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RESUMEN

interaccion endofito-
planta-pathogeno

La busqueda de resistencia a enfermedades por diferentes vias reviste especial importancia en las estrategias de
manejo para una agricultura caflera sostenible. En este sentido se ha informado, en estudios in vitro, el potencial de
Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd) como antagonista de Xanthomonas albilineans (Xa). El objetivo de este
trabajo fue caracterizar fitopatologica, histologica y molecularmente la interaccion endofito-cafia de azlicar-patdogeno.
Se emplearon los cultivares C1051-73 y C90-469, con cuatro tratamientos: control sano, plantas inoculadas con Xa,
plantas inoculadas con Gd y plantas inoculadas con Gd y Xa. Se realizaron muestreos mensuales y se registro el
nimero de plantas con sintomas por tratamiento y réplica de cada cultivar hasta los cuatro meses posteriores a la
inoculacion. La presencia de Xa y Gd se detectd por PCR especifico y los cambios histolégicos con cortes
transversales. Se demostré la patogenicidad X. albilineans, asi como la efectividad de la inoculacion, por el desarrollo
de sintomas tipicos de escaldadura foliar de la cafia de aztcar, en el control de infeccion del cultivar susceptible
C1051-73. En el resto de los tratamientos no se detectd Xa, lo que coincide con la acumulacion de una sustancia
refringente en las células del parénquima que rodean los haces vasculares. Se observé la disminucion de la intensidad
del fragmento de ADN especifico de Xa amplificado por PCR, ya que la accion de Gd sobre Xa puede haber
ocasionado que la bacteria no pudiera establecerse en la planta.
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ABSTRACT

Endophyte-Plant-
Pathogen Interaction

Searching for resistance to diseases by different methods is of special importance regarding strategies to reach a
sustainable sugarcane agriculture. /n vitro studies in this sense have reported the potential of the bacterium
Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd) as antagonist of Xanthomonas albilineans (Xa), bacterium that causes leaf
scald in sugarcane. The aim of this work was the phytopathologic, histologic and molecular characterization of the
endophyte-sugarcane-pathogen interaction. To reach this objective, cultivars C1051-73 and C90-469 were selected
with four treatments: healthy control, Xa inoculation, Gd inoculation and Gd+Xa inoculation. Samples were taken
monthly and the number of plants of each cultivar showing symptoms per treatments and replicates was registered up
to four months after inoculations. The presence of each bacterium was detected by specific PCR and the histologic
changes by means of transversal cuts. The pathogenicity of Xa and the effectiveness of the inoculations was
demonstrated by leaf scald typical symptoms development in the susceptible control cultivar C1051-73. In the rest of
treatments Xa was not detected which coincide with the accumulation of a refracting substance in the parenchimatic
cells surrounding the vascular vessels. The action of Gd over Xa may have been the cause that Xa could not be settled
which is in agreement with the intensity decrease of the DNA specific fragment amplified by PCR.
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INTRODUCCION

Los endofitos son un grupo especifico de microorganis-
mos que viven sin causar dafio en el interior de células o
tejidos de plantas superiores. Dentro de este grupo se desta-
can las bacterias, que pueden ayudar a controlar ataques de
patdgenos, insectos y nematodos, debido a que identifican la
presencia de estos organismos en la planta de una manera
rapida y ayudan en el desencadenamiento del fendomeno de
induccion del sistema de resistencia sistémica (Kloepper &
Ryu, 2006).

Las bacterias endofitas pueden ayudar a las semillas a
germinar e incrementar el crecimiento de vitroplantas. Todo
esto es posible por la capacidad de las bacterias de sintetizar
sustancias metabdlicas como antibioticos y fungicidas, asi
como otros metabolitos secundarios que incluyen antivirales
y agentes inmunosupresores (Sanchez et al., 2018).

Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd) es un endofito
bacteriano natural en cafia de azucar y otros cultivos de
importancia economica (Arencibia et al., 2006). Aparte de
ser un microorganismo fijador de nitrégeno atmosférico
y producir fitohormonas, ha sido informado su potencial
como control bioldgico de importantes agentes patdogenos,
entre ellos la bacteria Xanthomonas albilineans (Xa), agente
causal de la escaldadura foliar, una de las enfermedades de
mayor importancia a nivel mundial en las areas de agricul-
tura cafiera (Pifion et al., 2002).

