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RESUMEN
La
 escaldadura foliar de la caña de azúcar es una de las enfermedades más 
importantes del cultivo a nivel mundial, causante de grandes pérdidas 
tanto en los rendimientos agrícolas como industriales. El análisis 
visual es el mecanismo empleado durante muchos años para el diagnóstico 
de la enfermedad en las áreas cañeras. El objetivo del trabajo fue 
aplicar la técnica inmunológica de impresión de tejidos (TBIA) para el 
diagnóstico de X. albilineans. Como controles positivos se 
emplearon, hojas de los cultivares susceptibles Co3-551, C90-176 y PR980
 y como negativo el cultivar C86-56, confirmados mediante PCR (reacción 
en cadena de la polimerasa) con cebadores específicos para X. albilineans.
 Para la TBIA las hojas se presionaron sobre las membranas de 
nitrocelulosa y dejaron secar a temperatura ambiente. Se probaron 
diferentes diluciones y combinaciones del juego de diagnosticadores de 
la firma “agdia”, anticuerpo específico anti-X. albilineans (Xalb)
 y la anti-rata conjugado con fosfatasa alcalina. Se observó la 
aparición de puntos violetas sobre los haces vasculares impresos en las 
membranas de las variedades susceptibles, mientras que el control 
negativo permaneció incoloro. Los mejores resultados se obtuvieron con 
el anticuerpo específico anti Xalb (rata) diluido 1/1500 y el anti rata conjugado con fosfatasa alcalina diluido 1/3500. 
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ABSTRACT 
Leaf
 scald is one of the major diseases of sugarcane in the world. It causes
 severe losses in both agricultural and industrial yields. During years,
 visual analysis was the mechanisms for disease diagnostic. Achieve of 
this paper was to apply the tissue impression immunological technique 
(TBIA) for the diagnosis of X. albilineans. Leaves of susceptible
 cultivars Co3-551, C90-176 y PR980 were positive controls, while C86-56
 was the negative, confirmed by PCR (polymerase chain reaction) using 
specifics primers for Xa. For TBIA the leaves were press over a 
nitrocellulose membrane and leaf dried at room temperature. Different 
dilutions and combination of the specifics antiserum anti-mouse-Xanthomonas albilineans (Xalb) and anti-mouse for Xalb
 conjugated with alkaline phosphatase from “agdia” were used. Dark blue 
stain color was showed over the nitrocellulose membranes where the 
vascular bundles were imprinted in susceptible cultivars, while no color
 was observed in negative control. Best results were observed with the 
specifics antiserum anti-Xalb diluted 1/1500 and the anti-mouse for Xalb conjugated with alkaline phosphatase diluted 1/3500.
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INTRODUCCIÓN
 ⌅Entre las principales enfermedades que afectan a la caña de azúcar está la escaldadura foliar, causada por Xanthomonas albilineans
 (Ashby) Dowson. La bacteria coloniza los haces fibrovasculares de hojas
 y tallos, se moviliza sistémicamente dentro de los tejidos de la planta
 (Ntambo et al., 2019; Pieretti et al., 2015) afecta la calidad del jugo y causa pérdidas económicas significativas en cultivares altamente susceptibles (López et al., 2016).
En
 Cuba se informó la presencia de la enfermedad entre 1978-1982 
resurgiendo a inicios de 1998 con afectaciones a varias provincias (Peralta et al., 1997).
 El Servicio Ffitosanitario, basado sólo en el diagnóstico visual, ha 
sido el mecanismo empleado desde 2003 para la vigilancia de la 
enfermedad en áreas de cultivo de caña de azúcar (Jorge et al., 2011). 
Aunque
 el patógeno fue inicialmente identificado por su sintomatología, ésta 
se puede enmascarar con otras afectaciones, por lo que el aislamiento de
 la bacteria en medios de cultivo, pruebas fisiológicas de su 
crecimiento, características microscópicas, técnica serológica de 
UMELISA (Sistema Ultra micro analítico) y PCR son los métodos más 
comúnmente empleados internacionalmente (Alvez et al., 2016; García et al., 2015).
 Debido a la alta dispersión por todo el país y las pérdidas potenciales
 debidas a la enfermedad, un método de diagnóstico preciso, sensible y 
