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RESUMEN: En estetrabajo se obtiene @ cultivo puro de Leifsonia xyli subsp. xyli a partir de variedades
cubanas de cafia de azlcar y se logra disminuir las dificultades presentadas hasta € momento con €
aislamiento de esta fitobacteria de naturaleza fastidiosa. Se evidencia € pleomorfismo tipico de esta
especie bacteriana y la total coincidencia de las caracteristicas bioquimicas y moleculares que la
identifican. Se cuenta por primera vez en Cuba con aidados caracterizados que pueden ser empleados
en futurasinvestigacionesy servicios, asi como en la obtencién de antisueros para el diagnostico serolégico
de esta importante enfermedad.
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ISOLATION AND MORPHOL OGICAL, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR
IDENTIFICATION OF Leifsonia xyli subsp. xyli

ABSTRACT: In this work, Leifsonia xyli subsp. xyli pure culture is obtained from Cuban varieties of
sugar cane, and the difficulties present till now regarding the isolate of this phytobacterium of fastidious
nature are decreased. The typical pleomorphism of this bacterial species and the total coincidence of
the biochemical and molecular characteristics that identify it, are evindenced. It is counted for the first
time in Cuba with characterized isolates which can be used in future researches and services, as well as
in the antisera obtaining for the serological diagnostic of this important disease.
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INTRODUCCION

y posteriormente informada por varios investigadores
quienes advirtieron su amplia distribucion en las areas

La enfermedad del raquitismo de los retofios de la cafieras del pais (4, 5, 19).

cafia de azUcar provocada por Leifsonia xyli subsp.
xyli fue observada por primera vez durante el verano
de 1944-1945, cuando investigadores australianos
detectaron en zonas cafieras ubicadas dentro del dis-
trito de Mac Key (Queensland), considerables afecta-
ciones en el vigor de las plantas de la variedad Q-28,
gue habia sido introducida en la produccién, princi-
palmente por su buen comportamiento frente a dife-
rentes enfermedades (6).

Esta considerada como una de las patologias
bacterianas mas importantes para el cultivo de la cafa
de azucar por las pérdidas que ha provocado y los
altos niveles de propagacion e intensidad que presen-
tan en el campo. En Cuba esté presente desde 1953

El diagndstico de la enfermedad se ha afectado
debido a la ausencia de sintomas que puedan ser atri-
buidos especificamente a la enfermedad, asi como
las propias caracteristicas de la bacteria que la pro-
duce. Por su parte, el control se ha basado en el uso
de material de siembra saneado, empleo de varieda-
des resistentes y la utilizacion de medidas que limi-
ten su diseminacion en el campo (18, 21).

Durante muchos afios se han presentado algunas
dificultades con el aislamiento de la fitobacteria que
la produce, dadas por su naturaleza fastidiosa, su
pobre desarrollo en medios de cultivos y lenta multi-
plicacion en el hospedante (7, 17). Y aunque existen
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grupos de trabajo de Australia, Sudafrica, USA, Brasil
y Francia que han trabajado en el aislamiento y diag-
noéstico de esta fitobacteria en Cuba, no se ha logra-
do obtener resultados consistentes. Esto ha conlle-
vado a que existan limitaciones en el diagnostico y
caracterizacion de esta enfermedad, ya que no se
cuentan con cepas que puedan ser empleadas para
la obtencion de anticuerpos policlonales y como con-
troles positivos para la validacion de los métodos
serologicos y moleculares.

Es por ello que nuestro trabajo esta dirigido a la
obtencién de una cepa caracterizada desde el punto
de vista morfolégico, bioquimico y molecular que pue-
da emplearse para la obtencion de antisueros
policlonales y como control positivo de ensayos de
diagnostico imprescindibles en los programas de se-
leccion de semillas y de mejoramiento genético de la
cafia de azucar en Cuba.

MATERIALESY METODOS

Obtencidn del cultivo puro de Leifsonia xyli subsp.
xyli a partir de jugos de la variedad CP31-294 de
cafia de azlcar

Con el objetivo de obtener el cultivo puro de
Leifsonia xyli subsp. xyli se utilizaron cinco muestras
del tercio inferior de tallos de cafia de azucar pertene-
cientes a la variedad CP31-294 severamente afecta-
da por el RSD y procedentes de las areas de campo
de la Estacion Experimental “Antonio Mesa” en
Jovellanos, provincia de Matanzas.