La busqueda de resistencia a enfermedades por diferentes
vias es un criterio primario para la seleccion de variedades,
este aspecto reviste especial importancia en las estrategias
de manejo para la agricultura cafiera sostenible. El objetivo
de este trabajo fue caracterizar fitopatoldgica, histologica y
molecularmente la interaccion endofito-cafia de azucar-pa-
togeno.

MATERIALES Y METODOS

Tratamientos

Se seleccionaron vitroplantas de los cultivares con reac-
cién de resistencia contrastante a la enfermedad escaldadura
foliar: C1051-73 (susceptible) y C90-469 (resistente), los
que se encontraban en bandejas en fase de adaptacion a tér-
mino (45 dias) en la biofabrica de cafla de azucar del INICA
localizada en Villa Clara. Las plantas se llevaron a vivero en
la Estacion Experimental de Jovellanos. La distancia entre
cada una fue de 50cm a modo de evitar sobrepoblacion y
competencia.

Se plantaron cinco surcos de cada variedad con cuatro ré-
plicas, cada uno con diez plantas por tratamiento: 1) control
sano, 2) inoculadas con Xa, 3) inoculadas con Gd y 4) ino-
culadas con Gd y Xa. A los dos primeros se les aplico agua
destilada a punto de goteo al momento de la plantacion.

Posteriormente todas las plantas se mantuvieron con riego
dias alternos hasta los cuatro meses.

Inoculos bacterianos

El in6culo de la cepa 166-1 de Gd se obtuvo, mediante
la multiplicaciéon por 24 horas en medio Papa-P liquido
(Cavalcante & Dobereiner, 1988). La concentracion obteni-
da fue de 2x10® ufc-mL". La inoculacién de las plantas se
realizd, mediante puncion de la zona de crecimiento apical
con aguja de jeringuilla de ImL de capacidad. Posterior-
mente, la suspension se asperjo por toda el area foliar hasta
punto de goteo. Quince dias después se realizo la inocula-
cion de la bacteria patogena X. albilineans, por el método
de decapitacion, en los tratamientos dos y cuatro. Se empled
la cepa 74-Xa a una concentracion de 3x10* ufc-mL". El
inéculo se obtuvo por la multiplicaciéon de la bacteria en
medio Wilbrink modificado liquido con agitacion constante
por 72 h (Rott ez al., 1995).

Evaluaciones realizadas

Se realizaron muestreos mensuales y se registro el nime-
ro de plantas con sintomas por tratamiento y réplica de cada
cultivar. A los cuatro meses posteriores a la inoculacion, se
determind el porcentaje de infeccion (PI) como: PI = # de
plantas infectadas/ # total de plantas * 100 (Jorge et al.,
2011). La respuesta de los cultivares a los tratamientos se
calculdé de acuerdo a la escala propuesta por Gonzalez et
al. (2010). Ademas, se midieron la altura, diametro y peso
fresco de la parte aérea de 20 plantas de cada tratamiento.
Para la comparacion de las medias se aplicé la alternativa
no paramétrica del analisis de varianza, la prueba Kruskal-
Wallis y entre parejas de grupos se utilizo la prueba de
Mann-Whitney.

Analisis de PCR

Se tomaron muestras de los tercios basales de cinco ho-
jas+3 de cada tratamiento y se consideraron como muestra
unica. Se conservaron a -20°C para la extraccion de los
acidos nucleicos totales.

El ADN total se extrajo con el Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega), los que se suspendieron en agua
bidestilada estéril y su calidad se monitore6 mediante elec-
troforesis en geles de agarosa al 1%. Para la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés
Polymerase Chain Reaction) se emplearon cebadores espe-
cificos para cada bacteria.

