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Alteraciones estructurales
producidas en yemas de cafna de
azucar durante el proceso de
infeccion del hongo Ustilago
scitaminea
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En el presente trabajo se estudiaron los cambios estructurales que se producen
en yemas de cafia de azucar durante la infeccion con Ustilago scitaminea.
Yemas de los cultivares SP79-2312 y NA56-79, resistente y susceptible al men-
cionado hongo, fueron inoculadas con teliosporas de U. scitaminea. Se coloca-
ron en bandejas, mantenidas en oscuridad a 31 °C y 80% de humedad relativa.
Se dejaron como controles 30 yemas de cada cultivar sin inocular. Los muestre-
0s se realizaron a las 16, 40 y 72 h después de la inoculacion, tomando 10
yemas inoculadas de cada cultivar e igual nimero de sanas. Los tejidos se fija-
ron en glutaraldehido y tetréxido de osmio, después fueron deshidratados en
acetona e incluidos en resina Spurr. Se realizaron cortes transversales semifinos
y ultrafinos, que fueron observados en microscopios de luz y electronico. Se
comprobo que a pesar de haber roto la barrera de resistencia de SP79-2312,
por el método de inoculaciéon empleado, el desarrollo del hongo en este cultivar
resistente fue siempre mas lento que en el susceptible NA56-79. A las 14 h des-
pués del inéculo, no se observé el hongo en el cultivar resistente, y en el sus-
ceptible fue escaso, a las 40 h se apreci6 un incremento en la cantidad de hifas
y mas aun a las 72 h. Los dafios en la estructura celular fueron mas drasticos
desde el segundo muestreo, incrementandose en el Ultimo. Las alteraciones
detectadas fueron: formacion de granulos electrodensos en el interior de las
células, incremento de vacuolas, vesiculas y reticulo endoplasmico, asi como
ruptura de membranas.
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Structural changesin sugar cane budsduring
infection by the fungus Ustilago scitaminea

The structural changes that take place in sugar cane buds during the infection
with Ustilago scitaminea were studied. Buds of the cultivars SP79-2312 and
NA56-79, resistant and susceptible to this fungus, were inoculated with teliospo-
res of U. scitaminea. They were placed in trays and maintained in darkness at
31 °C and 80% relative humidity. Thirty buds of each cultivar left without inocula-
ting as controls. The samplings were carried out at 16, 40 and 72 h after inocula-
tion, taking 10 inoculated buds of each cultivar and same number of healthy
buds. The tissues were fixed in glutaraldehyde and osmium tetroxide, later they
were dehydrated in acetone and embedded in Spurr resin. Semi-fine and ultra-
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fine transverse sections were prepared, and were observed in light and electron
microscopes respectively. It was proven that in spite of having broken the barrier
of resistance of SP79-2312, for the inoculation method used, always the deve-
lopment of the fungus in this resistant cultivar was slower than in the susceptible
one NA56-79. At 14 h post-inoculation, the fungus was not observed in the resis-
tant cultivar, and it was scarce in the susceptible one. At 40 h an increament in
the quantity of hyphaes was noticed and even more at 72 h. The damages in the
cellular structure were more drastic from the second sampling, being increased
in the last one. The detected alterations were: formation of electrodense granu-
les inside the cells, increament of vacuoles, vesicles and endoplasmic reticulum
cisternae, as well as rupture of membranes inside of the cells.

Key words

Smut, Ustilago scitaminea, Sugarcane, Ultrastructure, Cytopathology

El carbdn de la cafia de azlcar es una de las princi-
pales enfermedades que afectan a este cultivo. Su agente
causal es el hongo Ustilago scitaminea Sydow €l cual esta
presente en casi todos los paises productores de cafia. Este
patégeno provoca una reduccion entre 17 'y 22% del rendi-
miento agricola, pudiendo llegar hasta un 50% en cultiva-
res susceptibles, ademés afecta la calidad y cantidad del
jugo que se extrae de los tallos para la elaboracion del
azlcar [1,2]. El sintoma tipico de esta enfermedad es la
formacion en layematerminal de una estructura en forma
de latigo, que porta las esporas del hongo. También se
produce proliferacion de las yemas laterales y formacion
de plantones herbaceos.

En estudios histoldgicos sobre la infeccion, se ha
comprobado que ésta no se disemina dentro de la planta
por los vasos del xilema, sino que lo hace célula a célula,
ya que estos vasos tienen una alta concentracion de sales
gue inhiben el desarrollo del hongo [3].

Por la importancia de U. scitaminea en la cafia de
azucar, se han llevado a cabo diferentes investigaciones
sobre la interaccién patégeno-hospedero, tales como el
incremento de las poliaminas y los fenoles en plantas
infectadas [4,5]; el aumento de las glicoproteinas en los
jugos de cafia como un factor de resistencia a carbén [6];
la caracterizacion molecular del patdgeno [7] y un método
para el diagndstico del mismo por técnicas moleculares
[8]. Ademés se implementd la técnica de inmunofluores-
cenciaindirecta para la deteccion del patdégeno y se deter-
mind que las teliosporas del hongo pueden germinar a
partir de las 6 h posteriores alainoculacion [9].

