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ESTUDIO DE LA RESISTENCIA DE VARIEDADES
COMERCIALES DE LA CANA DE AZUCAR AL RAQUITISMO
DE LOS RETONOS EMPLEANDO EL METODO DE TINCION

POR TRANSPIRACION

J. R. Pérez, Madyu Matos®y Yamilé Figueredo

ABSTRACT. Ratoon stunting (RSD) is probably the most
important sugarcane disease affecting a great number of
productive varieties. The causal agent is Clavibacter xyli subsp.
xyli lodged in xylem vessels. Seed hydrotherma treatment is
commonly applied for its control, but it can not fully removethe
pathogen. However, after athermal treatment ayieldincrement is
observed, which has been considered as aresult of an effective
sanitation. Onthe other hand, the visua diagnosisof thisdisease
is difficult, since externa symptoms are confused with other
pathologies; thus, other diagnostic techniques were developed
enabling to detect disease appearance. Thisstudy applied staining
by transpiration method (STM) to early estimate an effective
sanitation by hydrothermotherapy. A differentiated varietal per-
formanceagaing RSD wasproved, it ranging fromalittledifference
between treated and inoculated plants in My5514 until a very
marked differencein C120-78. Percentage of functiona vessels
(%VF) confirmed theresultsfrom other investigationsin My5514
(resistant) and CP31-294 (susceptible). Varietal sanitationin
Jab0-5, C1051-73 and CP52-43 was analyzed through phase
contrast (CF) and STM when diseased stalks were thermally
treated by means of different combinations of times and
temperatures. Bacterial appearance was recorded by CF;
nevertheless, when studying % VF in every case, it surpassed
85 % after submitted to atreatment under 50.5°C for two hours. A
nicecorrelation wasregistered betweenweight and % VFintrested
and inoculated My5514 and C120-78. These results prove this
useful method to evaluate sanitation against RSD, which can be
taken into consideration for seed bank qualification.
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RESUM EN. E raguitismo del osretofiosesprobeblementelaenfer-
medad méasimportante delacafiade azlcar, afectaun gran nimero
de variedades de la produccion. El agente causa es la bacteria
Clavibacter xily subsp. xyli, lacud sedojaenlosvasosdd xilema
El tratamiento hidrotérmico alasemillaesel método masusado para
su control, pero no lograunatota erradicacion del patégeno. Sin
embargo, después de un tratamiento térmico se observaun incre-
mentoend rendimiento, Sendoested criterio empleado paramedir
laefectividad del saneamiento. Por otraparte, d diagndstico visua
delaenfermedad sedificulta, yaquelossintomasexternospueden
confundirse con otras patol ogias. Sobre labase de esta dificultad,
se han desarrollado otras técnicas de diagndstico que permitan
detectar la presencia o no de la enfermedad. En este trabgjo se
empled e Méodo de Tincion por Transpiracion (STM) paraeva
luar tempranamente la efectividad del saneamiento por
hidrotermoterapia. Sepudo demostrar un comportamiento diferen-
ciado de las variedades ante d raquitismo de los retofios (RSD),
gue va desde muy poca diferencia entre las plantas tratadas
einoculadas en My5514 hasta unadiferenciamuy acentuada
en C120-78. El comportamiento del porcentgje devasosfuncio-
nales (% VF) corroboré losresultados a canzadosen otrasinves
tigaciones con My5514 (resstente) y CP31-294 (susceptible). Se
analizo6 € saneamiento de las variedades Ja60-5, C1051-73 'y
CP52-43 medianted contrastedefases(CF) y € STM, cuandolos
tallosenfermos setrataron térmicamente con diferentes combina:
cionesdetiempoy temperaturas. Seencontrd lapresenciadela
bacteriautilizando € CF; sinembargo, d andizar %V F entodos
los casos fue superior a 85 % después de un tratamiento de
50.5°C/2 horas. Seobtuvo unabuenacorreaciénentree pesoy €
%VF en lasvariedades My5514 y C120-78 tratadas einocul adas.
Estos resultados confirman la utilidad de este método paralaeva
luacionde saneamientod RSD, criterioquepuedetilizarse parala
calificacion delosbancos de semilla

Palabras clave: cafiade azlicar, Clavibacter xyli, resistencia
alaenfermedad, métodos de control de plagas,
tincion por transpiracion

INTRODUCCION

El raquitismo de los retofios, producido por la bacte-
ria Clavibacter xyli subsp. xyli, se considera entre las
enfermedades de la cafia de azlicar mas estudiadas en
los Ultimos afios. Datos experimentales muestran una
reduccion del rendimiento superior al 30 % como prome-
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dio en 20 variedades, alguna de las cuales sufren una
afectacion superior al 50 % del peso en las plantas enfer-
mas (1, 2). Estudios realizados en areas de produccion
reflejan que durante la zafra 1993-1994 se perdié en Cuba
el 19 % de la cosecha, como resultado de la propagacion
alcanzada por el raquitismo en los campos cafieros cu-
banos (3).