económico es necesario para identificar la bacteria. Por lo que el 
objetivo del trabajo fue aplicar la técnica técnica inmunológica de 
impresión de tejidos (TBIA), para el diagnóstico de X. albilineans.
MATERIALES Y MÉTODOS
 ⌅Se
 emplearon hojas de las variedades susceptibles Co3-551, C90-176 y PR980
 (controles positivos) y C86-56 (control negativo), procedentes de áreas
 experimentales de la Estación Territorial de Investigaciones de la Caña
 de Azúcar Mayabeque-Artemisa. Se conservaron muestras de hojas a -20oC para ser utilizadas en la PCR, con el objetivo de verificar la calidad de las muestras utilizadas. 
El
 ADN total se extrajo con el Wizard® Genomic DNA Purification Kit 
(Promega). Se amplificó un fragmento de ADN de 288 pares de bases (pb), 
específico de X. albilineans con los cebadores PGBL1/PGBL2 propuestos por Pan et al. (1999).
 La reacción se realizó en un termociclador (PTC100, MJ Research, USA), 
con el siguiente programa de reacción: desnaturalización un minuto a 
94ºC, 40 ciclos 30s a 94ºC, 30s de alineamiento a 65ºC, 1 minuto de 
extensión a 72ºC y extensión final cinco minutos a 72ºC. Como control 
negativo se utilizó la mezcla de reacción con agua destilada estéril y 
como positivo se utilizó ADN del patógeno. Los productos amplificados se
 visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 1% teñido con 
GelRedTM 0.001 % (Biotium, EE. UU.). 
Para la realización de la 
TBIA, se separó el raquis de la lámina de la hoja. Con un bisturí 
estéril se realizó un corte transversal y se ejerció una presión 
uniforme durante 10 segundos en ángulo recto sobre una membrana de 
nitrocelulosa de 0,45 µm (Protran BA85 Nitrocellulose 10401265 Whatman 
Shleider & Schuell), según metodología de (Funes et al., 2009).
 Cada muestra se procesó por triplicado. Las membranas se dejaron secar a
 temperatura ambiente y se conservaron en refrigeración (4 oC) hasta su posterior revelado. 
Según la metodología de (Ponte et al., 2010),
 las membranas se colocaron en una cajuela y se sumergieron en una 
solución tampón salina con tween 20 (TBS-T) y leche en polvo descremada 
al 5% y se incubaron durante 45 min, a 37 grados Celsius, para bloquear 
los sitios libres de las bacterias. Posteriormente se lavaron tres veces
 durante tres minutos con solución TBS-T. Estas manipulaciones se 
realizaron con la ayuda de una pinza plana.
Se utilizó el juego de diagnosticadores de la firma “agdia”, anticuerpo específico anti- X. albilineans (Xalb) y el anti-rata específico para Xalb
 conjugado con fosfatasa alcalina (BRA 71100/0500). Se probaron 
diferentes diluciones (1/1000, 1/1500 y 1/3000) del anticuerpo 
específico anti-Xalb diluido en TBS-T con leche en polvo descremada a 1%, las membranas se incubaron durante 12h a 4oC y posteriormente se lavaron siguiendo el procedimiento antes descrito.
Para
 cada combinación del anticuerpo primario se utilizaron también 
diferentes diluciones en TBS-T (1/1000 y 1/3500) con leche descremada al
 1% del anticuerpo específico anti-mouse conjugado con fosfatasa 
alcalina, las membranas se incubaron 2h a temperatura ambiente y después
 se lavaron en agitación tres veces por tres minutos con TBS-T.
El
 revelado de las membranas se realizó en agitación, añadiendo 10 mL de 
solución tampón buffer sustrato con 33 µl de BCIP (5-bromo-4 cloro 
3-indol fosfato) y 66 µl de (azul de nitro-tetrazolio) NBT preparados al
 momento de utilizarse, hasta observar la aparición de coloración 
púrpura en los controles positivos. La reacción se detuvo añadiendo 
solución TBS-T, las membranas se lavaron dos veces en esta solución y se
 dejaron secar al aire. Los resultados se observaron en un Microscopio 
estereoscópico, empleando el ocular de 10 µm. 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
 ⌅Se
 observaron bandas de amplificación de ADN que se corresponden con las 
tallas esperadas para los controles positivos Co3-551 y C90-176 en tanto
 que fueron ausentes en los controles negativos C86-56 (Figura 1), lo cual demuestra la calidad de las muestreas para el desarrollo de la técnica inmunoquímica. 

