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RESUMEN

Sandino, T.; Lopez-Kleine, L.; Lopez, C.; Marquinez, X.. Caracterizacion de la respuesta morfologica de variedades susceptibles y resistentes
de yuca (Manihot esculenta Crantz) a la bacteriosis vascular causada por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. Summa Phytopathologica,

v.41,n.2, p.94-100, 2015.

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis es una de las principales
limitaciones del cultivo de yuca. En esta investigacion, mediante microscopia
optica, se realizd un analisis comparativo de los cambios morfologicos e
histoquimicos en tallos de una variedad de yuca susceptible (TMS60444) y
una resistente (CM6438-14), 7 y 14 dias después de ser inoculadas con la
cepa patogénica CIO151. Se pudo detectar que la variedad resistente genera

barreras de calosa en las paredes celulares del parénquima cortical y del floema,
manteniendo funcional este tejido. En tanto que los tejidos vasculares de la
variedad susceptible colapsan, el floema por obstruccion total con tapones de
calosa y por formacion de compuestos fenolicos, y el xilema por formacion de
tilides y/o acumulacion de compuestos fendlicos, sin poder frenar el avance
sistémico de la enfermedad.

Palabras claves: Depositos de calosa, tilides, compuestos fenolicos, epifluorescencia.

RESUMO

Sandino, T.; Lopez-Kleine, L.; Lopez, C.; Marquinez, X. Caracterizagdo da resposta morfologica de variedades resistentes e suscetiveis de
mandioca (Manihot esculenta Crantz) bacteriose vascular causado por Xanthomonas axonopodis pv manihotis. Summa Phytopathologica, v.41,

n.2, p.94-100, 2015.

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis ¢ uma das principais
limitagdes no cultivo da mandioca. Nesta pesquisa, com o auxilio de
microscopia optica, foi realizada uma analise comparativa de as alteragdes
morfolégicas e histoquimicas no caule de uma variedade suscetivel de
mandioca (TMS60444) e uma resistente (CM6438-14), 7 e 14 dias apos
serem inoculadas com a cepa patogénica CIO151. Detectouse que a

variedade resistente gera barreiras de calose nas paredes celulares do
parénquima cortical e do floema, mantendo a funcionalidade deste tecido.
Enquanto que nos tecidos vasculares da variedade suscetivel ha colapso,
do floema por obstrugdo total por tampdes de calose e por compostos
fenolicos, e no xilema por formagdo do tilose e/ou por acimulo de
compostos fendlicos, sem parar a progressao da sistémica doenga.

Palavras-chave: Depositos do calose, tilose, compostos fenélicos, epifluorescéncia.

ABSTRACT

Sandino, T.; Lopez-Kleine, L.; Lopez, C.; Marquinez, X. Characterization of the morphological response of susceptible and resistant varieties
of cassava (Manihot esculenta Crantz) to vascular bacterial blight caused by Xanthomonas axonopodis pv manihotis. Summa Phytopathologica,

v.41,1n.2, p.94-100, 2015.

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis is one of the major limitations
for cassava cultivation. In the present study, optical microscopy was used to
perform a comparative analysis of the morphological and histochemical changes
in the stem of a susceptible (TMS60444) and a resistant (CM6438-14) cassava
variety at 7 and 14 days after inoculation with the pathogenic strain CIO151.
The resistant variety was detected to generate callose barriers on the cell walls

of the cortical parenchyma and phloem, maintaining the functionality of this
tissue. On the other hand, for the vascular tissues of the susceptible variety
there is collapse in the phloem due to total obstruction by deposits of callose
and phenolic compounds and in the xylem due to tylosis formation and/or
phenolic compound accumulation, without stopping the progression of the
systemic disease.

Additional keywords: Callose deposits, tylosis, phenolic compounds, epifluorescence.
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La yuca (Manihot esculenta Crantz) es una planta tropical perenne
de la familia Euphorbiaceae, extensamente cultivada en mas de 90
paises de Sudamérica, Asia y Africa (9), por su raiz almidonosa de alto
valor alimentario que constituye la base de la alimentacion de mas de
600 millones de personas en el mundo, consolidandose como el cuarto
cultivo mas importante después del arroz, el maiz y el trigo (9, 10).