Para la deteccion de G. diazotrophicus se utiliza-
ron cebadores que amplifican el gen 23S ADN-riboso-
mal: 1440/F 5'-GTTGGCTTAGAAGCAGCC-3"y AD/R 5'-
TGCGGCAAAAGCCGGAT-3’, que generan un producto
de 411pb. Se realiz6 en un termociclador PTC100 (MJ Re-
search, USA), con el siguiente programa de reaccion: un
ciclo a 94°C por 3 min; 40 ciclos a 94°C por 30 s, 56°C por
30 s y 72°C por Imin y un ciclo final a 72°C por 5 min
(Kirchhof et al., 1998).
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Para la deteccion de X. albilineans se utilizaron los ceba-
dores PGBL1: CTTTGGGTCTGTAGCTCAGG y PGBL2:
GCCTCAAGGTCATATTCAGC que amplifican un produc-
to de 288pb. La misma se llevd a cabo en un termociclador
PTC100 (MJ Research, USA), con el siguiente programa de
reaccion: un ciclo a 95°C por 5 min; 40 ciclos a 94°C por
10 s, 57° por 10 s y 72°C por 30s y un ciclo final a 72°C
por 2 min.

Los productos amplificados se analizaron mediante elec-
troforesis en gel de agarosa al 1%, seguido de la tinciéon en
GelRed™ 0,001% (Biotium, EE. UU.) y visualizacion bajo
luz U.V.

Analisis Histologicos

Secciones de los tercios medios de las plantas de cada
tratamiento de 1,0 cm? se fijaron en FAA (5 mL de Formal-
dehido, 5ml de acido acético, 90 mL de etanol al 70%) para
los analisis histologicos.

Se realizaron cortes transversales de la lamina de la hoja
a mano alzada con el auxilio de cuchilla, segin la técnica de
Dizeo de Strittmater D’ Ambrogio de Argiieso (1986). Los
fragmentos con un grosor de 12 a 14 pum se clarificaron
mediante lavados sucesivos en una solucion de hipoclorito
de sodio al 0,5% (v/v).

Se utilizé azul de cresilo (3 pg-mL"') para determinar la
presencia de celulosa en las paredes primarias y el citoplas-
ma segin Perez & Tomasi (2002), asi como la presencia
de lignina con safranina-verde rapido (3 ng- mL™"). Se reali-
zaron preparaciones semipermanentes en portaobjetos con
agua-glicerina 1:1 (v/v) seglin Debes (2013) y se observaron
en microscopio Optico (Leica DM 500, Alemania) y foto-
grafiadas con camara digital Sony DSC-W55 (Japon).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se demostro la patogenicidad del aislamiento bacteriano
de X. albilineans, asi como la efectividad de la inoculacion,
por el desarrollo de sintomas tipicos de escaldadura foliar
de la cana de azucar. Esto se evidencio en las plantas con-

A
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Figura 1. Fragmentos amplificados por PCR especificos. A:
G. diazotrophicus y B: X. albilineans. A los quince dias posterio-
res a la inoculacion, en el cultivar susceptible a escaldadura foliar
C1051-73 (S, lineas 1-4) y resistente, C90-469 (R, 5-8). Con los
tratamientos: Control sano (1 y 5), 2), control Gd (2 y 6), control
de infeccion Xa (3y 7) y Gd + Xa (4 y 8). M: 100bp DNA Ladder
(Promega),

troles de infeccion Xa, en el cultivar susceptible C1051-73,
a partir de los quince dias posteriores a la inoculacion hasta
su muerte, por lo que este tratamiento no se tuvo en cuenta
para el analisis estadistico, a los cuatro meses postinocula-
cion (Tabla 1).

Los resultados indican que con la aplicacion de
G. diazotrophicus se logra proteccion de las plantas suscep-
tibles, sin variar los pardmetros morfologicos de las mismas
por inducir el efecto de resistencia sistémica adquirida.