Preparacion de las muestras: se extrajeron sec-
ciones de tallos de la zona del entrenudo de estas
muestras, las que se lavaron con agua destilada esté-
ril (0.2 conductividad) y se desinfectaron con etanol
absoluto (70%), durante 1 minuto. Los jugos se obtu-
vieron bajo condiciones asépticas en gabinete de
bioseguridad, mediante el corte de pequefias seccio-
nes de tallos con un horadador de 5mm de diametro,
gue se colocaron en un sistema doble de tubos (uno
de 0.5mL perforado por el fondo dentro de otro de
1.5mL) para recoger los fluidos por centrifugaciéon a 10
000 rpm, durante cinco minutos. Una porcion de 200mL,
fue conservada a -20°C para utilizarla como control
positivo en los ensayos posteriores (inmunogquimicos y
moleculares) y a la otra se le realiz6 diluciones seriadas
desde 10! hasta 10° con solucion salina estéril al 0.85%
(0.85g de NaCl en 100mL de agua destilada) para la
siembra en medio de cultivo.

Para el cultivo in vitro de Leifsonia xyli subsp. xyli
se utilizo el medio SC (8) [17g de agar extracto de
maiz, 4g de agar bacterioldgico, 8g de peptona, 30mL
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de cloruro de hemina bovina (0.1% de hemina en
NaOH al 0.05N), 0.2g de MgSO,, 13mL de K,HPO,
(0.1M), 87 mL de KH,PO, (0.1 M) y 800 mL de agua
destilada, pH 7.5], el cual se esterilizé durante 15 mi-
nutos. Luego de enfriado hasta 50°C se le adicion6
una solucién acuosa filtrada con filtro millipore (0.2mm)
de 5g de glucosa, 0.5g de cisterna, 2g de albimina
bovina fraccion V y acido nalidixico (10) en 100 mL de
agua destilada.

Las placas se inocularon con 0.1mL de las dilucio-
nes de jugos 10°y 10%, las que se extendieron con
espatula de Drigalski y se incubaron a 28°C durante
dos semanas, aproximadamente, hasta lograr el cre-
cimiento de colonias tipicas, que después se pasaron
hacia nuevas placas. Las caracteristicas morfoldgicas
y culturales de las mismas se describieron y compa-
raron de acuerdo a lo descrito para esta especie (8).

Después de realizar dos pases sucesivos de una
colonia, fueron conservadas a -70°C, en tubos de
crioconservacion con medio liquido S8 (componen-
tes del medio SC, sin agar bacteriol6gico) y glicerol al
20% (11).

Identificacién morfologica, bioquimicay median-
te PCR del aislamiento en estudio

Las caracteristicas morfolégicas de las células
bacterianas asociadas a la enfermedad, se determina-
ron mediante el uso de la técnica de tincion de Gram
(9) y por microscopia electronica (20). Se determina-
ron las propiedades bioquimicas mas importantes:
oxidasa; utilizacion de citrato, gluconato, almidén,
esculina, gelatina; produccion de sulfuro de hidrégeno;
Voges-Proskauer y produccién de acidos a partir de D-
arabinosa, D-galactosa, D-sacarosa y salicina (8, 12).

Para complementar los estudios morfoldgicos y
bioquimicos se utilizé la técnica de PCR con el em-
pleo de los iniciadores y programas sugeridos para el
diagndstico especifico de

Leifsonia xyli subsp. xyli (1, 16). Todas las mues-
tras amplificadas pertenecen a suspensiones
bacterianas preparadas a una concentracion de 108
UFC/mL las que fueron incubadas durante 10 minu-
tos a 100°C. Se utilizaron controles negativos de bac-
terias (Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum,
Xanthomonas albilineans y Herbaspirillum
rubrisubalbicans), para verificar las especificidad del
método.

RESULTADOSY DISCUSION

En el aislamiento de la bacteria se obtuvieron co-
lonias tipicas de Leifsonia xyli subsp. xyli a los 14 dias,



las que se caracterizaron por ser no pigmentadas, cir-
culares, pequefias, transparentes y con un diametro
que vario entre 0.1 y 0.3 mm en medio SC. Tales ca-
racteristicas se correspondieron con las descritas para
esta especie y con el tiempo establecido para su cre-
cimiento (8). Resultados similares se obtuvieron por
otros autores, quienes realizaron una comparacion
entre diferentes aislamientos de la bacteria, los que
no mostraron diferencias entre si al ser comparados
morfolégicamente.

El procedimiento y el medio de cultivo resultaron
efectivos para el aislamiento y aunque no todos los
intentos realizados permitieron la obtencién de colo-
nias tipicas de esta especie, la utilizacion de tallos de
la variedad CP31-294, severamente afectada por
RSD, asi como la obtencién de jugos por
centrifugacion, contribuyeron a disminuir los proble-
mas presentados hasta el momento para cultivar esta
bacteria de naturaleza fastidiosa (7).

Estas dificultades han sido descritas por varios
autores (6, 8, 9), quienes informaron acerca de los
bajos titulos en que puede encontrarse esta especie
bacteriana, asi como las contaminaciones que se pro-
ducen por el desarrollo de microorganismos saprofitos
gue enmascaran el aislamiento, debido al tiempo en
gue tarda la bacteria en crecer (9).