Una de las principales limitaciones del cultivo de yuca es
la bacteriosis vascular, ocasionada por la bacteria Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis (Xam) (18). Se ha estimado que las pérdidas
por esta enfermedad pueden llegar al 70-100% de la produccion en tres
ciclos de cultivo (19). Xam es una bacteria gram negativa, flagelada,
que comparte la mayoria de las caracteristicas tanto fisiologicas como
bioquimicas de su género (18). Xam es un patdgeno epifito, foliar y
vascular, que presenta una amplia expresion de sintomas por parte
de la planta durante el proceso de infeccion. Estos sintomas incluyen
manchas foliares, marchitamiento, exudados y lesiones en el tallo.
En muchos casos se presenta necrosis de los haces vasculares y en
casos extremos puede incluso ocasionar la muerte total de la planta
(1, 19). El proceso infeccioso comienza con la multiplicacion epifita,
y la consecuente penetracion a la planta por los estomas o por heridas
presentes en la epidermis provocadas por la lluvia, insectos o por el ser
humano (1, 20). Una vez en el interior, la bacteria pasa por una fase
de desarrollo intercelular en el mesofilo para posteriormente invadir el
xilema en cuyo caso la infeccion se torna sistémica (18). Pese a existir
variedades de yuca resistentes, éstas no presentan buenas cualidades
agrondmicas y no son cultivadas por los productores. La comprension
de los mecanismos y estrategias que emplean las variedades resistentes
permitiria transferirlas a las variedades comerciales que son, en la
mayoria de los casos, susceptibles a la enfermedad, via mejoramiento
genético.

Las plantas frente a posibles infecciones por patogenos presentan
barreras estructurales constitutivas y respuestas inducidas (2). Dentro
de las primeras se encuentra la presencia de tricomas, paredes
celulares o produccion de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiolégica (3,4,8). Por ejemplo, durante la infeccion algunas
plantas generan modificaciones en la pared con el fin de reforzar esta
barrera estructural, entre ellas la deposicion de calosa en aposiciones
denominadas papilas (13), ademas de formacion de tilides (tilosas)
y taponamiento de haces vasculares. Por otro lado, las respuestas
inducidas se dan como producto del reconocimiento del patogeno,
lo que activa vias de transduccion de sefiales que culminan con la
reprogramacion de la expresion génica y la produccion de estructuras
de refuerzo o de moléculas con actividad bioquimica deletérea para los
patdgenos (11, 13, 18, 24).

La microscopia optica y electronica ha permitido dilucidar
diversos procesos de patogénesis, permitiendo conocer en detalle
tanto los procesos de penetracion de los patdgenos, como los
cambios morfologicos provocados en la planta hospedera. En
diversas interacciones planta-patogeno se han identificado respuestas
histoquimicas de la planta durante la infeccion; entre ellas, la produccion
de compuestos fenolicos y el refuerzo de las barreras constitutivas en
xilemay floema por lignificacion, suberificacion o deposicion de calosa
(5,11, 13, 14). El uso de coloraciones de contraste ha permitido también
detectar cambios estructurales como formacion de tilides, zonas de
lignificacion o de division celular e hiperplasia (24).

En el caso particular de yuca, se han realizado estudios histoquimicos
y citoquimicos para evaluar la respuesta de las plantas propagadas in
vitro y aclimatadas en invernadero, a nivel de tallo principalmente, en
respuesta a la infeccion por Xam (15, 16). Estos estudios, encontraron
que se presentaban respuestas de defensa similares en tejidos vasculares
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de plantas resistentes y susceptibles, sin embargo la intensidad de las
respuestas fue mayor en las variedades resistentes. Por otro lado se
encontrd que, mientras el numero de células productoras de fenol no
presentaba diferencia en plantas sanas (susceptibles y resistentes), hubo
un incremento significativo en el nimero de estas células en el floema y
xilema de plantas resistentes infectadas. Esto se relaciona con estudios
previos en los cuales se ha mostrado una posible actividad bactericida
de compuestos fenolicos en plantas infectadas con Xanthomonas (16).

También se reporto la deteccion histoquimica de flavonoides dentro
de vasos infectados (15). En plantas infectadas, la lignina se encontrd
diferencialmente acumulada en las paredes de células del floema y
corticales. Se postula que esto contribuye con la prevencion de fuentes
secundarias de indculo bacteriano. También se evidencio la acumulacion
de compuestos osmofilicos en las vacuolas y la formacion rapida de
tilides que obstruyen los vasos del xilema (15). Por otro lado, estudios de
inmunocitoquimica han demostrado la importancia de lipopolisacaridos
de Xam en su interaccion con la pared celular de yuca (6).