Se confirmo la ausencia de ambas bacterias en los contro-
les sanos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa.
También, la presencia de G. diazotrophicus, en los trata-
mientos inoculados con este endofito (Figura 1A) que co-
rroboran los resultados de la deteccion histoquimica. En el
caso de X. albilineans (Figura 1B), se amplificé un producto
con la talla esperada (288pb) en los controles de infeccion
del cultivar susceptible. En tanto en los tratamientos que
presentaban Gd, disminuy6 su intensidad a partir de los
quince dias de inoculadas las plantas y en el cultivar resis-
tente. Esto concuerda con los resultados de los chequeos

Tabla 1. Efecto de la inoculacion de G. diazotrophicus y X. albilineans sobre las variables altura, diametro del tallo y peso fresco de la parte
aérea de las plantas en los cultivares de cafia de azicar C1051-73 y C90-469

Altura Diametro Peso fresco
Factores de variacion Grados Libertad
SC SC SC
Repeticiones 5 98,71 ns 0,19500 ns 1699,97 ns
Variedad (Var) 1 704,17 0,73500 *ok 8694,43 *ok
Tratamiento (Tto) 1 13,50 ns 0,10667 ns 351,14 ns
Var*Tto 1 24,00 ns 0,01500 ns 786,61 ns
Error 20 555.67 0.56333 6730.12

SC: Suma de cuadrados, **: significacion estadistica para p<0.05, ns: no significativo.
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Figura 2. Anatomia foliar del cultivar C1051-73, a través de cortes transversales de la lamina de la hoja, 30 dias posteriores a la inoculacion.
Se utilizaron los tratamientos: 1, control sano (A, B). 2, Control Gd (C, D, E) y 4, plantas inoculadas con Gd+Xa (F, G, H). Las plantas
controles de infeccion Xa (tratamiento 3), no se analizaron porque estaban muertas al final del experimento. Las flechas indican inclusiones

presentes en las células de la vaina de haces menores que se ubican a la altura de las células buliformes (bul).

fitopatoldgicos hasta la ultima evaluacion realizada, a los
cuatro meses postinoculacion.

En los cortes transversales de la lamina de hojas de
los controles sanos del cultivar C1051-73 no se observan
inclusiones citoplasmaticas en las células del parénquima,
alrededor de los haces vasculares (Figura 2A, B). Sin em-
bargo, a los 30 dias posteriores a la inoculacion del endofi-
to G. diazotrophicus (tratamiento 2: control Gd) aparecen
sustancias de aspecto refringente (Figura 2C, D, E), que
se incrementan en las plantas con el tratamiento Gd+Xa
(Figura 2F, G, H).

La accion de Gd sugiere que el patdogeno no haya podido
establecerse, lo que concuerda con los resultados de los
analisis fitopatologicos con ausencia de sintomas de la en-
fermedad en el cultivar susceptible y la disminucion de la
intensidad del fragmento de ADN especifico amplificado
por PCR.

En cuanto a los sitios que coloniza Gd y su distribucion
en el interior de la planta de cafia de azucar aun no se han
esclarecido. Se ha demostrado que coloniza los espacios
intercelulares de la raiz y los vasos del xilema (Loiret ef al.,
2004).

Por otra parte, autores como Compant et al. (2010),
plantean que el control biolégico de bacterias y hongos
patogenos por parte de las bacterias promotoras del creci-
miento vegetal se lleva a cabo por competencia (de espa-
cio, nutrientes, agua, luz, oxigeno) o mediante interacciones
amensalistas como la produccion de antibidticos o toxinas
especificas como las bacteriocinas.

Se demostrd que en el cultivar susceptible perduran hasta
los cuatro meses los efectos de Gd como protector de la in-
feccion a escaldadura foliar, lo cual corroboro los resultados
de Arencibia et al. (2006) sobre la induccion diferencial de
respuesta adquirida por las plantas en etapas tempranas de
la interaccion. Este aspecto abre nuevas oportunidades para
el control de la enfermedad en areas comerciales del cultivo.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en los diferentes niveles estu-
diados de la interaccion Xa/Gd/cafia de azucar evidencian
la adquisicion de resistencia sistémica ante el patdgeno Xa
en el cultivar susceptible C1051-73, el cual no desarrolld
sintomas de escaldadura foliar durante el periodo de estudio
de cuatro meses abarcado por el trabajo


https://cu-id.com/2258/v24n2e04

Casas-Gonzalez / Revista Cuba & Caria Vol. 24, No. 2, Julio-Diciembre, 2021, hitps://cu-id.com/2258/v24n2e04

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Arencibia, A., Estevez, Y., Vinagre, F., Bernal, A., Perez, J.,
Carmona, E., Hemerly, A., & Santana, 1. (2006).
Induced-resistance in sugarcane against pathogenic
bacteria Xanthomonas albilineans mediated by an
endophytic interaction. Sugar Tech, 8§(4), 272-280, ISSN:
0974-0740.