Lainfluencia negativa que ejercen los contaminan-
tes en la obtencién de buenos resultados en el aisla-
miento se evitd con el uso de diluciones seriadas del
jugo obtenido, unido a la introduccién de &cido
nalidixico como componente del medio de cultivo,
antibiético al cual, las bacterias del género Clavibacter
y Leifsonia han mostrado resistencia (10).

Las experiencias obtenidas por varios investiga-
dores al realizar el aislamiento de otras bacterias
fitopatégenas sugieren que las mejores diluciones para
la siembra primaria en el caso de las bacterias
fitopatogenas son las de 102y 1075, resultados que se
tuvieron en cuenta al realizar el aislamiento de esta
bacteria (6).

En la identificacion morfoldgica la respuesta a la
tincion de Gram fue positiva, aspecto coincidente con
lo sefialado por otros autores, al referirse a la compo-
sicion de la pared celular de las especies pertene-
cientes al género Leifsonia que le permiten fijar el
colorante violeta cristal (8).

En las observaciones realizadas al microscopio
electronico se apreciaron bacilos rectos y curvos con
dimensiones muy pequefias que oscilaron entre 1-
3mm de largo y 0.1-0.3mm de ancho (Figura 1), lo
cual evidencio el pleomorfismo tipico de Leifsonia xyli
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subsp. xyli informado con anterioridad (9, 19) para
esta especie, al examinar no solo cultivos bacterianos
cubanos sino extractos de jugos procedentes de va-
riedades afectadas por la enfermedad.

FIGURA 1. Suspensiones bacterianas de Leifsonia xyli
subsp. xyli,. Segmento: 1mm./ Bacterial suspensions of
Leifsoniaxyli subsp. xyli.

Esta caracteristica, unida a las pequefias dimen-
siones de las células, la ausencia de flagelo, asi como
la presencia de mesosoma (Figura 2), hacen que la
misma sea facilmente diferenciada, de las otras es-
pecies bacterianas que afectan el cultivo de la cafia
de azlcar desde el punto de vista morfologico (6).

FIGURA 2. Mesosomade Leifsonia xyli subsp. xyli enpre-
paracionesrealizadasapartir dejugosdetallosdelavarie-
dad CP31-294. Segmento: Imm./ Mesosom of Leifsonia
xyli subsp. xyli in CP31-294 stemjuices.

En los resultados de la identificacion bioguimica
se apreci6 la total coincidencia de todas las pruebas
realizadas con lo sefialado por otros autores los que
propusieron la reclasificacion de esta especie basa-
dos fundamentalmente en sus caracteristicas
bioquimicas y culturales (12).

La amplificacion obtenida mediante PCR al utilizar
las parejas de iniciadores RST59/RST60 y Cxx1/Cxx2
se ejemplifica en la Figura 3. Se muestran los frag-
mentos de 438pb y 229pb que identifican
especificamente a Leifsonia xyli subsp. xyli.

El uso de iniciadores derivados de la region
intergénica 16S-23S del ARNr (ITS) ha permitido el
desarrollo de métodos de amplificaciéon enzimaticain
vitro de gran utilidad para el diagnéstico especifico, la
identificacién y la clasificacién taxon6mica de
procariontes, teniendo en cuenta que se encuentra
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FIGURA 3. Amplificacion por PCR. Linea 1: marcador
de peso molecular (100pb); 2-3: células de Leifsonia xyli
(cebadores Cxx!/Cxx); 4-5: X. axonopodispv. vasculorum
y X. albilineans; 6y 7: Leifsonia xyli subsp. xyli (cebadores
RST59/RST60); 8: H. rubrisubalbicans; 9: control negati-
vo H,0./ PCR Amplification. Line 1. molecular weigtht
marker 100bp); 2-3: Leifsoniaxyli (primers Cxx!/Cxx); 4-
5: X. axonopodis pv. vasculorum and X. albilineanscells;
6and 7: Leifsoniaxyli subsp. xyli (primers RST59/RST60);
8: H. rubrisubalbicans; 9: negative control H,O.

entre dos regiones generalmente conservadas (15,
22). En este sentido algunos autores (2, 3, 14), de-
mostraron las potencialidades de este sitio para el
diagnéstico especifico de Leifsonia xyli subsp. xyli, al
evidenciar la no existencia de secuencias homélogas
en otras especies bacterianas que afectan el cultivo
de la cafia de azucar (13, 16).

Las observaciones al microscopio electrénico, los
resultados de las pruebas bioquimicas, asi como la
amplificacion in vitro de secuencias especificas de
esta bacteria por PCR, permitieron identificar la cepa
obtenida como Leifsonia xyli subsp. xyli (Lxx-1) y con-
tar por primera vez en Cuba con cepas de esta espe-
cie para investigaciones que se realizan en estos
momentos y para mejorar los sistema de diagnostico
de esta importante enfermedad que afecta todas las
areas cafieras del pais y ocasiona grandes pérdidas
ala economia.
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