Los estudios citoquimicos en yuca (15, 16), han utilizado multiples
metodologias tales como microscopia Optica (convencional y con
epifluorescencia) y microscopia electronica y el uso de anticuerpos
policlonales para inmunolocalizacion de calosa in situ, entre otros.
Esta aproximacion multiple, si bien ha generado evidencia muy
completa del proceso, dificulta el estudio del proceso de infeccion en
el tiempo y el espacio. Trabajos en otros patosistemas han optado por
utilizar solamente cortes finos en microscopia optica, implementando
multiples pruebas histoquimicas en secciones seriadas. Por ejemplo,
Fry & Milholland (12) realizaron tinciones con Hematoxilina-Naranja
G y pruebas histoquimicas para pectinas, gomas, lignina y taninos,
en secciones finas seriadas para estudiar las respuestas de la uva a la
infeccion con Xyllela fastidiosa.

En este estudio se busco evaluar las respuestas a nivel histologico
de plantas de yuca adultas, a nivel de tallo a diferentes tiempos post
inoculacion y a diferentes distancias del punto de inoculacion, aspecto
que no ha sido tenido en cuenta en estudios previos. En este trabajo se
aplicaron metodologias histoquimicas con secciones finas, seriadas y
bajo microscopio Optico, para el estudio de las principales respuestas
de plantas susceptibles y resistentes de yuca a la infeccion con Xam.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo, inoculacién y disefio experimental

Estacas de plantas de yuca de las variedades TMS60444
(susceptible) y CM6438-14 (resistente) se cultivaron bajo invernadero a
28°Cy 80% de humedad relativa. Plantas de 53 dias se inocularon con
la cepa patogénica CIO151 de Xam, utilizando el método de puncion
(21). Para ello se aplicaron 10 pL de un cultivo bacteriano calibrado
a una densidad Optica de 0.002 a 600 nm con MgCl,. La puncién se
realiz6 a una distancia de entre 5 y 8 cm del apice del tallo, en el punto
medio del primer entrenudo grande de la planta.

Se realizaron tres réplicas biologicas de inoculacion (tres plantas).
La planta control, se punzd siguiento el procedimiento descrito
previamente, y se le aplico la solucion de MgCl sin bacterias (ésta
no se incluy6 en el disefio factorial). Las muestras se colectaron a
los 0, 7 y 14 dias post-inoculacion (dpi). En cada uno de los dias se
tomaron muestras a 5, 10, 15 y 20 mm del punto de inoculacion; por
cada muestra se realizaron cortes seriados de 8 micras de grosor y se
distribuyeron al azar en laminas para 5 tinciones diferentes, en cada
lamina 5 cortes (pseudoréplicas).
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Fijacion, inclusién en parafina y tinciones diferenciales

Las muestras a cortar fijaron en FAA (10:5:85, formol: 4cido acético
glacial: etanol 70%) por 48 horas. Posteriormente las muestras se
deshidrataron en series ascendentes de etanol (70, 90, 95 y 100%). El
etanol absoluto se remplazo mediante pasos en diferentes soluciones de
etanol 100%-Histoclear (Sigma, agente aclarante; 10-90, 30-70, 50-50,
70-30, 90-10, 100%). El histoclear a su vez se remplazd por paraplast
plus (Sigma), que se utiliz6 como medio de inclusion, aplicando tres
cambios.

Para la evaluacion de cambios estructurales ¢ histoquimicos se
realizaron cinco tinciones diferenciales, en donde se evaluo la presencia
de tilides, suberina, compuestos fenolicos y calosa en los tejidos de las
plantas de las variedades resistente y susceptible.

Para la deteccion de cambios estructurales en parénquima, xilema
y/o floema, y deteccion de compuestos fendlicos se utilizaron dos
metodologias, 7) tincidon policromatica con toluidina O para cortes
en parafina (26) y ii) azul de astra - fucsina (25). Para la deteccion
histoquimica de lignina y compuestos afines se aplico la coloracion
de floroglucinol-HCI (25). La deteccion de calosa se realizo mediante
tincién con azul de anilina y se observo mediante epifluorescencia
(15). El colorante sudan negro B se empled para la deteccion de
suberina (25).