Histéricamente, se ha relacionado la importancia de
la enfermedad no solamente con las pérdidas directas
gue produce, sino también con la intolerancia de la ma-
yoria de las variedades a la convivencia con el patdgeno.
Este aspecto ha experimentado cierta modificacion que
coincide con lainnovacién en los métodos para estudiar
la resistencia varietal. Se han desarrollado diferentes téc-
nicas de diagnéstico que permiten detectar la presencia
del patégeno y se han utilizado en la evaluacién de la
resistencia de las variedades, entre ellas se encuentran
el contraste de fases (4), autoflorescencia del metaxilema
(5), Dot-Blot (5, 6), Tissue Blot (7, 8), STM (9, 10, 11, 12),
EB-EIA (5, 13), PCR-ELISA (14) y diferentes protocolos
de PCR (15, 16).

La tincidn por transpiracion (STM) inicialmente de-
sarrollada por algunos autores (9, 10) y modificada por
otros (11), puede ser aplicada en los programas de cru-
zamiento y para la seleccion de variedades resistentes
(17); este método ha resultado més eficiente para este
objetivo que el contraste de fases y la autoflorescencia
del metaxilema (18).

El objetivo del presente trabajo es evaluar la resis-
tencia al RSD en cinco variedades comerciales de cafia
de azucar utilizando el método de tincién por transpira-
cion (STM).

MATERIALES Y METODOS

Experimento 1. Se estudio la reaccién de cinco varieda-
des de cafia de azucar ante el RSD, empleando plantas
sanasy enfermas. El material se tratd con agua caliente
a50°C/3h (19) remojado previamente en agua a tempera-
tura ambiente. De cada tratamiento (sano y enfermo) se
sembraron tres réplicas en surcos de 6 m. Las variantes
enfermas se inocularon sumergiendo los extremos de los
propégulos durante cinco minutos en jugo extraido de
tallos de la variedad CP31-294 (enferma de RSD). Se in-
cluyeron como testigo susceptible CP31-294y My5514
como resistente (2). A los 10 meses de edad, de cada
réplica se seleccionaron 10 tallos al azar para determinar
el porcentaje de vasos funcionales (%VF) mediante la
tincion de los vasos del xilema por transpiracion (STM).

Experimento 2. Se estudio el efecto de la enfermedad en
el retofio de dos variedades: My5514 resistente y C120-78
susceptible. Las parcelas sanas se establecieron em-
pleando el tratamiento hidrotérmico a 50.5°C/2h (19) y
las enfermas por inoculacion de los trozos con jugo de
tallos enfermos. Se plantaron tres réplicas por tratamien-
to; cada tratamiento consistié en una parcela de dos sur-
cos de 6 m cada una; se tomaron al azar 10 muestras de
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tres tallos por réplica para estudiar las posibles correla-
ciones entre el peso y el %VF en C120-78, asi como la
relacién entre el peso de las variantes sanas y enfermas
de ambas variedades.

Experimento 3. Se evalué el control del RSD en tres va-
riedades de cafia de azlcar tratadas térmicamente. Se
estudiaron las variedades Ja60-5, C1051-73y CP 52-43,
tratadas térmicamente con diferentes combinaciones de
tiempo y temperatura (50.5°C/2h, 53°C/20min., y un tes-
tigo sin tratar). Se analiz6 el saneamiento por contraste
de fases (20) y STM.

La tincidn de los haces en los tres experimentos se
desarroll6 segiin el método descrito por Chagas y Tokeshi
(9) y los andlisis estadisticos segun el paquete estadisti-
co STATISTIC siguiendo las recomendaciones de Sigarroa (21).

RESULTADOS Y DISCUSION

La diferencia del comportamiento entre las varieda-
des es notable (Tabla l). El concepto de la no existencia
de variedades resistentes se modifica con los resultados
obtenidos con la My5514, que aun en condiciones de
inoculacion artificial mantiene su resistencia, coincidien-
do con otros planteamientos (2), de que en esta variedad
no se afecta el rendimiento por la infeccion de RSD. Se
destaca también que enla C111-79 no inoculada, el 70 %
de los tallos analizados presentaron el 100 % de los va-
sos funcionales. La C120-78 es una variedad de un po-
tencial agroproductivo alto, por lo que puede producirse
una alta afectacion en el rendimiento agricola cuando esta
enferma de RSD. Consideramos que la forma en que se
agrupan las variedades, después del andlisis estadistico,
es el mismo orden en el que se debe representar su com-
portamiento ante la enfermedad.

