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IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE Leifsonia xyli subsp.
xyli COMO PATOGENO DE LA CARA DE AZUCAR (Saccharum sp.)
EN LA REGION CENTRO OCCIDENTAL DE VENEZUELA

Nancy Contreras', Odaliz Jiménez®, Marianela Bonilla', Herman Nass®

RESUMEN

Dado que en campos experimentales y comerciales de cafia de azicar en los estados Lara y Yaracuy se observaron tallos
delgados, de apariencia raquitica y en cortes longitudinales coloracion rojiza en los haces fibrovasculares, el objetivo de este
trabajo fue identificar y caracterizar el agente causante, a partir de aislamientos en extracto de levadura, dextrosa y carbonato de
calcio (YDC). Para las pruebas de patogenicidad se inocularon esquejes sanos mediante inyeccion de la suspension bacteriana en
el tallo en la regién nodal. Los aislamientos originaron colonias color blanco crema, mucoides, circulares, de bordes enteros,
consistencia gelatinosa y aspecto brillante. Vistas al microscopio Optico presentaron forma bacilar simple con un ligero
hinchamiento en los extremos asemejando la forma de mazo o en pares unidas por el extremo formando una V. De las pruebas de
patogenicidad se desarrollaron sintomas que se evidenciaron a partir de los 15 dias, y en los reaislamientos se obtuvieron colonias
idénticas a las originales que crecieron en los medios YDC, NBY y D2 de Kado y Heskett. La bacteria resulté Gram positiva,
aerdbica, reaccion &cida en bacto agar dextrosa rojo fenol, oxidasa negativa y catalasa positiva. Reaccion negativa para la
reduccién de nitratos, produccion de indol, hidrdlisis del almiddn, produccion de acido sulfidrico, licuefaccion de la gelatina,
produccidn de ureasa, hidrdlisis de la caseina y crecimiento a 37 °C. No redujo los carbohidratos sorbitol y manosa. De acuerdo a
las caracteristicas culturales, morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas se identificé como Leifsonia xyli subsp xyli, bacteria
coryneforme que causa el raquitismo de la cafia de azdcar.
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ABSTRACT

Identification and characterization of Leifsonia xyli subsp. xyli as sugarcane pathogen (Saccharum sp.)
in the Centro Occidental region of Venezuela

Given that in experimental and commercial sugarcane fields in Lara and Yaracuy states, thin stalks with rachitic appearance were
observed, the objectic of this paper was to identify and characterize the causal agent from isolations made in yeast extract,
dextrose, and calcium carbonate (YDC). For the pathogenicity tests, healthy budwood were inoculated by injection of the
bacterial suspension at the shaft at the nodal region. The isolations originated colonies white cream color, mucoid, and round
shape, with whole borders, gelatinous consistency and brilliant aspect. Under optical microscopy were seen bacillary simple form
with a slight swelling in the ends, wedge shaped, frecuently V-curved. From the pathogenicity tests, symptoms including a salmon
pink discoloration just below the growing point of young cane and an orange red discoloration of the nodal vascular bundles in
mature cane stalk developed. The symptoms were evidenced at fifteen days after inoculation and in the re-isolation identical
colonies like the original ones were obtained. The isolate grew in the cultures YDC, NBY and D2 of Kado and Heskett. The
bacterium was Gram positive, aerobic, acid reaction in red phenol dextrose agar, negative oxidase, and positive catalase. Negative
nitrate reduction, indol production, starch hydrolysis, H,S from cysteine, gelatin liquefaction, urease production, casein hydrolysis
and positive growth at 37 °C. Negative carbohidrate reduction of sorbitol and mamnose. According to morphological, cultural,
physiological and biochemical characteristics it was identified as Leifsonia xyli subsp xyli, coryneform bacterium causal agent of
ratoon stunting disease of sugarcane.
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INTRODUCCION