Para los analisis cuantitativos se tuvieron en cuenta las siguientes 10
variables de respuesta medidas en cada pseudoréplica: vasos obstruidos
con tilides y/o compuestos fenolicos (Til); depdsitos periféricos y
totales de calosa en el floema (CalP y CalT); depositos de calosa en
parénquima cortical (CalC); compuestos fendlicos en corteza y floema
(FenC y FenF) y suberina en corteza, médula, xilema y floema (SubC,
SubM, SubX, SubF). Todas las variables se expresaron como niimero
de células afectadas por seccion histoldgica, siguiendo la metodologia
de Kpemoua et al. (15). El area promedio de las secciones histologicas
fue de 13.1+3,7 mm?y 14,8 + 3,0 mm? para las variedades TMS60444
y CM6438-14 respectivamente.

En cuanto al disefio experimental se emple6 un factorial 2x4x3,
bajo un modelo completamente al azar, siendo los factores: Variedades
(Resistente: CM6438-14 y Susceptible: TMS60444), distancia del
punto de inoculacion (5, 10, 15 y 20 mm) y dias post-inoculacion (0,
7 y 14 dpi; 0: control de tiempo). Dado que los resultados obtenidos
no presentaron comportamiento estadistico ajustado a la normalidad,
se realizaron pruebas estadisticas de Kruskal - Wallis (17) y pruebas de
comparacion pareadas realizando correccion de Bonferroni del valor P
(7), utilizando el programa R (23).

RESULTADOS

Posterior a la infeccion con la cepa CIO151 de Xam, el tejido de
tallo se colectd a los diferentes tiempos post-infeccion (0, 7 y 14 dpi)
para el analisis histoquimico en las dos variedades. Las condiciones
del experimento fueron exitosas por cuanto las plantas control de la
variedad TMS60444 a los 21-30 dpi mostraron sintomas tipicos de
bacteriosis, mientras que estos sintomas estuvieron ausentes en la
variedad CM6438-14 (datos no mostrados).

Estructura histologica general del tallo de yuca

Una vez colectados y procesados los tallos de las dos variedades
se visualizaron por microscopia Optica. Los tallos inoculados de las
dos variedades se caracterizaron por presentar una epidermis externa
con cuticula delgada, corteza formada por 3 a 4 capas de parénquima,
seguidos por 3-4 capas de colénquima y 2-3 capas de parénquima.
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En los tejidos vasculares se formd un anillo continuo debido a un
crecimiento secundario incipiente, conformados por 1 a 2 capas de fibras
perifloematicas externas, seguidas de floema (6-9 células de grosor),
zona cambial (4 células de grosor aproximadamente) y xilema de grosor
variable. En el xilema se observo claramente las zonas correspondientes
al xilema primario, en donde este tejido estd mas desarrollado y las
zonas interfasciculares con desarrollo incipiente secundario. La médula
esta conformada por grandes células parenquimaticas (Figura 1A). Enel
parénquima cortical y medular se presentaron ocasionalmente cristales
de oxalato de calcio de tipo drusa.

Respuestas a la infeccion por Xam

En el xilema, la infeccion con Xam se manifesté como obstruccion
de los vasos por conformacion de tilides (Figura 1B), o de compuestos
fenolicos (Figura 1C); o una combinacion de las dos situaciones. Este
tipo de fendomeno se presento en las dos variedades evaluadas.

La formacion de depositos de calosa se presentd en el floema
principalmente (Figura 1 D-E), pero también en la corteza (Figura
1E) y en paredes o espacios intercelulares en las fibras perifloematicas
(Figura 1F). Los depdsitos encontrados fueron de dos tipos: i) aquellos
que bloquearon totalmente el lumen de los tubos cribosos y ii) aquellos
situados periféricamente, presentes en las paredes de los tubos cribosos
o en las fibras ya nombradas.

Ademas, se presentaron compuestos fendlicos en floema y corteza,
los cuales fueron detectados y cuantificados mediante tinciones con
floroglucinol-HCI (Figura 1G) y/o azul de toluidina (Figura 1H). Estos
compuestos se presentaron en la variedad resistente y susceptible,
presentando diferencias significativas entre variedades solamente en
el floema.

