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RESUMEN

El cultivo de cafia de azucar (Saccharum spp.) es afectado por enfermedades que causan efectos negativos en su
produccion, sobresaliendo la escaldadura de la hoja causada por la bacteria Xanthomonas alvilineans. Se han empleado
multiples estrategias para disminuir los dafios causados por esta enfermedad, y el uso de variedades resistentes ha sido el
meétodo mas efectivo de control, sin embargo, no existe un método confiable de inoculacion para evaluar las variedades
a dicha enfermedad. Se evaluaron los meétodos de inoculacion, mecanica, inyeccion y decapitado, en cinco variedades
con respuesta conocida de la enfermedad, se aislo y realizo la identificacion molecular del agente causal. Los resultados
mostraron al agente causal con 99% de identidad y que el método de inoculacion por decapitado registrd la incidencia

de 6.87% y severidad de 4.53%, con diferencias significativas respecto a los dos métodos restantes.
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ABSTRACT

Sugar cane (Saccharum spp.) cultivation is affected by diseases that cause negative effects in its production, among which
leaf scalding caused by the bacteria Xanthomonas alvilineans stands out. Multiple strategies have been used to decrease
the damages caused by this disease, and the use of resistant varieties has been the most effective method for control;

ll however, there is no reliable method for inoculation to evaluate the varieties in the disease. The inoculation methods, |
mechanical, injection and decapitation, were evaluated in five varieties with a known response to the disease; the causal
agent was isolated and its molecular identification was performed. The results showed the causal agent with 99 % of

identity and that the inoculation method by decapitation showed an incidence of 6.87 % and severity of 4.53 %, with

significant differences compared to the two other methods.
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Meétodos de inoculacion en cafia de azucar

INTRODUCCION
(Saccharum  spp.)

|_a Caﬁa de azucar es de los principa-

les cultivos de importancia economica en las regiones tropicales y subtro-
picales del mundo (Barnabas et al., 2015). Se cultiva en mas de 130 paises,
Brasil el mayor productor con un aporte del 28% del total de la produccion,
seguido por la India, China, Tailandia, México y Pakistan. México ocupa el
quinto lugar a nivel mundial con 735,520 hectareas cosechadas y una pro-
duccion de 53°599,827 t, con rendimiento promedio nacional de 68409
t ha™! (ATAM, 2016). El cultivo es afectado por inadecuada fertilidad del
suelo, mal drenaje, toxicidad por productos quimicos, sequia, asi como, por
hongos, bacterias, virus, fitoplasmas y nematodos; los cuales pueden afec-
tar considerablemente la productividad, si no se realiza un manejo preventi-
vo adecuado (Juarez y Valdez, 2000). La escaldadura de la hoja causada por
la bacteria Xanthomonas albilineans es una enfermedad de importancia por
sus efectos negativos en el rendimiento agricola y calidad del jugo, y se es-
timan pérdidas de 90% a 100% (Ricaud y Ryan, 1989: Hoy y Grisham, 1994)
sobre todo en variedades altamente susceptibles. En variedades moderada-
mente susceptibles ocasionan pérdidas de campo de hasta 15%, afectando
el Brix y degradando la sacarosa (Flores-Caceres, 1997; Rott et al,, 1997;
Lopes et al,, 2001; Iglesia et al.,, 2003; Huerta-Lara, 2004). La escaldadura
de la hoja es una enfermedad que presenta diversos tipos de sintomas por
lo cual en ocasiones se dificulta su diagnostico, sin embargo existen cuatro
sintomas basicos (Flores-Caceres, 2000 y Huerta-Lara, 2004): Fase eclipse:
El sintoma es visible en las hojas jovenes, se caracteriza por que aparecen
rayas blancas foliares, no se observa ningun sintoma y en una misma planta
puede registrarse como enferma o sana, dependiendo del momento en
qgue se realiza la evaluacion de la enfermedad. Fase latente: La parte interna
de los tallos maduros pueden mostrar una coloracion rojiza de los haces
fibrovasculares, especialmente en los nudos de los canutos, parecida al sin-
toma del raquitismo de las socas. Durante esta fase no se presenta ningun
tipo de sintoma externo y su exacto diagnostico, requiere del aislamiento
del organismo y de pruebas serologicas. Esta fase ocurre en la mayoria
de los casos en variedades resistentes o moderadamente resistentes. Fase
cronica: El sintoma clasico de la enfermedad se caracteriza por presentar
rayas blanguecinas, finas y bien definidas, se puede presentar una o varias
de ellas y se distribuyen en forma paralela a la nervadura de la hoja, en
alqgunos casos pueden extenderse hacia la vaina de la hoja. Una sola cepa
presenta con frecuencia tallos enfermos y sanos; los primeros detienen
su crecimiento y pueden producir brotes laterales o “lalas’, las cuales son
generalmente cloroticas y no sobreviven al sembrarse. Fase aguda: Se ca-
racteriza por la muerte subita de la planta sin mostrar sintomas cronicos,
ésta generalmente se presenta en condiciones de estrés hidrico, lo cual es
favorable para el patogeno.