El raquitismo de la cafa de azucar o RSD
(derivado de la expresion inglesa “ratoon stunting
disease”) fue reconocido por primera vez entre
1944 y 1945 en Queensland, Australia en la
variedad Q28 (Gillaspie et al., 1973; Plata et al.,
1986; Jiménez y Fernandez, 1987). Desde
entonces ha sido reportada en 47 paises (Jiménez
y Fernandez, 1987; Aponte y Ordosgoitti, 1991;
Reis y Mariano, 1994). En el pais ha sido
detectada en algunas variedades y su efecto sobre
los rendimientos en tonelaje de cafia por hectarea
son muy marcados, siendo méas evidentes cuando
la variedad afectada tiene varios cortes o soca
(Aponte y Ordosgoitii, 1991). En los primeros
estudios se asocié su agente causal con un virus
debido a que se transmitia de forma mecanica de
un material a otro (Gillaspie, 1970). No obstante,
Gillaspie et al. (1973) reportaron que RSD estaba
relacionado con una bacteria pequefia de forma
bacilar. Posteriormente, la bacteria fue aislada en
cultivos axénicos y su patogenecidad fue
comprobada (Davis et al., 1980). La bacteria fue
descrita como un organismo no movil, Gram-
positivo, pleomdrfico, el cual se dividia por fision
binaria transversal y presentaba mesosomas; y se

le denominé Clavibacter xyli subsp. xyli.
Posteriormente, este  microorganismo  fue
reclasificado dentro del género Leifsonia

conservando la especie y subespecie (Evtushenko
et al., 2000).

Desde su reconocimiento ha sido la
enfermedad bacteriana de mayor importancia en el
cultivo de cafia de azUcar, ya que causa pérdidas
alrededor del 50 % en variedades extremadamente
susceptibles (Reis y Mariano, 1994). Sin embargo,
estos valores pueden aumentar si la planta se
encuentra bajo un régimen de estrés hidrico o
asociada con el virus del mosaico de la cafia de
azucar (SCMV) (Nass et al., 1991; Reis y
Mariano, 1994). Las pérdidas se derivan
principalmente porque la bacteria se desarrolla en
los vasos conductores afectando la habilidad de la
planta para absorber y transpirar agua. Ademas
puede inducir la formacion de gel vascular
pectinaceo en los vasos del xilema aumentando la
obstruccién en los tejidos. Las plantas se
caracterizan por presentar un crecimiento irregular
con tallos raquiticos, caracteristica a la cual se le
debe su nombre comun. Sin embargo, estos

sintomas no son muy confiables ya que pueden ser
atribuibles a otras enfermedades o pueden
desaparecer bajo condiciones de humedad
(Jiménez y Ferndndez, 1987; Reis y Mariano,
1994). Los sintomas internos incluyen manchas de
coloracion salmén por debajo de los puntos de
crecimiento de cafias jovenes y una coloracion
naranja rojiza en los nudos (Reis y Mariano, 1994;
Pan et al., 1998; Flores et al., 2004). Debido a que
la bacteria es muy dificil de aislar, por la poca
especificidad de sus sintomas y sus bajas
concentraciones en la planta, se requieren grandes
cantidades de jugo proveniente de tallos
infectados y puntos de dilucién altos; como
métodos de diagnodstico se han utilizado las
caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas,
bioquimicas y microscopia electronica (Jiménez
y Fernandez, 1987), técnicas moleculares (Lozano
et al., 2003; Brumbley et al., 2006; Young et al.,
2006) e inmunoensayos (Hoy et al., 1999; Peralta
et al., 2001; Grisham et al., 2007). En la seleccién
de fuentes de resistencia los diagnosticos también
se han realizado mediante microscopia por
contraste de fases y tincion de los vasos del
xilema (Chinea et al., 2001). Por la importancia
que representa la enfermedad en nuestro pais y la
necesidad de disponer del aislamiento de Leifsonia
xyli subsp xyli a fin de ser empleado en técnicas
inmunoquimicas y moleculares, se realiz6 esta
investigacion con el fin de identificar y
caracterizar la bacteria causante del raquitismo de
la cafia de azlcar en la regién Centroccidental de
Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras

Se colectaron mediante muestreos al azar tallos
delgados y pequefios, en los cuales, al realizar
cortes longitudinales se observé en los haces
fibrovasculares una coloracion salmén. Los
materiales  fueron colectados en campos
experimentales y comerciales de los estados Lara
y Yaracuy, se colocaron en bolsas plasticas
transparentes y fueron llevados al laboratorio para
su procesamiento.