Estudios fisiopatol égicos para conocer la interac-
cion hospedante-patogeno, se han realizado en cafia de
azUcar con diferentes enfermedades, como son €l mosaico
[10], e raquitismo de los retofios [11] y el carbodn [12],
entre otros. Como se puede apreciar son numerosos y disi-
miles |os estudios que se han realizado sobre este microor-
ganismo, con Vistas a conocer Méas sus caracteristicas y asi
lograr un mejor control de la enfermedad.

En los vegetales, como en los animales, los siste-
mas de membranas juegan un importante papel en las
células, ya que forman parte de la estructura del protoplas-
to y constituyen € plasmalema, tonoplasto y, segiin algu-
nos investigadores, también el reticulo endoplasmico,
dictiosomasy otras estructuras [13]. Estas membranas son
altamente sensibles a la accion de los patégenos, sobre
todo hongos [14]. El nimero y actividad de diferentes
organulos celulares puede verse afectado en células infec-
tadas con microorganismos[15].

El presente trabajo tiene como objetivo describir
las alteraciones que se producen en yemas de cafia de azU-
car durante lainfeccion con el hongo U. scitaminea.

El trabajo se realiz6 en el Centro de Energia
Nuclear parala Agricultura (CENA) de la Universidad de
Sao Paulo, Brasil. Se utilizaron tallos de nueve meses de
edad de dos cultivares de cafa de aztcar, SP79-2312
(resistente a carbdn) y NAS6-79 (susceptible). Se corta-
ron en secciones individuales de una yemay se colocaron
en bandejas con un lecho humedo de algodén y papel,
manteniéndolas en la oscuridad a 31 °C y 80% de hume-
dad relativa. Se inocularon con una mezcla de teliosporas
de carbon, que fueron colectadas en diferentes plantas
infectadas del campo y se les agregé una pequefia canti-
dad de agua estéril para formar una pasta concentrada de
teliosporas, que fue colocada encima de las yemas y con
una aguja entomol dgica se le hicieron pequefios agujeros,
parafacilitar la entrada del hongo. Se degjaron sin inocular
30 yemas de cada cultivar como controles.

Los muestreos fueron realizados alas 16, 40y 72 h
después de la inoculacion. Se procesaron 10 yemas sanas
y 10 inoculadas de los cultivares, en cada muestreo. Antes
de hacer la extraccion de las yemas, se lavaron bien con
un hisopo para eliminar todas las esporas y fueron separa-
das varias de las escamas superiores.

Los tgjidos se fijaron durante 18 h en glutaral dehi-
do a 3% en tampodn fosfato 0,2 M, pH 7,2, realizandose
posteriormente otra fijacion de 3 h en tetréxido de osmio
al 2% en e mismo tampon. Se hizo precontraste con ace-
tato de uranilo acuoso a 3% por 2 h y se deshidrataron en
series crecientes de acetona. La inclusion fue en resina
Spurr [16].

En un ultramicrotomo Blumm, Sorval MT-1
(Reino Unido) se realizaron cortes transversales semifinos
(0,5-1,0 um) y ultrafinos (60-90 nm). Los primeros fueron
tefiidos con azul de metileno al 1% y los ultrafinos con-
trastados con acetato de uranilo y citrato de plomo [17].

Las observaciones de los cortes semifinos se reali-
zaron en un microscopio optico Olimpus BH 2 (Japdn) y
los ultrafinos en un microscopio electrénico de transmi-
sién Zeiss EM-900 (Alemania) a diferentes aumentos.

En las observaciones realizadas al microscopio
electrénico no se encontraron diferencias ultraestructura-
les entre las yemas controles de los dos cultivares.

En cuanto alas muestras infectadas con U. scitami-
nea se pudo constatar que el método de inoculacién
empleado fue drastico, lograndose la infeccion en los dos
cultivares. Por lo que se rompi6 la barrera de resistencia
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Figura 1. Localizacién del hongo en yemas de cafia de azlcar del
cultivar susceptible (NA56-79): a. Espora de Ustilago scitaminea
comenzando a germinar (flecha) en el interior de una cavidad esto-
matica (1.400x); b. Hifa de U. scitaminea (flecha) penetrando entre
células epidérmicas (1.400x).

morfoldgica que presenté el cultivar SP79-2312 frente a
carbon.

La penetracion del patdgeno dentro del tejido se
produjo tanto por la abertura estomatica, como por las
células epidérmicas (Figura 1). La espora germina 'y pro-
duce hifainfectiva, que formael micelio del hongo.

