identidad y porcentaje de cobertura con un
fragmento del genoma de la cepa GPE PC73 de Guadalupe, aunque con las
cepas KO905 procedente de Estados Unidos y la de Brasil también tuvo

100% de identidad para un fragmento de menor tamafo.
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Tabla 7. Comparacion del segmento de ADN de la regién intergénica del
aislado cubano de X. albilineans con las secuencias de otras cepas

publicadas en el Banco Internacional de Genes.

Aislamiento de X. albilineans % Valor-e € 1e”® %
Identid
de ad
cobertura Maxim
a
GPE PC73 genoma completo 100 0.0 100
Cepa IBSBF 326 secuencia parcial del 95 0.0 99

espaciador intergénico de las subunidades
ribosomales16S-23S y el gen de ARN
ribosomal 23S.

Cepa IBSBF 1374 16S-23S secuencia 94 0.0 99
parcial del espaciador intergénico de las
subunidades ribosomales 16S-23S y el gen
de ARN ribosomal 23S.

Clon K0905 secuencia parcial del espaciador 85 0.0 100
intergénico de las subunidades ribosomales
16S-23S y el gen de ARN ribosomal 23S.

Cepa CMP196 16S-23S secuencia complete 78 0.0 99
del espaciador intergénico del ARN

ribosomal.

Secuencia parcial del espaciador intergénico 57 0.0 100

y el gen del ARN ribosomal 23S (Brasil)

Genes ARNt-Ala, espaciador intergénico y 19 2,00E-54 97
ARNt-lle.
Genes ARNt-Ala, espaciador intergénico y 19 8,00E-53 96
ARNt-lle.
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Los resultados de este trabajo y su relacion con la literatura internacional
revisada permiten sustentar la hipotesis de la circulacion generalizada de un
aislamiento que puede encontrarse tanto en plantas con sintomas de la

escaldadura foliar como en las asintomaticas.
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5. CONCLUSIONES

1. Xanthomonas albilineans se detecté en las provincias de Mayabeque,
Matanzas, Camagiley y Las Tunas en plantas con sintomas de la
escaldadura foliar y en plantas asintomaticas en el 44,3% de las muestras

analizadas.

2. Las colonias de Xanthomonas albilineans obtenidas a partir de plantas con
sintomas de la escaldadura foliar de la cafia de azlcar y asintomaticas en
las provincias Mayabeque, Matanzas, Camagiey y Las Tunas presentan

similitudes morfoldgica, seroldgica, patogénica y molecular.

3. Las secuencias de ADN obtenidas presentan 100% de homologia con la
cepa GPE PC73 de Guadalupe, KO 905 de Estados Unidos y el gen del
ARN ribosomal 23S de Brasil.
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6. RECOMENDACIONES

1. Mantener el monitoreo de la enfermedad en areas comerciales y

experimentales con una confirmacién serolégica del diagndstico.

2. Ampliar los estudios de caracterizacién del organismo causal incluyendo

otras provincias del pais.
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