Aislamiento del patégeno

Se tomaron trocitos previamente lavados
suavemente con agua corriente, los cuales fueron
macerados en un mortero que contenia 3 ml de
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agua destilada estéril (ADE). Obtenido el
macerado se tom6 0,5 mL y se coloc6 en un tubo
de ensayo que contenia 3 ml de ADE, se someti6 a
agitacion constante por 5 min y se verificd la
presencia de flujo bacteriano mediante la emisién
de un hilo viscoso. Luego se procedié a realizar
los aislamientos, para ello, se tomaron secciones
pequefias de tallo, se desinfectaron en hipoclorito
de sodio (NaOCl) al 2 % durante 2 min, se
enjuagaron con ADE y se colocaron en un mortero
estéril con 3 ml de ADE para ser macerados. El
macerado resultante se traté de dos maneras: a) Se
tomd una pequefia porcién del macerado con el
ansa de platino y se estriaron por agotamiento
placas de Petri conteniendo YDC. b) Se realizaron
diluciones seriadas hasta 10° y se sembrd en
medio de cultivo YDC, 0,1 mL de cada dilucion,
la cual, se extendi6 en toda la placa. Asimismo, el
aislamiento se obtuvo a partir de la extraccion del
jugo, para ello se tomaron esquejes, se lavaron con
ADE, se flamearon, posteriormente se cortaron
trocitos y se procedi6 a colocarlos en un molino
adaptado para la extraccién y el jugo extraido fue
sembrado por agotamiento en placas de YDC. Las
placas se colocaron en bolsas plasticas y se
incubaron en condiciones de laboratorio a una
temperatura promedio de 27 °C y HR méaxima de
65 % y minima de 54 %.

Prueba de patogenicidad

Para las pruebas de patogenicidad se
prepararon suspensiones provenientes de cultivos
puros de 24 h, se ajustaron a una concentracion de
108 celulas.ml™* usando los tubos 3 y 4 de la escala
de McFarland (Barret, 1975) y se inocularon
esquejes sanos de tallos de dos variedades de cafia
de azlcar susceptibles al raquitismo, SP 701284 y
CC 8592. Se utilizaron dos métodos de
inoculacidn: Inyeccion en la region nodal del tallo
y el otro colocando un algodén impregnado con el
in6culo en uno de los extremos del esqueje,
método utilizado por Jiménez y Contreras (2004)
al evaluar la patogenicidad de Xanthomonas
albilineans.

Los tallos inoculados se colocaron en camara
himeda constituida por una bandeja con papel
absorbente estéril en el fondo, el cual se
humedecid, luego se cubrié herméticamente con
papel plastico. Por cada método de inoculacion y
variedad utilizada, se realizaron cuatro
repeticiones, ademas de un testigo que fue tratado

de la misma manera pero con agua destilada
estéril (ADE). Estos se incubaron a una
temperatura promedio de 27 °C y una HR
promedio de 70% durante 30 dias, realizando
observaciones cada 8 dias hasta notarse los
sintomas tipicos de la enfermedad.

Reaislamiento del organismo causal

Para realizar el aislamiento del patogeno, del
area con sintomas se tomaron trozos de la zona de
avance, Se seccionaron y se lavaron con
hipoclorito de sodio (NaOCIl) al 2 % por 2 min;
luego se lavé con ADE tres veces consecutivas
para eliminar las trazas del producto, se colocaron
en un mortero estéril y se maceraron con ADE
para formar una suspensidon. Una gota de esta
suspension se colocé en el centro de una placa de
Petri conteniendo medio YDC y se distribuyd en
toda la placa mediante un rastrillo de vidrio con la
finalidad de obtener colonias aisladas. Se
incubaron bajo condiciones de laboratorio durante
48 h para su posterior identificacion.