Tabla I. Porcentaje de vasos funcionales observa-
dos en los tallos de cinco variedades de
cafia de azlcar tratadas a 50.5°C/2h e ino-
culados con RSD

. % VF
Variedad Tratada Inoculada  Dierencia.
C111-79 99.14 78.52 20.62 b
C323-68 90.40 74.28 16.12 b
C120-78 93.76 22.28 71.48 d
CP31-294 82.28 52.63 29.65¢c
My5514 96.92 89.49 7.43 a
DE=6.59 LSD=5 % Cv=8.5

Letras desiguales difieren significativamente

Se han obtenido diferencias entre variedades de cafia
de azucar al estudiar la incidencia del RSD en campos
de cafia de azUcar, utilizando como método de evalua-
cion el TBIA (tissue blot immunoassay), la incidencia al
RSD varié entre 1-98 % de vasos colonizados, depen-
diendo de la variedad. Aquellas variedades con menor in-
cidencia al RSD tenian menor nimero de vasos coloniza-
dos, pardmetro utilizado para medir la resistencia.
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Al comparar una cosecha de primer retofio (segundo
corte) de las variedades My5514 y la C120-78, se obser-
v6 que se mantuvo en esta fase el mismo comportamien-
to observado en cafia planta para ambas variedades como
se representa en la Tabla ll. Los dos tratamientos (trata-
das e inoculadas) de la My5514 y las tratadas de la C120-
78 difieren significativamente de las inoculadas de esta
ultima en cuanto al %VF, lo cual confirma la utilidad de
este método para seleccionar variedades resistentes y
susceptibles al RSD al comparar plantas tratadas e ino-
culadas, lo cual coincide con otros autores (10).

Tabla Il. Comportamiento del %VF y el peso de la
muestra en el retofio de dos variedades
contrastantes respecto asu toleranciaal RSD

Vaiedad Categoria Traamento %VF Peso
My5514 Tolerante Tratada 9330a 38a
Inoculada 8530a 335a
C120-78 Susoeptible Tratada 8330a 365a
Inoculada 27.70b  2.78b
DE= 0.60 LSD=5% Letras desiguales difieren estadisticamente

Por otra parte, también se observa la afectacién en
el peso de las plantas inoculadas, en la variedad C120-78
con respecto a las tratadas. Al analizar la correlacion
entre el peso y el porcentaje de vasos funcionales, se
demuestra que puede ser utilizado el método de tincion
por transpiracion para medir la severidad de la enferme-
dady, por tanto, se establecen las posibles afectaciones
como resultado de la infeccion por Clavibacter xyli subsp.
xyli en variedades susceptibles (Figura 1).

Comelation: r= 293802
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Figura 1. Relacion entre el porcentaje de vasos fun-
cionales (VF) y el peso de la cafia en la
variedad susceptible C120-78

Al analizar el saneamiento en tres variedades con
diferentes combinaciones de tiempo y temperatura (Ta-
bla I11), se encontré la presencia de la bacteria por con-
traste de fases; sin embargo, el porcentaje de vasos fun-
cionales (% VF) obtenido por STM fue superior al 85 %
después de un tratamiento de 50.5°C/2h, lo cual confir-
ma la utilidad de este método para la evaluacion del sa-

neamiento al RSD, criterio que puede utilizarse para la
calificacion de los bancos de semilla. Se realiz6 una com-
paracion entre el TBIA'y el STM en cuanto a similitud de
los métodos para la evaluacion de la resistencia de varie-
dades de cafia de azucar ante el RSD (11) y se encontrd
una alta correlacion entre variedades resistentes, lo cual
confirma la utilidad del STM como método alternativo para
evaluar la resistencia al RSD en condiciones controladas.

Tabla lll. Evaluacion del control del RSD en tres varie-
dades de cafia de azlcar en tratamiento tér-
mico mediante las técnicas de CFy STM

Tratamiento  Variedad NUmerocélulas Propagacion  Intensidad
C. xyli
Jab0-5 2.0672 96.68° 66.86
Tegtigo C1051-73 2.540° 98.86% 56.88"
CP52-43 17072 83.332 56.00 2
Jab0-5 0.313° 23.33° 18.66°
50.5°C/2h C1051-73 0.493"° 40.00° 27.33°
CP52-43 0.590° 40.00° 32.86°
Jab0-5 0.580° 35.33% 27.33"°
53°C/20 min C1051-73 0.573" 36.66"° 28.00°
CP52-43 0.360° 33.35"™ 17.33°

CONCLUSIONES

® Latécnica de tincion de los vasos del xilema por trans-
piracion (STM) puede resultar un método efectivo para
evaluar la resistencia de las variedades ante el raqui-
tismo de los retofios, siempre que se empleen como
testigo variedades resistentes y susceptibles.

@ Existe un comportamiento marcadamente diferencia-
do entre las variedades, por lo que la presencia de
variedades resistentes es una nueva alternativa para
controlar la enfermedad.

® Existe correlacion entre el porcentaje de vasos funcio-
nalesy el desarrollo de la plantacién.

RECOMENDACIONES

Introducir la técnica de tincion de los vasos del xilema
por transpiracién en el programa de seleccién de varieda-
des, con el objetivo de estudiar su resistencia a la enfer-
medad antes de ser recomendadas para la produccion,
asi como para evaluar el saneamiento al RSD en los ban-
cos de semilla 'y parcelas experimentales.
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