Cavalcante, V. A., & Dobereiner, J. (1988). A new acid-
tolerant nitrogen-fixing bacterium associated with
sugarcane. Plant and soil, 108(1), 23-31, ISSN:
1573-5036.

Compant, S., Clément, C., & Sessitsch, A. (2010). Plant
growth-promoting bacteria in the rhizo-and endosphere
of plants: Their role, colonization, mechanisms involved
and prospects for utilization. Soil Biology and
Biochemistry, 42(5), 669-678, ISSN: 0038-0717.

D’Ambrogio de Arglieso, A. (1986). Manual de técnicas en
histologia vegetal. Hemisferio Sur, Buenos Aires,
Argentina.

Debes, M. A. (2013). Mejoramiento vegetal de frutillas
(Fragaria x ananassa) a partir de germoplasma silvestre
relacionado [Tesis presentada en opcion al grado
cientifico de Doctor en Ciencias Bioldgicas].
Universidad Nacional de Tucuman (UNT), Facultad de
Ciencias Naturales e Instituto Miguel Lillo (INSIBIO-
CONICET), Tucuman, Argentina.

Gonzalez, R., Carvajal, O., Tamayo, M., Montalvan, J.,
Garcia, J. H., Pérez, J. R., Jorge, H.,, Mesa, J. M.,
Puchades, Y., & Barroso, G. (2010). Método de
evaluacion de la resistencia a la escaldadura foliar de la
cafla de azacar en Cuba. Revista Cuba & Caria, 1,27-35,
ISSN: 1028-6527.

Jorge, H., Jorge, I. M., Mesa, J., & Bernal, N. (2011).
Normas y  Procedimientos del Programa de
Fitomejoramiento de la Caria de Azicar en Cuba

[Ediciones PUBLINICA, La Habana, Cuba, pp.
308-346.].

Kirchhof, G., Baldani, J. 1., Reis, V. M., & Hartmann, A.
(1998). Molecular assay to identify Acetobacter
diazotrophicus and detect its occurrence in plant tissues.
Canadian Journal of Microbiology, 44(1), 12-19, ISSN:
0008-4166.

Kloepper, J. W., & Ryu, C.-M. (2006). Bacterial endophytes
as elicitors of induced systemic resistance (Schulz BJE,
Boyle CJC&Sieber TN). Springer-Verlag, Berlin,
Germany.

Loiret, F. G., Ortega, E., Ortega, R. P., Rodés, R., & De la
Fuente, E. (2004). Gluconacetobacter diazotrophicus es
todavia un dilema para la ciencia. Revista Biologia,
18(2), 113-122.

Perez, A. N., & Tomasi, V. H. (2002). Tinciéon con azul
brillante de cresilo en secciones vegetales con parafina.
Bol. Soc. Argentina Botanica, 37, 211-215, ISSN:
0373-580X.

Pindn, D., Casas, M., Blanch, M., Fontaniella, B., Blanco,
Y., Vicente, C., Solas, M. T., & Legaz, M. E. (2002).
Gluconacetobacter ~ diazotrophicus, a sugar cane
endosymbiont, produces a bacteriocin  against
Xanthomonas albilineans, a sugar cane pathogen.
Research in Microbiology, 153(6), 345-351, ISSN:
0923-2508.

Rott, P., Soupa, D., Brunet, Y., Feldmann, P., & Letourmy,
P. (1995). Leaf scald (Xanthomonas albilineans)
incidence and its effect on yield in seven sugarcane
cultivars in Guadeloupe. Plant pathology, 44(6),
1075-1084, ISSN: 0032-0862.