Identificacion y caracterizacion de la bacteria

Se hicieron varias pruebas para la
identificacion y caracterizacion del género y
especie de la bacteria. Se realizaron observaciones
morfolégicas y  fueron  estudiadas las
caracteristicas bioquimicas y fisiol6gicas de
acuerdo a métodos recomendados por otros
investigadores (Evtushenko et al., 2000; Schaad
etal., 2001; Flores et al., 2004).

Caracteristicas culturales,
fisioldgicas y bioquimicas

Se estudiaron las caracteristicas culturales de
los aislamientos patogénicos en los medios de
cultivos YDC y NBY (10 g extracto de
levadura, 2 g de K;HPQ,, 0,5 g de KH,PO4, 2,5 ¢
de glucosa, 15 g de agar, 1 L de agua destilada).
En estos medios se determind color, brillo,
elevacidn, bordes, y consistencia de las colonias.

La forma de la bacteria se determiné mediante
la tincion con rojo congo (French y Hebert, 1980;
Schaad et al.,, 2001). Para el estudio de las
propiedades fisioldgicas y bioquimicas se hicieron
las siguientes pruebas: Prueba de KOH al 3%
(Suslow et al., 1982), prueba de Gram, prueba de
anaerobiosis (Hugh vy Leifson), prueba de
aerobiosis (bactotioglicolato), bacto agar dextrosa
rojo fenol, catalasa, oxidasa, hidrélisis de almidén,

morfoldgicas,
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reduccién de nitratos, produccion de indol,
produccién de acido sulfidrico, licuefaccion de la
gelatina, produccion de ureasa, tolerancia al NacCl
(3-5-7 %), hidrdlisis de la caseina, crecimiento a
37° C, hidrdlisis de esculina, produccion de acidos
a partir de carbohidratos (Klement et al., 1990;
Holt et al., 1994; Schaad et al., 2001). Finalmente
se realizaron pruebas de crecimiento en los
medios selectivos D,, D;, Dy y Ds (Kado y
Heskett, 1970) para determinar género.

RESULTADOS

Aislamiento del patdgeno

A partir de muestras de diluciones del jugo de
tallos enfermos de cafia de azlcar se aislaron
consistentemente colonias bacterianas de color
crema, mucoides, circulares, de bordes enteros,
consistencia gelatinosa y aspecto brillante, las
cuales crecieron a los 12 dias después de la
siembra en el medio YDC vy vistas al microscopio
Optico presentaron forma bacilar simple con un
ligero hinchamiento en los extremos asemejando
la forma de mazo o en pares unidas por el
extremo formando una V (Figura 1a) y en el
microscopio electrénico de transmision se observo
la morfologia tipica de las células bacterianas
en diferentes fases de crecimiento (Figuras 1b,
1c, 1d).

Prueba de patogenicidad

Después de 15 dias los tallos tratados con el
primer método de inoculacion, es decir, inyeccion
de la suspension bacteriana en la region nodal,
desarrollo en la variedad CC 8592 lesiones color
salmon cerca de la region inoculada avanzando a
lo largo de los vasos xileméticos en la variedad
CC 8592 (Figura 2a). En la variedad SP 701284
también se presentd la misma sintomatologia
(Figura 2b), aunque presentaron algunos sintomas
similares, esta variedad fue mas susceptible a la
oxidacion que la CC 8592,

En cuanto al método en el cual se perforé un
extremo del tallo y se impregnd con indculo,
después de 30 dias se manifestaron los sintomas
pero no tan evidentes como en el primer
procedimiento. Se observé el avance de la
infeccion de coloracion salmén a lo largo de los
haces vasculares (Figuras 2d, 2e). En ambos
métodos de inoculacion en el tratamiento testigo
no se desarrollaron estos sintomas, sélo regiones

de coloracion rojiza ocasionadas por procesos
oxidativos de los tejidos (Figuras 2c y 2f).