La enfermedad esta presente en areas cafleras de los paises productores
(Rott et al., 1995). En México fue detectada en la variedad Mex 64-1487 en
1992, en las zonas de abastecimiento de los ingenios La Gloria y El Modelo,
en Cardel, Veracruz, México. Posteriormente fue observada en la variedad
SP 70-1284 en Tres Valles, Veracruz (Irvine et al., 1993). Los ultimos mues-

treos realizados por Valdez-Balero
(2010), en los ingenios Santa Ro-
salia y Benito Juarez en el estado
de Tabasco, México, ubicaron a la
enfermedad en las variedades Mex
68-P-23, Mex 79-431y CP 72-2086.
Numerosas estrategias han sido
planteadas para intentar disminuir
los dafios econdmicos ocasiona-
dos por esta bacteria en diferentes
regiones del mundo, sin embargo,
no existe un método confiable para
evaluar la respuesta de las varieda-
des de cafia de azucar a la enfer-
medad de la escaldadura de la hoja.
No obstante, el uso de variedades
resistentes constituye el mejor mé-
todo de control de la enfermedad
(Rott et al., 1995). Debido a lo an-
terior, se evaluo cual es el método
confiable para inocular y evaluar
la respuesta de las variedades de
cafla de azucar a la escaldadura de
la hoja.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizdé en el
Campo Experimental del Colegio
de Posgraduados-Campus Tabas-
co, ubicado en el Km 21 de la ca-
rretera  Cardenas-Coatzacoalcos.
El clima es calido humedo con
abundantes lluvias en verano (Am),
ubicado a17°59'10.20" Ny 93° 35’
36.69"y 10 m de altitud. Como ma-
terial vegetativo se utilizaron cinco
variedades comerciales de cafia de
azucar, con diferentes niveles de
resistencia la enfermedad. Cuatro
variedades susceptibles (positivas)
y una resistente (negativa) (Cuadro
1). Se sembraron a cordon doble,
bajo un disefio de blogues com-
pletos al azar, con cuatro repeticio-
nes. La unidad experimental fue un
surco de 10 m de largo. La distan-
cia entre variedades fue de 14 m
entre surcos. Para cada método de
inoculacion se consideraron 100
plantas.
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Seleccion de muestras y
aislamiento de la bacteria

X. albilineans

En los campos cafieros del ingenio
Benito Juarez, S. A. (Cardenas, Ta-
basco). Se recolectaron hojas, tallos,
yemas y brotes de las variedades CP
72-2086, MEX 69-290, MEX 79-431
y MEX 68-P-23 que mostraron sin-
tomas visibles de la enfermedad. De
un total de 27 muestras se aislo la
bacteria y se usd medios NBY (caldo
nutriente-agar extracto de levadura)
y B de King (Shaad, 2001).

