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Resumen: Se propone como objetivo general de estas practicas el estudio de un caso
concreto de interaccidn entre planta y patdgeno. El ejemplo elegido serd el carbén de
la cafia de azlcar. Se estudiaran distintas respuestas que elicitan moléculas de S.
scitamineum en dos variedades de cafia de azucar, resistente y susceptible, por
acumulacion de proteinas de resistencia (PR, [B-1,3-glucanasas, quitinasas vy
peroxidasas), fenoles solubles y refuerzo de la lignificacidn en el esclerénquima y el
xilema. Ademads se pretende comprobar el efecto aglutinante de las glicoproteinas de
cafia sobre teliosporas del carbén.

Palabras clave: Sporisorium scitamineum. Saccharum officinarum. Proteinas
relacionadas con patogénesis (PRP). Fenoles. Lignificacién. Glicoproteinas.

INTRODUCCION

De las diferentes enfermedades de la caiia de azucar, el carbdn es una de las
principales en la mayoria de las areas productoras del mundo, teniendo especial
repercusion por las pérdidas econémicas que supone. El carbén afecta al crecimiento
vegetativo y a la calidad del jugo, disminuyendo el rendimiento de las cosechas en un
20-30%. El sintoma caracteristico de las plantas infectadas, en la etapa mas avanzada
de la patologia, es la formacién de un soro denominado “latigo” (Fig.1), en el que se
agrupan las teliosporas de resistencia que seran dispersadas por el viento.

La formacidon de esta estructura reproductora en el extremo apical del tallo
implica su destruccion y por tanto impide el crecimiento de la planta.

La forma mas efectiva que existe para el control de la enfermedad radica tanto
en el uso de variedades resistentes como la aplicacién de tratamientos hidrotérmicos.
En la actualidad, existe un gran numero de variedades comerciales de cafia de azucar,
originadas por un proceso de mejora genética.
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Figura 1. Estructura reproductora de S. scitamineum en forma de latigo desarrollada en el apice de
tallos de caiia de aztcar.

La susceptibilidad, o la resistencia, de un cultivar se describe en base a un criterio
biolégico teniendo en cuenta la sintomatologia y desarrollo de la enfermedad tras la
infeccion del tejido por un microorganismo patégeno, considerandose un fenotipo
resistente aquél que reduce el crecimiento, la reproduccidon o las actividades del
patdgeno relacionadas con la enfermedad. Si la enfermedad se desarrolla, los sintomas
son menos severos que en un cultivar susceptible.

Algunas sustancias segregadas por el patégeno actuan como elicitores,
desencadenando una reaccidon de defensa en la planta. El concepto de elicitor es un
anglicismo acuifado para procesos fitopatogénicos, y hace referencia a aquellas
moléculas producidas por patdgenos que interactian con receptores de la planta,
activando en ella una doble respuesta, de sensibilidad y de defensa.

MATERIAL BIOLOGICO Y CONDICIONES DE INOCULACION

En el desarrollo de estas practicas se va a trabajar con dos especies bioldgicas
distintas, la primera actia como huésped y la segunda como agente patégeno:

e Saccharum offcinarum L.: caiia de azucar.

e Sporisorium scitamineum (Syd.) Piepenbr. & Oberw. 2002 (= Ustilago
scitaminea Sydow & P. Sydow): hongo basidiomicete causante de la
enfermedad del carbon.

Se van a utilizar dos cultivares comerciales de cafia de azucar con diferente grado
de sensibilidad frente a la enfermedad del carbén, sembrados en el invernadero del
Real Jardin Botanico Alfonso XllI (UCM) durante 12 meses antes de empezar la
experimentacion.
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e Saccharum offcinarum L., cv. Mayari 55-14: resistente a la enfermedad del
carbon.

e Saccharum offcinarum L., cv. Barbados 42231: altamente susceptible a la
enfermedad del carbon.