Comparacion de las respuestas en las dos variedades

Con base en los cortes y las tinciones realizadas se pudo cuantificar
diez tipos diferentes de respuestas conforme a la metodologia. Estas
variables se cuantificaron en las dos variedades tanto a los 7 y 14
dpi y a diferentes puntos del tallo, desde el punto de inoculacion
hasta 20 cm de distancia. Como respuesta general, las 10 variables
evaluadas (Til, CalP, CalT, CalC, FenC, FenF, SubC, SubM, SubX y
SubF) incrementaron de manera significativa entre el dia 0 (control
de tiempo donde los resultados fueron invariablemente 0) y el dia 14.
El incremento en el numero de estructuras histologicas observado se
gener6 especificamente como producto de la infeccion por Xam, ya
que en los controles de inoculacion (puncion con solucion libre de
Xam), no se observd la presencia de este tipo de respuesta (valores
invariablemente de 0). Esto significa que las dos variedades de yuca,
resistente y susceptible, responden a la presencia de Xam incrementando
suberina, calosa, compuestos fendlicos y formando tilides en los
diferentes tejidos del tallo.

Para evaluar mas en detalle las respuestas diferenciales de las dos
variedades a lo largo del tiempo y a las diferentes distancias del punto
de inoculacion se realizo una prueba de Kruskal-Wallis (17) y tests
pareados con correccion de Bonferroni (7). Estos analisis permitieron
identificar diferencias significativas entre las dos variedades en seis de
las 10 variables histoquimicas evaluadas (Tabla 1). Con respecto a la
distancia al punto de inoculacion con Xam no se presentaron diferencias
significativas tampoco para la interaccion distancia por variedad
(prueba de Kruskal-Wallis, datos no mostrados).

Tres de las variables que manifiestan diferencias entre variedades
afectan el floema (CalT, CalP y FenF), dos a la corteza (CalC y SubC)
y una al xilema (Til). Solamente la variable CalP mostr6 diferencias
entre variedades a los 7 dpi.
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Figura 1. Tinciones diferenciales en secciones transversales de Manihot esculenta. A- Vista general (azul de astra-fucsina); B,C. Detalle de tilides y depositos fendlicos
en vasos de xilema a los 14 dias de inoculacion (azul de astra-fucsina); D,E. Vista general observada bajo fluorescencia (azul de anilina); F. Reaccion positiva de
calosa en fibras perifloematicas (azul de anilina); G. Reaccion positiva de algunas células corticales (Floroglucinol-HCI); H. Tincion positiva del floema (Azul
de toluidina). A,B,C,D. Variedad TM60444; E,F,G,H. Variedad CM6438-14. Abreviaturas = c: corteza, cal: calosa, calc: calosa en corteza, calp: calosa periférica,
calt: calosa total, cf: compuestos fenolicos, dr: drusas, e: epidermis, f: floema, fenc: compuestos fendlicos en corteza, fenf: compuestos fenolicos en floema, fp:
fibras perifloematicas, pm: parénquima medular, til: tilides, x: xilema, x1: xilema primario, x2: xilema secundario. Escalas: A = 100 mm, B,C,F;H = 10 mm, D =

50 mm, E,G =25 mm.

Como respuesta a la infeccion por Xam, los vasos del xilema de la
variedad susceptible tienden a llenarse de tilides o compuestos fendlicos
(Til; Figura 2A) en una proporcion cuatro veces superior a la que se
presenta en la variedad resistente.

La obstruccion total de los tubos cribosos por calosa (CalT; Figura
2B) es significativamente mayor en el floema de la variedad sensible;
en donde ademas, los depdsitos son mas frecuentes con el aumento de
la distancia al punto de inoculacion. En contraste, la variedad resistente
genera mas depdsitos periféricos de calosa (CalP; Figura 2C) que
limitan el dafio causado por Xam al floema, manteniendo los tubos
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cribosos funcionales. La formacion de depositos de calosa en las paredes
de las células parenquimaticas de la corteza se presentd solamente en
la variedad CM6438-14 (Cal C; Figura 2D), mientras que éstas no se
observaron en la variedad susceptible TMS60444.