En e primer muestreo (16 h después de lainocula
cién) no fueron encontradas hifas del hongo en el cultivar
resistente, pero si en e susceptible (NA56-79), donde la
presencia del hongo, aunque escasa, fue apreciable. En €
segundo muestreo (40 h post-inoculacion) se encontré
siempre mayor nimero de hifas en € cultivar susceptible
con respecto al resistente. A las 72 h después de lainocu-
lacién (tercer muestreo), aungue no fue cuantificado, se
pudo observar mas cantidad de hifas en ambos cultivares,
pero sobre todo en NA56-79 fue més evidente (Figura 2).

En el primer muestreo, € cultivar NA56-79 no pre-
sentds dafios ultraestructurales considerables en € tgjido.
Pero a las 40 h post-inoculacion se observaron alteracio-
nes en e mismo, producidas por el hongo, como la pre-
sencia de granulos en el citoplasma celular. En el tercer
muestreo se observo, en los dos cultivares, cambios dentro
de las células, pero éstos fueron mas drésticos en € sus-
ceptible, presentando una desorganizacion general, un
incremento en el nimero de vacuolas y vesiculas, asi
como de reticulo endoplasmico. Otras lesiones encontra-
das fueron rupturas en el sistema de membranas y en la
pared celular (Figura 3). En ambos cultivares las ateracio-

Figura 2. Cortes semifinos de yemas de los dos cultivares estudia-
dos a las 72 h posteriores a la inoculacién. En SP79-2312, que es
resistente, hay una presencia menor del hongo (a) que en el culti-
var susceptible NA56-79 (b). 1.400x.

nes son semejantes, pero le lleva mas tiempo al hongo en
desarrollarse sobre el cultivar resistente (SP79-2312). Las
observaciones redlizadas en todas las repeticiones fueron
similares.

La penetracion del patégeno tanto por la abertura
estomatica como por espacios entre las células epidérmi-
cas, coincide con lo sefialado por otros investigadores [3].
La deteccién de hifas infectivas en los tejidos corrobora
que bajo las condiciones empleadas de temperatura
(31 °C) y humedad relativa (80%) se producen estas
estructuras directamente de las esporas y no los espori-
dios, que es otra forma de infectar los tejidos, pero se pro-
ducen cuando la temperatura esta entre 20 y 25 °C, como
se planteaen laliteratura[7,18].

Las ateraciones encontradas en la estructura celu-
lar de las yemas de cafia de az(icar, provocadas por U. sci-
taminea, se traduce en cambios en los 6rganos y la planta,
en general. Las alteraciones en la estructura 'y en la fun-
cioén de las células, Ilamados cambios citopatol 6gicos
[14], encontradas en este sistema, han sido descritas en
otros tipos de vegetal es afectados por patdgenos de origen
fungico. Por gemplo, la granulaciéon que se forma en el
protoplasto puede ser debida a toxinas del hongo, asi
como a la penetracion del propio microorganismo dentro
del hospedero [19]. También se ha sefialado que los pat6-
genos pueden incrementar € nimero y actividad del reti-
culo endoplasmético y de otros organulos en las células
infectadas [15]. Estas membranas son altamente sensibles
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ala accién de los patégenos, sobre todo hongos, ya que se
ha descrito el efecto de toxinas de éstos sobre sistemas de
membranas en células de trigo. También se han observado
ateraciones en plasmalemas y tonoplastos en cebada afec-
tada por diferentes micosis. Cambios semejantes en la
ultraestructura celular se han descrito en plantas de maiz
infectadas con Bipolaris maydis [14].

L os resultados observados ponen de manifiesto que
¢l lento proceso en los cambios estructurales que presentd
e cultivar SP79-2312 parece deberse a sus caracteristicas
fisiolégicas y bioquimicas, de ahi su resistencia ala enfer-
medad, pues a pesar de haberse roto la resistencia fisica
por € tipo de inoculacién empleada, €l hongo no coloniza
con facilidad los tejidos de este cultivar. Estudios realiza-
dos con las poliaminas y fenoles corroboran la reaccion
que desarrolla la cafia de azlicar ante la infeccion con
U. scitaminea, incrementando la concentracion de estos
compuestos [4,5]. Es conocido que los fenoles estan rela-
cionados con los mecanismos de defensa que desarrollan
los vegetales frente a parésitos y patégenos [20].

Todo este proceso es altamente complejo, por 1o
que son muy importantes los estudios celulares de las fito-
patologias, para llegar a conocer megjor € mecanismo de
degradacion que sufren los tgjidos durante la interaccion
hospedante-patégeno.

Figura 3. Cambios ultraestructurales que se producen en las célu-
las de las yemas del cultivar susceptible de cafia de aztcar (NA56-
79) al ser infectadas por U. scitaminea; a. Incremento de granulos
electrodensos (G) y vesiculas (VE) (6.000x); b. Rupturas en la
membrana y pared celular (flechas) (14.000x); c. Incremento de cis-
ternas y vesiculas del reticulo endoplasmico (RE), y vacuolas (VA)
(10.000x).
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