Cc

Figura 1. Morfologia de la bacteria Leifsonia xyli
subsp. xyli a) En tincién con rojo congo:
forma de mazo, en pares, en forma de V. b,
c, d) Al microscopio electronico de

transmision células de L. xyli subsp. xyli en
diferentes fases de crecimiento

|| | ul

Figura 2. Comportamiento varietal en las pruebas
de patogenicidad. a y b) Inyeccién nodal (CC
8592-SP701284). ¢) Testigo CC 8592. d y e)
Perforacion extremo del tallo (CC 8592-SP
701284). f) Testigo SP 701284

Al realizar el reaislamiento de la bacteria a
partir de las zonas con sintomas se obtuvieron
colonias de coloracién crema, mucoides Yy
brillantes. Las bacterias observadas al microscopio
optico (100x) después de la tincién con rojo
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congo, presentaron forma idéntica a los
aislamientos originales. Para verificar que las
lesiones observadas en los tratamientos testigos
eran producidas por procesos oxidativos, se
tomaron trozos de éstas y se les aplico el mismo
procedimiento descrito anteriormente para obtener
el reaislamiento. Se obtuvieron colonias de
coloraciéon amarilla brillante que al ser observadas
al microscopio éptico (100x) después de la tincién
con rojo congo, eran bacterias no fitopatdgenas,
corroborandose con ello que la coloracién rojiza
se debia a procesos de oxidacion de los tejidos.

Identificacion y caracterizacion de la bacteria
En el Cuadro 1 se presentan las caracteristicas
culturales de la bacteria en diferentes medios de
cultivo. En las Figuras 3a, 3b y 3c se observa el
crecimiento en los medios AN, D2 y NBY,
respectivamente. En el Cuadro 2 y Figuras 3b y
3d puede observarse que la bacteria crecid en el
medio diferencial D, de Kado y Heskett y no hubo
crecimiento en los medios Dz Dy y Ds
coincidiendo este resultado con lo citado para el
género Corynebacterium (Kado y Heskett, 1970).
El Cuadro 3 muestra las caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas de la
bacteria aislada de cafia de azcar. Esta resultd
catalasa positiva, Gram positiva, aerobica,
reaccion &cida en bacto agar dextrosa rojo fenol, y
negativa para las pruebas de la oxidasa, hidrolisis

de almiddn, reduccion de nitratos, produccién
de indol, produccion de 4&cido sulfidrico,
licuefaccion de la gelatina, produccion de ureasa,
hidrélisis de la caseina, crecimiento a 37 °C,
hidrolisis de la esculina, toler6 concentraciones
de 3,5y 7 % de NaCl, y no produjo &cidos a
partir de los carbohidratos, sorbitol, ribosa, y
melezitosa.

Cuadro 1. Caracteristicas culturales de la bacteria
aislada de cafia de azlUcar en diferentes
medios de cultivo

Medio de cultivo
Dextrosa, carbonato de
calcio, extracto de levadura

Aislamiento

Colonias color
blanco-crema

(YDC)
Caldo nutritivo, extracto de  Colonias color
levadura (NBY) blanco-crema

Cuadro 2. Medios de cultivo diferenciales (Kado
y Heskett) utilizados en la caracterizacién de
la bacteria aislada de cafia de azucar

Medio de cultivo Colonia
D, Color blanco-crema
Ds No hubo crecimiento
D, No hubo crecimiento
Ds No hubo crecimiento

D, (Selectivo para Corynebacterium), D; (Selectivo para
Erwinia), D, (Selectivo para Pseudomonas), D5 (Selectivo
para Xanthomonas)

Cuadro 3. Caracteristicas morfologicas, fisiologicas y bioguimicas de la bacteria aislada de cafia de azlcar

Prueba Reaccion Prueba Reaccion
Coloracion de Gram Gram positiva Tolerancia al NaCl
Prueba de KOH al 3% Gram positiva 3% +
Rojo congo (forma) Bacilar simple (mazo o V) 5% +
Oxidasa - 7% +
Catalasa + (Reaccion lenta) 8% -

Anaerobiosis (Hugh y Leifson) -
Bactotioglicolato Aerobica
Agar dextrosa rojo fenol Acida
Hidrolisis de la esculina -
Reduccién de nitratos -
Produccién de indol -
Hidrolisis del almidén -
Produccién de H,S -
Licuefaccion de la gelatina -
Produccién de ureasa -

Hidrélisis de la caseina

Crecimiento a 37° C

Produccion de acidos:
Sorbitol -
Glucosa -
Arabinosa -
Trehalosa -
Ribosa -
Celobiosa -
Melezitosa -