De la planta, se va a trabajar con la parte central de hojas jévenes
completamente desarrolladas, eligiendo la tercera hoja desde el nacimiento del tallo
aéreo. Las hojas se taladraran a ambos lados de la nervadura central obteniendo 30
discos de aproximadamente 0,5 cm. de didmetro para el ensayo enzimatico, y
secciones rectangulares de 2 cm? de érea para el andlisis histolégico. En ambos casos,
las secciones de hoja se permean con 0,6 mL de iso-propanol al 4% durante 1 hora a 37
°C. La incubacion se llevard a cabo en un volumen total de 15 mL conteniendo un
sistema amortiguador que sera distinto segun el estudio posterior que se vaya a
realizar. Para el ensayo enzimatico de [3-1,3-gucanasa, peroxidasa, valoracidon de
fenoles y el estudio histolégico se utilizard tampdn fosfato sédico 10 mM, pH 6,8, y
para la enzima quitinasa se trabajard con tampdn acetato sédico 50 mM, pH 5,0.

La inoculacion simulada se hard in vitro utilizando un elicitor exdgeno de origen
patogénico. Las secciones de hoja preincubadas con iso-propanol, que permeabiliza las
membranas celulares, se incubaran a continuacion afiadiendo al medio 1 mL de un
elicitor de Sporisorium scitamineum durante 22 horas a 37 °C en oscuridad. Los
controles se realizaran en ausencia del mismo. Transcurrido este tiempo, se llevaran a
cabo los distintos ensayos planteados en estas practicas.

La extraccidon del elicitor fungico se detalla a continuacién: teliosporas de
resistencia de Sporisorium scitamineum (20 mg), aisladas de latigos recolectados en
plantas enfermas, se incuban en 200 mL de medio LILLY y BARNETT (1951) a 38 °C
durante 5 dias. El micelio formado se recoge, se lava con agua destilada, se seca, pesa
y finalmente se pulveriza en nitrégeno liquido. El polvo se extrae con 25 mL de tampdn
Tris-HCI 10 mM, pH 8,8. Tras una centrifugacion (5.000 x g durante 10 minutos a 4 °C),
se afnaden al sedimento 20 mL metanol 80% v/v y la mezcla se agita durante 4 horas a
38 °C. Se realiza una segunda centrifugacién, el sedimento se lava con 5 mL de metanol
y se seca en flujo de aire durante dos horas. Se lleva a cabo un segundo lavado con
tampodn fosfato sddico 10 mM, pH 6,8 y tras él, el sedimento se resuspende en 25 mL
del mismo tampdn. La mezcla se autoclava a 120 °C durante 30 minutos Tras una
tercera centrifugacion (10.000 x g durante 20 minutos a 4 °C), se obtiene un
sobrenadante empleado como elicitor. Método de MC GHIE et al. (1997), modificado
por DE ARMAS et al. (2007).

PRACTICA 1. DETERMINACIONES ENZIMATICAS

Cuando se produce una interaccion primaria entre el elicitor producido por un
patdgeno y el receptor en la planta, se desencadenan una serie de respuestas iniciales
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encaminadas a detener la entrada y/o avance del patégeno. Como respuesta
bioquimica defensiva local se produce una acumulacién de proteinas relacionadas con
la patogénesis (PRP: pathogenesis related proteins) producto de la activaciéon de
factores de transcripcién. Este término incluye aquellas proteinas cuya expresién se ve
inducida de novo bajo condiciones patogénicas.

Las familias de las proteinas PRP se clasifican atendiendo a sus propiedades
fisicas y bioldgicas. Se valoraran en esta practica la actividad 3-1,3-glucanasa, quitinasa
y peroxidasa.

Medida de actividad 3-1,3-glucanasa in vitro

Esta enzima interviene de forma directa, hidrolizando las moléculas de glucanos
(Fig. 2) que constituyen de forma mayoritaria la estructura de la pared celular en
hongos (Fig. 3). Pero también puede actuar de forma indirecta, liberando
oligosacaridos que son reconocidos por la planta como elicitores, activando el sistema
de defensa.

H,O ©°"
E H OH
+
B-1,3-glucanasa

H

OH

Figura 2. Glucano: polimero compuesto de unidades de glucosa con uniones -1,3. La -1,3-glucanasa
hidroliza este enlace liberando mondmeros de glucosa o el disacarido laminaribiosa, ambos con
capacidad reductora.

