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RESUMEN: Seevaltalardacion existente entrela funcionalidad de los haces del xilemay su colonizacién
por la bacteria. Para ello se utilizan los métodos de tincion de haces funcionales (STM) y la
inmunoimpresion detgidos (TBEIA), respectivamente. L as variedades que presentaron una colonizacion
bacteriana severa, también tuvieron mayores porcentajes de vasos no funcionales. Se revel6 una alta
correspondencia (R? = 0.92), lo que permitio afirmar que existe una estrecha relacion entre la no
funcionalidad de los vasos del xilema'y la presencia de Leifsonia xyli subsp. xyli, por lo que la tincion de
haces funcionales pudiera ser utilizada para evaluar  comportamiento varietal frente a la enfermedad
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RELATIONSHIP OF THE FUNCTIONALITY OF XYLEM BUNDLESAND THE
PRESENCE OF Leifsonia xyli subsp. xyli

ABSTRACT: The existent relationship between the functional bundles and their colonization by the
bacterium was evaluated. The methods Tissue blot enzyme immunoassay (TBEIA) and stain
transpiration were the methods used (STM). The varieties that presented a more severe bacterial
colonization had also higher percentages of non-functional bundles. There was a high correspondence
(R? = 0.92), which allowed to affirm that there was a close relationship between the non-functionality
of the xylem bundles and the presence of Leifsonia xyli subsp. xyli. The STM could be used in order to
evaluate the varietal resistance against the disease.
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Entre las patologias que mas afectan el cultivo de
la cafia de azUcar se encuentra el raquitismo de los
retofios de la cafia de azucar producida por Leifsonia
xyli subsp. xyli y presente en nuestro pais desde 1953.
En la actualidad se considera una de las mas impor-
tantes por los altos niveles de incidencia y propaga-
cién, asi como las considerables pérdidas en los ren-
dimientos que ha causado durante los Ultimos afios

(5).

El control de esta enfermedad se ha dificultado
debido a la facilidad de transmisiébn mecanica que

ocurre durante las operaciones de plantacion y cose-
cha, en funcién del alto grado de infectividad que po-
see el material que se utiliza para la siembra y el con-
tenido de células de Leifsonia xyli subsp. xyli (3, 16).

La experiencia internacional (2, 7, 8, 10) y los re-
sultados obtenidos en Cuba (5, 6, 11), sugieren que
el organismo causal de esta enfermedad mantiene
una estrecha adaptacion a los tejidos del xilemay afec-
ta a una gran cantidad de genotipos independiente-
mente de su procedencia genética y geografica, por
lo que se han presentado dificultades para encontrar
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variedades resistentes al ataque de este patdgeno y
una limitada existencia de fuentes de resistencia frente
ala enfermedad.

Estas dificultades unidas a las presentadas en el
diagnostico de campo, la complejidad de la bacteria
dada por su naturaleza fastidiosa, asi como su alta
distribucion en las plantaciones cafieras, ha conlleva-
do a que las evaluaciones de esta enfermedad resul-
ten engorrosas y frecuentemente contradictorias y
aunque el método de inmunoimpresiéon (TBEIA) ha
sido sugerido por sus ventajas en cuanto a su nivel
de detectabilidad no se conoce la correlacion existen-
te entre la enfermedad, la presencia bacteriana y la
funcionalidad de los haces del xilema (14).

Es por ello que este trabajo tiene como objetivo
determinar la relacién existente entre la no
funcionalidad de los vasos del xilema y la presencia
de Leifsonia xyli subsp. xyli para posteriormente va-
lorar la factibilidad del uso de la tincion de haces
vasculares en la evaluacion del comportamiento
varietal frente a la enfermedad en Cuba.

Se realizé un experimento en la Estacion Experimen-
tal “Antonio Mesa” de Jovellanos, Matanzas. Se planta-
ron tres surcos para cada una de las variantes (infecta-
dasy saneadas) y se utilizaron cinco variedades de cafia
de aztcar con diferente grado de resistencia frente a la
enfermedad: resistente (My5514); intermedias (C111-79,
C323-68) y susceptibles (C120-78, CP31-294) (4,16).
Estas variedades fueron mantenidas en invernaderos
con temperatura y riego controlado.

Alos 10 meses después de plantados los propagalos
se extrajeron 10 tallos por cada surco que se correspon-
de con plantones diferentes para evaluar la funcionalidad
de los vasos del xilema mediante el procedimiento de
tincion de los haces funcionales (STM) (2).

Para realizar la evaluacion del material se prepar6
una solucion alcohdlica de safranina (2.25% p:v), di-
luida 1:10 para su utilizacion. Esta dilucién se distri-
buy6 a razén de tres litros por cada caja plastica, en
las que se colocaron 30 tallos de cada variedad (10
por surco), cortados proximos al nivel del suelo, en
los que se mantuvieron las hojas fisiolégicamente
activas. Pasada una hora se retiraron los tallos y se
extrajeron pequefios cilindros de 10mm de diametro,
gue se dejaron secar a temperatura ambiente. Estos
se observaron al estereomicroscopio para el conteo
de los haces funcionales y no funcionales, los cuales
fueron identificados por la presencia o ausencia de
una coloracién rosada respectivamente. Con estos
resultados se calculo el porcentaje de vasos funcio-
nales (VF) y no funcionales (VNF).
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Las mismas muestras fueron evaluadas mediante
el método de TBEIA (1). Para ello, se extrajeron pe-
quefios cilindros de 10mm de diametro y 10mm de
altura del tercio inferior (10 por réplica), los que fue-
ron centrifugados en placas a 3 000 rpm durante 15
minutos (10), para lograr la deposicion sobre la mem-
brana de nitrocelulosa de las células contenidas en
los haces vasculares. Se realiz6 su fijacién a 80°C
durante 1 hora. El resto del procedimiento fue ejecu-
tado de acuerdo a lo establecido para la prueba
seroldgica del Dot-Blot (12).