Se utilizaron tres aislamientos y tres repeticiones. + = reaccion positiva; - = reaccion negativa
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Figura 3. Crecimiento de la bacteria en los medios a) AN; b) D,. c) NBY. A los 12 dias se observo el
crecimiento de las colonias aisladas del tallo. d) Cultivo puro de la bacteria Leifsonia xyli

subsp. xyli en el medio D,

DISCUSION

La sintomatologia desarrollada en la plantas
inoculadas en la prueba de patogenicidad
coincidio con la exhibida por las muestras de cafia
traidas al laboratorio, como manchas acuosas de
color salmén a lo largo de los haces
fibrovasculares.  lgualmente, los  sintomas
presentaron similitud a los descritos por otros
autores (Reis y Mariano, 1994; Pan et al., 1998;
Flores et al., 2004). Asimismo, las pruebas
presuntivas realizadas a los reaislamientos
coincidieron con el aislamiento bacteriano
original. Por lo tanto, se comprobd que el
aislamiento era patogénico y el causante de la
enfermedad en cafia de azucar.

Al confrontar los resultados obtenidos en el
aislamiento con los estudios hechos por otros
autores en cuanto a las pruebas de Gram,
aerobiosis y el crecimiento en el medio diferencial
D,, se ubica a la bacteria estudiada en el grupo de
las corineformes (Kado y Heskett, 1970; Davis,
1986; Schaad et al., 2001). En cuanto a la
formacidn de colonias de color blanco crema en
diversos medios (Cuadros 1y 2) y produccion de
ureasa negativa, concuerda con lo sefialado por
varios autores (Klement et al., 1990; Holt et al.,

1994; Shaad et al., 2001) para el género
Clavibacter. La no produccion de pigmentos en el
medio NBY, es una caracteristica Unicamente de
C. michiganensis subsp. sepedonicus y de C. xyli
subsp. xyli, lo que hace diferenciarlas de todas las
demas (Davis, 1986; Holt et al., 1994; Schaad et
al., 2001). Sin embargo, la produccién de &cidos a
partir de sorbitol permitié diferenciar a C. m.
subsp. sepedonicus de C. x. subsp. xyli ya que esta
Gltima no lo produce. Se diferenciaron C. x. subsp.
xyli y C. x. subsp. cynodontis por la hidrolisis del
almidon que es positiva para la subsp. cynodontis
y negativa para la subsp. xyli (Cuadro 3) y la
produccién de pigmento de color amarillo en la
subsp. cynodontis la diferencia de la subsp. xyli, la
cual, no produce pigmentos (Holt et al., 1994;
Evtushenko et al., 2000; Schaad et al., 2001). Las
pruebas de anaerobiosis, reduccion de nitratos,
produccion de 4cido sulfidrico, indol y no
crecimiento a 37 °C coinciden con los resultados
obtenidos por Jiménez y Fernandez (1987),
Evtushenko et al. (2000) y Flores et al. (2004).
Los resultados de las pruebas anteriormente
mencionadas identifican a la bacteria como
Clavibacter xyli subsp. xyli, reclasificada hoy dia
como Leifsonia xyli subsp. xyli (Evtushenko et al.,
2000). Esta bacteria sefialada en la literatura como
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la causante del raquitismo de la cafia de azUcar, es
de mucha importancia en el pais, asi como la
conservacion del aislamiento bacteriano del
patégeno obtenido en este trabajo, para futuras
investigaciones en las areas de mejoramiento
genético, epidemiologia 'y aplicacion de
metodologias de diagnostico enmarcadas en el
area de la biotecnologia, entre otras.

CONCLUSIONES

De acuerdo a la sintomatologia observada en
plantas de cafia de azucar en campos comerciales
de los estados Lara y Yaracuy, a los resultados
positivos de las pruebas de patogenicidad, a
las caracteristicas morfoldgicas, culturales,
fisiologicas y bioguimicas de los aislamientos, se
comprobd que los sintomas observados son
causados por la bacteria Leifsonia xyli subsp.
xyli agente causal del raquitismo de la cafa de
azucar.
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