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INTRODUCCIÓN

La enfermedad del raquitismo de los retoños de la
caña de azúcar provocada por Leifsonia xyli subsp.
xyli fue observada por primera vez durante el verano
de 1944-1945, cuando investigadores australianos
detectaron en zonas cañeras ubicadas dentro del dis-
trito de Mac Key (Queensland), considerables afecta-
ciones en el vigor de las plantas de la variedad Q-28,
que había sido introducida en la producción, princi-
palmente por su buen comportamiento frente a dife-
rentes enfermedades (6).

Está considerada como una de las patologías
bacterianas más importantes para el cultivo de la caña
de azúcar por las pérdidas que ha provocado y los
altos niveles de propagación e intensidad que presen-
tan en el campo. En Cuba está presente desde 1953

y posteriormente informada por varios investigadores
quienes advirtieron su amplia distribución en las áreas
cañeras del país (4, 5, 19).

El diagnóstico de la enfermedad se ha afectado
debido a la ausencia de síntomas que puedan ser atri-
buidos específicamente a la enfermedad, así como
las propias características 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 utilización de medidas que limi-
ten su diseminación en el campo (18, 21).

Durante muchos años 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-
plicación en el hospedante (7, 17). Y aunque existen
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grupos de trabajo de Australia, Sudáfrica, USA, Brasil
y Francia que han trabajado en el aislamiento y diag-
nóstico de esta fitobacteria en Cuba, no se ha logra-
do obtener resultados consistentes. Esto ha conlle-
vado a que existan limitaciones en el diagnóstico y
caracterización de esta enfermedad, ya que no se
cuentan con cepas que puedan ser empleadas para
la obtención de anticuerpos policlonales y como con-
troles positivos para la validación de los métodos
serológicos y moleculares.

Es por ello que nuestro trabajo está dirigido a la
obtención de una cepa caracterizada desde el punto
de vista morfológico, bioquímico y molecular que pue-
da emplearse para la obtención de antisueros
policlonales y como control positivo de ensayos de
diagnóstico imprescindibles en los programas de se-
lección de semillas y de mejoramiento genético de la
caña de azúcar en Cuba.

MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención del cultivo puro de Leifsonia xyli subsp.
xyli a partir de jugos de la variedad CP31-294 de
caña de azúcar

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

Preparación 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 pequeñas seccio-
nes de tallos con un horadador de 5mm de diámetro,
que 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 centrifugación a 10
000 rpm, durante cinco minutos. Una porción de 200mL,
fue conservada a -20ºC para utilizarla como control
positivo en los ensayos posteriores (inmunoquímicos y
moleculares) y a la otra se le realizó diluciones seriadas
desde 10-1 hasta 10-6 con solución 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 utilizó el medio SC (8) [17g de agar extracto de
maíz, 4g de agar bacteriológico, 8g de peptona, 30mL

de cloruro de hemina bovina (0.1% de hemina en
NaOH al 0.05N), 0.2g de MgSO4, 13mL de K2HPO4
(0.1M), 87 mL de KH2PO4 (0.1 M) y 800 mL de agua
destilada, pH 7.5], el cual se esterilizó durante 15 mi-
nutos. Luego de enfriado hasta 50ºC se le adicionó
una solución acuosa filtrada con filtro millipore (0.2mm)
de 5g de glucosa, 0.5g de cisterna, 2g de albúmina
bovina fracción V y ácido nalidíxico (10) en 100 mL de
agua destilada.

Las placas se inocularon con 0.1mL de las dilucio-
nes de jugos 10-3 y 10-5, las que se extendieron con
espátula de Drigalski y se incubaron a 28ºC durante
dos semanas, aproximadamente, hasta lograr el cre-
cimiento de colonias típicas, que después se pasaron
hacia nuevas placas. Las características morfológicas
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 -70ºC, en tubos de
crioconservación con medio líquido S8 (componen-
tes del medio SC, sin agar bacteriológico) y glicerol al
20% (11).

Identificación morfológica, bioquímica y median-
te PCR del aislamiento en estudio

Las características morfológicas de las células
bacterianas asociadas a la enfermedad, se determina-
ron mediante el uso de la técnica de tinción de Gram
(9) y por microscopia electrónica (20). Se determina-
ron las propiedades bioquímicas más importantes:
oxidasa; utilización de citrato, gluconato, almidón,
esculina, gelatina; producción de sulfuro de hidrógeno;
Voges-Proskauer y producción de ácidos a partir de D-
arabinosa, D-galactosa, D-sacarosa y salicina (8, 12).