Identificacién molecular
mediante la técnica de PCR

La identificacion molecular se
realizo utilizando los primers uni-
versales 8F (5 -AGTTGATCCT-
GGCTCAG- 3') y 1492R (5 -ACCTT-
GTTACGACTT- 3') para amplificar
un fragmento de 1500 pares de ba-
ses (bp) de la subunidad pequeria
del DNA ribosomal 16S RDNA (Sa-
cchi et al., 2002). La extraccion del
DNA se llevo a cabo en el Laborato-
rio de Semillas del Colegio de Post-
graduados, Campus Montecillo. Se
utilizé el meétodo de Bromuro de
Hexadecyltrimetilalamonio (CTAB
al 2%). La PCR se prepard para un
volumen de 25 yL_l, utilizando, 5
ul ™t de buffer 5x, 2.0 L™t ANTP's
25 ul™Y, 2.0 uL™! primer 8F (10
pM), 2.0 ulL™! primer P1492R (10
pM), 04 ML'l Taqg polimerasa (5u),
3 uL ™I DNA (100 ng) y 10.6 uL ™! de
agua deionizada estéril. La PCR se
llevd a cabo en un termociclador
(Biorad, USA) utilizando el siguien-
te programa: una desnaturalizacion
inicial de 95 °C, por 2 minutos, se-
guida de 35 ciclos: 95 °C por 2 min,
59 °C por un minuto, 72 °C por 1.5
minuto y extension final a 72 °C,
por 5 min. El producto obtenido
fue analizado por electroforesis en
gel de agarosa al 2%, los produc-
tos amplificados se observaron en
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un transluminador de luz UV.
Los productos de PCR obte-
nidos se limpiaron y purifi-
caron con el kit QlAquick de

Cuadro 1 Variedades de cafia de azucar (Sac-
charum spp.) y su respuesta a la escaldadura de

la hoja causado por Xanthomonas albilineans.

Respuesta a la enfermedad

MEX 69-290 Moderadamente susceptible (Qiagen, USA). El producto
CP 72-2086 Moderadamente susceptible obtenido se cuantifico por
Mex 68-P-23 Moderadamente resistente espectrometria en un Nano-
MEX 79-431 Moderadamente resistente Drop, 2000 (Thermo Scien-
CO 997 Resistente tific, USA), y posteriormente

Fuente: Flores et al. (2000). utilizado para secuenciacion
realizada ésta con el BigDye
Terminator 3.1y la resolucion de fragmentos amplificados se llevo a cabo

en un DNA analayzer de cuatro capilares (applied Biosystem, USA).

El indculo se prepard agregando 10 mL™! de agua destilada estéril a cada
una de las cajas Petri, de seis dias de crecida la bacteria pura. La suspension
se estandarizo a 0.2 de densidad Optica a una concentracion de 10~/ Uni-
dades Formadoras de Colonias (CFU) mL™". Para evaluar los métodos de
inoculacion, se emplearon los métodos de transmision mecanica (mache-
te), inyeccion y decapitado. La Transmision mecanica (machete) consistio
en cortar la planta de la cafia a nivel de suelo, utilizando un machete que
fue sumergido en el inoculo a una concentracion de 9%10™/ CFUmML ™t en
una cubeta plastica con una capacidad de 20 litros (Figura 1a). Posterior-
mente, se procedio a cortar los tallos en la base (Figura 1b).

Inyeccion: Consistio en aplicar un mL~! del indculo mediante el uso de una
suspension bacteriana de X. albilineans a una concentracion de 9%10~/ CFU
mL™% Se aplico la suspension a las plantas, con jeringa después del ultimo
collar visible cercano al meristemo (Figura 2).

Decapitado: Este método se efectud realizando un corte transversal con ti-
jeras de podar cercano al cogollo sin llegar al punto de crecimiento del tallo,
entre la tercera y cuarta ligula visible. Después del corte del tallo, se procedio
a colocar una porcion de algodéon humedecido con la suspension bacteriana
a una concentracion de 9x10~7 UFC mL™? (Figura 3).