				





Figura 1. 
			Fragmentos amplificados por PCR específicos a X. albilineans.
 Líneas 1: Co3-551, 2: C90-176, 3-5: PR980, 6: C86-56 7: control 
negativo, mezcla de reacción sin ADN, 8: Control positivo de la 
reacción, ADN de la cepa Xa-74 de la colección de cultivos microbianos 
del INICA, 9: Patrón de peso molecular 100bp DNA Ladder (Promega).

			
La prueba TBIA se consideró válida, ya que se observó la 
aparición de puntos violetas sobre los haces vasculares impresos en las 
membranas de los cultivares susceptibles Co3-551, C90-176 y PR980, 
mientras que el control negativo cultivar C86-56 permaneció incoloro (Figura 2),
 lo que se corresponde con los resultados de la PCR. Las mejores 
condiciones para el desarrollo de la reacción positiva en las membranas 
de nitrocelulosa fueron con el anticuerpo específico anti Xalb (mouse) diluido 1/1500 y el anticuerpo específico IgG anti mouse conjugado con fosfatasa alcalina 1/3500. 

				





Figura 2. 
			Visualización de los resultados de la 
inmuno impresión directa de tejidos (TBIA) en las membranas de 
nitrocelulosa. De izquierda a derecha: C86-56 (control negativo, 
ausencia de puntos violetas sobre los haces vasculares), Co3-551, 
C90-176 y PR980 (controles positivos) presencia de puntos violetas.

			

				García et al. (2015), con el empleo del anticuerpo antiXa LgG policlonal (Montpellier, Francia; CIRAD Bios/UMR Bgpi) para X. albilineans,
 a una concentración de 1:5000 y el anticuerpo anticabra lgG anticonejo 
(SIGMA-ALDRICH®, USA) conjugado con fosfatasa alcalina en concentración 
de 1:10000, aplicaron de forma satisfactoria la técnica serológica de 
inmunoimpresión de membranas para determinar la presencia de X. albilineans
 en los principales clones comerciales, y conocer la dispersión de la 
enfermedad en la zona cañera de La Chontalpa, Tabasco, México, en la que
 no se tenían registros de afectaciones por la misma.
La comparación de las técnicas serológicas DAC-ELISA y TBIA, Zia et al. (2013) demostraron la utilidad de esta última en la detección de Acidovorax avenae subsp. avenae,
 agente causal de la raya roja en caña de azúcar. Entre las diferentes 
pruebas inmunológicas disponibles en Pakistán, fue la más útil para la 
detección de infecciones latentes en las plantas y puede ser muy valiosa
 para los análisis a gran escala por su bajo costo, ahorro de tiempo, 
sensibilidad, especificidad y resultados confiables. Según los autores 
esta prueba puede ser utilizada en los países en vías de desarrollo, en 
los cuales no están disponibles laboratorios de alta tecnología para el 
diagnóstico de patógenos y los costos por muestra es un factor limitante
 para cualquier ensayo a ser adoptado para pruebas masivas. 
La 
implementación del diagnóstico inmunoquímico TBIA como herramienta para 
el servicio fitosanitario puede ser de gran utilidad sobre todo en áreas
 de semilla, donde la ausencia de síntomas puede enmascarar la presencia
 de la bacteria X. albilineans.
CONCLUSIONES
 ⌅Se
 comprobó la posibilidad de utilización en Cuba de la técnica serológica
 inmuno impresión directa de tejidos para el diagnóstico de la bacteria X. albilineans en caña de azúcar. 
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