Para complementar los estudios morfológicos y
bioquímicos se utilizó la técnica de PCR con el em-
pleo de los iniciadores y programas sugeridos para el
diagnóstico específico de

Leifsonia xyli subsp. xyli (1, 16). Todas las mues-
tras amplificadas pertenecen a suspensiones
bacterianas preparadas a una concentración de 108

UFC/mL las que fueron incubadas durante 10 minu-
tos a 100ºC. Se utilizaron controles negativos de bac-
terias (Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum,
Xanthomonas albilineans y Herbaspirillum
rubrisubalbicans), para verificar las especificidad del
método.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En el aislamiento de la bacteria se obtuvieron co-
lonias típicas de Leifsonia xyli subsp. xyli a los 14 días,
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las que se caracterizaron por ser no pigmentadas, cir-
culares, pequeñas, transparentes y con un diámetro
que varió entre 0.1 y 0.3 mm en medio SC. Tales ca-
racterísticas 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 comparación
entre diferentes aislamientos de la bacteria, los que
no mostraron diferencias entre sí al ser comparados
morfológicamente.

El procedimiento y el medio de cultivo resultaron
efectivos para el aislamiento y aunque no todos los
intentos realizados permitieron la obtención de colo-
nias típicas de esta especie, la utilización de tallos de
la variedad CP31-294, severamente afectada por
RSD, así como la obtención de jugos por
centrifugación, 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 títulos en que puede encontrarse esta especie
bacteriana, así como las contaminaciones que se pro-
ducen por el desarrollo de microorganismos saprófitos
que enmascaran el aislamiento, debido al tiempo en
que tarda la bacteria en crecer (9).

La influencia negativa que ejercen los contaminan-
tes en la obtención de buenos resultados en el aisla-
miento se evitó con el uso de diluciones seriadas del
jugo obtenido, unido a la introducción de ácido
nalidíxico como componente del medio de cultivo,
antibiótico 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
fitopatógenas sugieren que las mejores diluciones para
la siembra primaria en el caso de las bacterias
fitopatógenas son las de 10-3 y 10-5, resultados que se
tuvieron en cuenta al realizar el aislamiento de esta
bacteria (6).

En la identificación morfológica la respuesta a la
tinción de Gram fue positiva, aspecto coincidente con
lo señalado por otros autores, al referirse a la compo-
sición 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
electrónico se apreciaron bacilos rectos y curvos con
dimensiones muy pequeñas que oscilaron entre 1-
3mm de largo y 0.1-0.3mm de ancho (Figura 1), lo
cual evidenció el pleomorfismo típico de Leifsonia xyli

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
Leifsonia xyli subsp. xyli.

Esta característica, unida a las pequeñas dimen-
siones de las células, la ausencia de flagelo, así como
la presencia de mesosoma (Figura 2), hacen que la
misma sea fácilmente diferenciada, de las otras es-
pecies bacterianas que afectan el cultivo de la caña
de azúcar desde el punto de vista morfológico (6).

FIGURA 2. Mesosoma de Leifsonia xyli subsp. xyli en pre-
paraciones realizadas a partir de jugos de tallos de la varie-
dad CP31-294. Segmento: 1mm./ Mesosom of Leifsonia
xyli subsp. xyli in CP31-294 stem juices.

En los resultados de la identificación bioquímica
se apreció la total coincidencia de todas las pruebas
realizadas con lo señalado por otros autores los que
propusieron la reclasificación de esta especie basa-
dos fundamentalmente en sus características
bioquímicas y culturales (12).

La amplificación 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
específicamente a Leifsonia xyli subsp. xyli.

El uso de iniciadores derivados de la región
intergénica 16S-23S del ARNr (ITS) ha permitido el
desarrollo de métodos de amplificación enzimática in
vitro de gran utilidad para el diagnóstico específico, la
identificación y la clasificación taxonómica de
procariontes, teniendo en cuenta que se encuentra
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entre dos regiones generalmente conservadas (15,
22). En este sentido algunos autores (2, 3, 14), de-
mostraron las potencialidades de este sitio para el
diagnóstico específico de Leifsonia xyli subsp. xyli, al
evidenciar la no existencia de secuencias homólogas
en otras especies bacterianas que afectan el cultivo
de la caña de azúcar (13, 16).

Las observaciones al microscopio electrónico, los
resultados de las pruebas bioquímicas, así como la
amplificación in vitro de secuencias específicas 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 diagnóstico
de esta importante enfermedad que afecta todas las
áreas cañeras del país y ocasiona grandes pérdidas
a la economía.
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