Figura 1. A: machete sumergido en el inoculo. B: Corte de tallos con machete.



Méetodos de inoculacion en cafia de azucar

P.L.=100x(3TA/ X TT)

Donde: Pl.=Porcentaje de incidencia de
la enfermedad (%): D.TA =Tallos enfermos
(afectados) y Y, TT =Total de tallos (tallos
enfermos+tallos sanos).

La severidad se determin® mediante la es-
cala propuesta por Chavarria (2006), y las
evaluaciones se realizaron mediante ob-

servaciones mensuales (Cuadro 2). El ana-

Figura 2. Aplicacion delinodculo por el método de inyeccion, mediante el uso de una lisis estadistico se hizo mediante varianza
jeringa hipodérmica en la base del tallo.

simple, y la comparacion de medias se rea-
lizO mediante la prueba de Tukey con un
nivel de significancia de 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las 27 muestras obteni-
das mediante la técnica de PCR con los
iniciadores 8F y 1492R permitieron ampli-
ficar 1500 bp del gen 16S rDNA ribosomal,
se utilizaron dos marcadores (Figura 4).
Los resultados de la secuenciacion iden-
tifico la bacteria X. albilineans con un por-
centaje de identidad del 99% con las se-

cuencias depositadas en la base de datos
Figura 3. Aplicacion del inoculo mediante decapitado. de GenBank.

Incidencia

El método de inoculacion que presento alto
porcentaje de incidencia a la enfermedad
de acuerdo a los resultados obtenidos, fue
el de inoculacion por decapitado (A) con
un promedio de 6.87%, con diferencia sig-
nificativa en comparacion con los méetodos
restantes (Figura 5). Mientras que, para el
método por inyeccion (B), y trans-
mision mecanica (C), los valores
medios fueron 3.6% y 2.33% res-

Variables respuesta

Se midio la incidencia y severidad en las cinco variedades comer-
ciales de cafa de azucar con mediciones mensuales haciendo un
total de siete muestreos. La incidencia se expresd en porcentaje,
de acuerdo a la relacion de tallos enfermos (sintomas visibles) con
el total de la poblacion (tallos enfermos+tallos sanos) mediante la
siguiente formula:

Cuadro 2. Escala de evaluacion para determinar la reaccion a la enfermedad de la escalda-

dura. .
pectivamente.
Grado Reaccion Descripcion
1 Resistente (R) Sin sintomas visibles .
Severidad
Moderamendamente Rayas blanquecinas o amarillentas en la lamina ] . .
2 resistente (MR) foliar 1% hasta un 5% La severidad se evaluo, debido a
. . que la enfermedad de la escal-
3 Moderamendamente Rayas blanqucinas o amarrillentas y /o quemadas
susceptible (MS) 6% hasta ub 15% de tejido foliar dadura puede estar presente en
4 Susceptible (S) Entre un 16% a 30% del area foliar quemada la fase eclipse y posteriormente
5 Altamente susceptible (AS) Mas de un 31% del area foliar guemada y con desaparecen los sintomas visibles
o emision de brotes laterales. de la enfermedad y por tanto ba-
Fuente: Chavarria (2006). jan los rendimientos del cultivo. La
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severidad de la enfermedad de la escaldadura de la hoja
en las cinco variedades mostro que el método de inocu-
lacion por decapitado (A), registrd mayor severidad con
4.53% con diferencia significativa, sequido por el méetodo
de inyeccion (B) con 2.13% y la transmision mecanica (C)
con 1.07% (Figura 6).

CONCLUSIONES
E medio B de King permitio el aislamiento y creci-
miento de la bacteria de X. albilineans. Los inicia-
dores 8F y 1492R permitieron la amplificacion del gen
16S del rDNA vy la secuenciacion confirmo la identidad
de la bacteria X. albilineans con 99% de maxima identi-
dad. El método de inoculacion por decapitado fue el de
mayor porcentaje e infeccion.
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