Entre las dos variedades también se observaron diferencias
contrastantes em la presencia de compuestos fenodlicos en el floema.
En la variedad susceptible se presentaron valores altos a todas las
distancias del punto de inoculacién evaluadas, mientras que en la
variedad resistente se presentaron valores mas bajos y confinados a la
cercania del punto de inoculacion (Figura 2E).
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Til CalT CalP CalC SubC FenF

Prueba de Kruskal Wallis Variable x variedad 0,1775 0,002877 0,2695 0,002956 0,1241 0,01865
ek sk %
Variable x distancia 0,9379 0,5276 0,5191 0,9998 0,9822 0,7368
Prueba de comparacion de medias de variedad 0,8818 0,1914 0,02821 NA 0,3031 NA
Bonferroni dia 7 *
variedad 0,0009886 0,0009911 0,02089 0,0009597 0,01531 0,000983
dia 14 ksk 3k * kok * ok
Distancias 0,8729 0,803 0,9734 0,9913 0,2565 0,5311
dia 14

Tabla 1. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis y test de Bonferroni para seis variables histologicas medidas a 4 distancias del punto de inoculacion de
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis en la variedad resistente CM6438-14 y la variedad sensible TM60444 de yuca (Manihot esculenta). * diferencia significativa;
** diferencia altamente significativa.

A. Acumulacion de tilides y compuestos B. Depdsitos totales de calosa en el
fendlicos en los vasos del xilema (Til) floema (Calt)

RS R10 R15 R20 S5 510 515 S20
C. Depésitos periféricos de calosa en D. Depésitos de calosa en
el floema (Calp) parénquima cortical (Calc)
20 2;5

15 T

10 A

RS R10 R15 R20 S5 S10 $15 520

E. Compuesto fendlicos en el floema
(Fenf) Unidades: Numero de células afectadas/seccién
R : Variedad resistente CM6438-14

S: Variedad susceptible TM60444

5,10,15,20 : Distancia en mm del punto de

inoculacion.

Figura 2. Variables histologicas medidas a cuatro distancias del punto de inoculacién de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis en dos variedades de yuca
(Manihot esculenta)
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DISCUSION

En este trabajo se evalud la respuesta histologica de plantas de
yuca resistentes y susceptibles a Xam a diferentes tiempos y sitios del
punto de inoculacion post-infeccion . Mediante cortes histologicos y
coloraciones diferenciales se pudo establecer que la variedad resistente
genera barreras de calosa en el parénquima cortical (Figuras 1E-F, 2D)
y en el floema (Figuras 1E, 2C), manteniendo asi funcional este tipo
de tejido. En tanto que en la variedad susceptible los tejidos vasculares
colapsan, el floema por obstruccion total por tapones de calosa y por
compuestos fenélicos (Figuras 1D, 2B) y el xilema por la formacion
de tilides y/o acumulacion de compuestos fenolicos (Figuras 1B-C,
2A), sin poder frenar con ello el avance sistémico de la enfermedad.

Respuestas a nivel del xilema: tilides y compuestos fenolicos

En este estudio se pudo evidenciar la presencia de tilides y
compuestos fenolicos en los vasos del xilema como respuesta a la
infeccion en las dos variedades (Figuras 1 B-C y 2A). Las células
del xilema, al igual que todas las células vegetales, son capaces de
reconocer a los potenciales patdgenos a través de receptores extra
o intracelulares los cuales activan respuestas de defensa generando
barreras fisicas o quimicas (8). Los mecanismos asociados a la defensa
del xilema estan asociados al parénquima paratraqueal y consisten
frecuentemente en la secrecion de compuestos fenolicos (2, 3), gomas
y/o sobrecrecimiento de las propias células parenquimaticas (tilides)
para contener al patdogeno o inhibir su desarrollo (27). En el presente
estudio se observaron tanto tilides y produccion de compuestos
fendlicos en las dos variedades de yuca estudiadas. Aunque se ha
puesto en evidencia en otras especies que estas respuestas se dan
tanto en plantas sensibles como resistentes, se ha demostrado que en
las resistentes la reaccion es mas rapida e intensa, particularmente en
las cercanias del punto de infeccion, logrando con ello contener al
patogeno (3, 27). Para el caso particular de yuca, estudios previos de
citoquimica comparativa entre una variedad sensible (Fetonegbodgi) y
otra resistente (TMS 91934) realizado en plantas jovenes provenientes
de propagacion in vitro, no se encontraron diferencias en la formacion
de tilides entre las dos variedades a los 6 dpi (15, 16). Los resultados
obtenidos en el presente estudio no solo concuerdan con estos reportes
previos, los cuales estuvieron delimitados a un solo punto de muestreo
a los 5 mm del punto de inoculacion, sino que permiten hacer una
expansion al realizar un analisis a cuatro puntos distantes del punto de
inoculacion. Sin embargo, al analizar las respuestas a los 14 dpi si se
observaron diferencias entre las dos variedades de yuca. En este periodo
de avance del patdgeno, se presenta una mayor cantidad de vasos de
xilema taponados con tilides y/o compuestos fenolicos en la variedad
sensible, en relacion con la resistente (Tabla 1 y Figura 2A). Estos
resultados parecen sugerir que existen otras barreras 0 mecanismos que
actuan tempranamente, permitiéndole a la variedad resistente mantener
funcional el xilema. Mientras que en la variedad sensible el sellamiento
de los vasos, sin formacion de nuevos, podria estar generando estrés
al impedir el flujo de agua y nutrientes hacia las hojas, tal y como ha
sido propuesto por Fradin y Thoma (11).