Sanchez, B. A., Leon, G. de A. D., Aranda, O. S., Zavaleta,
M. E., Nava, D. C., Goodwin, P. H., & Leyva, M. G.
(2018). Bacterias endofitas de la raiz en lineas de maices
tolerantes y susceptibles a sequia. Revista mexicana de
fitopatologia, 36(1), 35-55, ISSN: 0185-3309, DOI:
https://dx.doi.org/10.18781/R. MEX.FIT.1710-3

Mario Casas-Gonzdlez, Instituto de Investigaciones de la Cafia de Aztcar (INICA), Carretera CUJAE km 2 2 Boyeros, La Habana, Cuba. e-

mail: mario.casas@inica.azcuba.cu

Ricardo Acevedo-Rojas, Instituto de Investigaciones de la Cafia de Azicar (INICA), Carretera CUJAE km 2 2 Boyeros, La Habana, Cuba. e-

mail: mario.casas@inica.azcuba.cu

Juana Pérez-Pérez, Instituto de Investigaciones de la Cafia de Azacar (INICA), Carretera CUJAE km 2 2 Boyeros, La Habana, Cuba. e-mail:

mario.casas(@inica.azcuba.cu

Diagne Casarias-Castillo, Instituto de Investigaciones de la Cafia de Azucar (INICA), Carretera CUJAE km 2 '2 Boyeros, La Habana, Cuba.

e-mail: mario.casas@inica.azcuba.cu

Yadira Rosa Meunier-Carmenate, Instituto de Investigaciones de la Caia de Azticar (INICA), Carretera CUJAE km 2 !5 Boyeros, La Habana,

Cuba. e-mail: mario.casas@inica.azcuba.cu

Javier Alejandro Martinez-Seoane, Instituto de Investigaciones de la Cafia de AzGcar (INICA), Carretera CUJAE km 2 % Boyeros, La

Habana, Cuba. e-mail: mario.casas(@inica.azcuba.cu

Marta Eugenia Arias, Universidad Nacional de Tucuman, Facultad de ciencias Naturales. Instituto Miguel Lillo, 205. San miguel de

Tucuman, Argentina, e-mail: mario.casas(@inica.azcuba.cu

Maria Catalina Luque, Universidad Nacional de Tucuman, Facultad de ciencias Naturales. Instituto Miguel Lillo, 205. San miguel de

Tucuman, Argentina, e-mail: mario.casas@inica.azcuba.cu

Yaquelin Puchades-Izaguirre, Instituto de Investigaciones de la Caia de Azicar (INICA), Carretera CUJAE km 2 % Boyeros, La Habana,

Cuba. e-mail: mario.casas(@inica.azcuba.cu

Yenima Pellon-Guzmdan, Instituto de Investigaciones de la Cafia de Azicar (INICA), Carretera CUJAE km 2 2 Boyeros, La Habana, Cuba. e-

mail: mario.casas@inica.azcuba.cu

Mercedes Delgado-Betancourt, Instituto de Investigaciones de la Cafia de Azticar (INICA), Carretera CUJAE km 2 % Boyeros, La Habana,

Cuba. e-mail: mario.casas(@inica.azcuba.cu

Omelio Carvajal-Jaime, Instituto de Investigaciones de la Cafia de Azacar (INICA), Carretera CUJAE km 2 2 Boyeros, La Habana, Cuba. e-

mail: mario.casas@inica.azcuba.cu

Maria La O-Hechavarria, Instituto de Investigaciones de la Cafia de Azucar (INICA), Carretera CUJAE km 2 '2 Boyeros, La Habana, Cuba.

e-mail: mario.casas@inica.azcuba.cu

Los autores de este trabajo declaran no presentar conflicto de intereses.


https://dx.doi.org/10.18781/R.MEX.FIT.1710-3
https://cu-id.com/2258/v24n2e04

	Caracterización fitopatológica, histológica y molecular de la interacción gluconacetobacter diazotrophicus-xanthomonas albilineans-caña de azúcar
	Phytopathologic, Histologic and Molecular Characterizacion of the Interaction Gluconacetobacter Diazotrophicus-Xanthomonas Albilineans-Sugarcane
	RESUMEN
	ABSTRACT
	INTRODUCCIÓN
	MATERIALES Y MÉTODOS
	Tratamientos
	Inóculos bacterianos
	Evaluaciones realizadas
	Análisis de PCR
	Análisis Histológicos

	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