Para el revelado, se preparo6 la solucion sustrato
con 30mg de fosfato-naftol y 5mL de N,N-
dimetilformamida, en 100 mL de tampén Tris 0.2M a
pH 9.1. Para colorear 100 cm? de membrana de nitro-
celulosa se preparé inmediatamente la solucion
sustrato de trabajo adicionando 0.1g de azul rapido y
0.5mL de solucién de MgCl, a 0.1M en 100 mL de
solucion sustrato. Las membranas se incubaron du-
rante 20-30 minutos hasta la aparicion de manchas
azules en los lugares donde se depositaron las célu-
las de los haces vasculares. Posteriormente se lava-
ron con hipoclorito de sodio al 1%, seguido de un la-
vado con agua corriente. Después del secado a tem-
peratura ambiente, se procedié al conteo de los ha-
ces colonizados por la bacteria (VC) bajo un micros-
copio estereoscapico.

Los datos obtenidos fueron evaluados
estadisticamente mediante un analisis de varianza sim-
ple (paquete de programas SAS, version 8.02) y las
medias fueron comparadas mediante la prueba de ran-
gos multiples de Duncan. Los porcentajes determina-
dos fueron transformados segun arcsen(x/100. Se rea-
liz6 un andlisis de regresion para establecer la relacion
existente entre la no funcionalidad de los haces con la
colonizacion de los mismos por la bacteria.

RESULTADOS

En los resultados de la aplicacion del método de
STM en plantas infectadas y saneadas, se pudo apre-
ciar que resulta facil establecer diferencias entre plan-
tas enfermas y sanas o aquellas menos afectadas por
la enfermedad.

Se puede observar que las variedades que sopor-
taron una colonizacion bacteriana mas severa (C120-
78, CP31-294) también presentaron mayores porcen-
tajes de vasos no funcionales (VNF) (Tabla 1).

La correspondencia entre la presencia bacteriana
y la no funcionalidad de los vasos se comprob6 me-
diante los analisis de regresion realizados, que reve-
laron una alta correspondencia (R? = 0.92) entre la



TABLA 1. Porcentajes de vasos no funcionades y
colonizados por Leifsonia xyli subsp. xyli./ Percentages
of non-functional bundles and colonized by Leifsonia

xyli subsp. xyli

Variedad % Vasos ho % Vasos
funcionales (VNF) | colonizados (VC)
C120-78 76 75
CP31-294 68 70
C323-68 38 35
C111-79 33 16
My5514 6 1

media de los VC y los correspondientes a los VNF, lo
gue permitio afirmar que existe una estrecha relacién
entre la funcionalidad de los vasos del xilemay la pre-
sencia de Leifsonia xyli subsp. xyli, evidenciada me-
diante TBEIA (Figura 1).

VNF y = 1,0494x — 7,3036
100 R?=0,9235 -
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FIGURA 1: Relacion existente entre la no funcionalidad

deloshacesy lapresenciabacteriana Relationship between
non-functional bundles and the bacterial presence.

Estos resultados presentan similitud con los obte-
nidos al evaluar el comportamiento de diferentes
genotipos susceptibles, los cuales soportaron una alta
colonizacion de sus vasos. De igual forma estan rela-
cionados con los de otros autores quienes han sefia-
lado que la resistencia de variedades de cafia a
Leifsonia xyli subsp. xyli esta asociada con la baja
tasa de colonizacion de los tallos (1, 9, 10).

Tales resultados pueden vincularse con los obte-
nidos recientemente (15), quienes han sugerido ade-
mas, que la funcionalidad de los vasos esta relacio-
nada con la efectividad del diagndstico por métodos
inmunoquimicos y moleculares, los cuales demostra-
ron que soélo cuando existen menos del 50% de los
haces funcionales es posible obtener niveles de de-
teccion superiores al 95%.

El método de TBEIA ha sido sugerido por varios
autores para la evaluacion de la resistencia varietal,
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pero hasta el momento no se cuenta con referencias
gue demuestren cuantitativamente la relacion de la
enfermedad con la concentracion bacteriana, gene-
ralmente ha sido empleada para eliminar cultivares
con altas concentraciones del patégeno en sus ha-
ces vasculares. La correspondencia determinada en
este trabajo asocia directamente la obstruccion de los
haces vasculares con la presencia de la bacteria y la
enfermedad, demostrando que puede ser utilizada
para evaluaciones del RSD y representa ademas un
modelo interesante para la medicion de las alteracio-
nes fisioldgicas inducidas por Leifsonia xyli subsp. xyli
en el hospedante, Util para profundizar en el conoci-
miento de esta interaccion, como complemento de
otras tecnologias histolégicas, bioquimicas y
moleculares (1,10).
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