Depésitos de calosa y compuestos fenolicos en floema y
parénquima cortical

La calosa es un polisacarido que actiia como refuerzo de las
paredes celulares de las plantas y es una de las respuestas inducidas
mas comunes que éstas presentan en respuesta a diferente tipo de
patogenos (8). En tanto que los compuestos fenolicos son sustancias
con actividad desinfectante. Estos dos tipos de respuestas inducidas
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tienen como objetivo evitar la colonizacion del patégeno a células
circundantes sanas. En el presente trabajo se observd un aumento
de calosa, compuestos fendlicos, suberina y tilides como un tipo de
respuesta especifica a la infeccion por Xam a los 14 dpi (Tabla 1, Figura
2). Kpémoua et al. (15) observaron diferencias significativas entre
la variedad resistente y susceptible en cuanto a numero de “células
fenodlicas” tanto en los parénquimas del floema y xilema siendo mayores
en la variedad resistente, mientras que el nimero de vasos infectados
y la cantidad de bacterias fue mayor en la variedad susceptible. Estos
resultados sugieren fuertemente que los compuestos fendlicos actian
efectivamente como una posible barrera para la expansion de la
infeccion. En concordancia con los resultados anteriores, Pereira et
al. (22) encontraron que los niveles de la enzima fenilalanina amonio-
liasa, involucrada en la sintesis de compuestos fendlicos de tipo
fenilpropanoides, se incrementa mucho mas en el caso de una respuesta
de resistencia entre yuca y X. cassavae.

Adicionalmente, en este trabajo se observo que la variedad
resistente genera barreras a la infeccion, conformadas principalmente
por compuestos de tipo calosa en las células de parénquima cortical
(Fig. 2C) y en las paredes de célulares del floema (depdsitos periféricos,
Fig. 2D). Estas barreras parecieran ser efectivas ya que disminuyen
el avance de la infeccion al interior de los tubos cribosos, como
consecuencia, en la variedad resistente la cantidad de elementos de tubo
criboso totalmente taponados por calosa (Figura 2B) y por compuestos
fendlicos (Figura 2E) es menor que en la variedad sensible a los 14
dpi. Una respuesta similar se ha observado en el caso de la interaccion
tomate - Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, raza 1, en donde la
acumulacion de calosa impide la infeccion (3, 4). Cabe sefialar que
aunque la presencia de compuestos fendlicos es menor en las células de
floema en la variedad resistente, su presencia esta asociada a la cercania
del punto de inoculacion y en consecuencia pueden estar asociados a la
contencion de la infeccion, tal como ha sido propuesto por Beckman (3).

A partir de los resultados presentados en este estudio se puede
concluir que la resistencia que presenta la variedad CM6438-14 frente
a Xam, parece estar relacionada principalmente con la generacion de
barreras de calosa en el parénquima cortical y en las paredes del floema.
En tanto que la ausencia de este tipo de respuesta (0 su respuesta
limitada) en la variedad sensible TMS60444, determina que a los 14 dpi
se presente un mayor taponamiento del xilema por tilides y del floema
por tapones totales de calosa, lo cual genera un colapso vascular de la
planta, provocando su muerte.
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