La actividad de esta enzima se mide colorimétricamente (Fig. 4) segun el método
laminarina - acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

Después de la permeabilizacidn e inoculacion del tejido vegetal, se toman 2.5 mL
del medio de preincubacién, a este volumen se le afiade 0.5 mL de laminarina
comercial al 0,75% (p/v). Esta reaccion se lleva a cabo en un bafio a 37 °C durante 45
minutos. Pasado este tiempo, se para la reaccion cogiendo 0,5 mL del medio de
incubacidén, al que se le anaden 0,5mL de DNS, y se mantiene a 100 °C durante 5
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minutos. Cuando se haya enfriado, se le afiaden 5mL de agua destilada, y se mide
densidad 6ptica a 540 nm.

espacio extracelular

B-(1,6)-D- glucano ~- e quitina

pared celular fungica

~ ‘.
membrana celular fungica
(bicapa fosfolipidica)

\ \ ergosterol

B-(1,3)-D-glucano sintetasa

citoplasma fungico

Figura 3. Estructura de la pared celular de hongos.

De esta valoracion colorimétrica se obtiene la cantidad de azucares reductores
obtenidos después de la degradacidon de la laminarina comercial, reaccion catalizada
por la B-1,3- glucanasa. Los valores obtenidos en unidades de absorbancia se
transformaron en mg/mL de azlcares reductores interpolando en la siguiente recta
patrén:

y =0,466x —0,012

(y =DO 540 nm; x = mg/mL azucares reductores; r = 0,96)

La actividad enzimatica la expresaremos como mg de azucares reductores
formados por minuto y por mg de tejido vegetal fresco.
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CONTROL ELICITOR
13.4 mL Tampon PNa* 13.4 mL Tampo6n PNa*
0.6 mL iso-propanol 0.6 mL iso-propanol

PREINCUBACION 1 HORA A 37°C

l l

1 mL Tampén PNa* 1 mL Elicitor

INCUBACION 22 HORAS A 37 °C

2.5 mL extracto enzimatico

0.5mL S5 mL
ﬂaminarina Laminarina

45 MINUTOS EN BANO A 37°C

0.5 mL medio incubacion

1/ l/O.SmLDNS
. b

0.5 mL DNS

ANADIR 5 mL AGUA Y LEER A 540 nm

Figura 4. Método para valorar actividad B-1,3-glucanasa in vitro.
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Medida de actividad quitinasa in vitro

Las quitinasas son proteinas que hidrolizan quitina (Fig. 5), otro componente
mayoritario de la pared celular de hongos filamentosos (Fig. 3). Hidrolizan el enlace C-C
de dos moléculas de N-acetilglucosamina consecutivas, tanto por mecanismo
endolitico o exolitico.

CHs
I
I
I
HN ° CH,OH CH,0H
I
--1--o : o o-4--- H0 o
oH AN
\O: OH OH
o o
! Quitinasa OH OH
CH,0H | o] NH o] NH
I
I
' CH3 CHj
n

Figura 5 Quitina: polimero de unidades de N-acetil-D-glucosamina unidos por enlace B(1-4). La
quitinasa actua sobre este enlace liberando monémeros de N-acetil-D-glucosamina.

Para valorar quitinasa tras inoculacion in vitro de discos de hoja de cafia, se va a
utilizar quitina comercial. La actividad de esta enzima se mide colorimétricamente (Fig.
6) con acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

Después de la permeabilizacion e inoculacidén del tejido vegetal, se toman 3 mL
del medio de preincubacién, a este volumen se le afiaden 0,5 mL de quitina comercial
al 0,084% (p/v). La reaccion se lleva a cabo en un bafio a 37 °C durante 45 minutos.
Pasado este tiempo, se para la reaccion cogiendo 1,5 mL del medio de incubacidn al
que se le anaden 1,5 mL de DNS y se mantiene a 100 °C durante 5 minutos. Cuando se
haya enfriado, se le afladen 10 mL de agua destilada, y se mide densidad dptica a 540
nm. Los valores obtenidos en unidades de absorbancia se transforman en mg/mL de N-
acetil-D-glucosamina interpolando en la recta patrén:

y =0,5166x + 0,0308

(y = DO 540 nm; x = mg/mL N-acetil-D-glucosamina; r = 0,97)

La actividad enzimatica la expresamos como mg N-acetil-D-glucosamina
formados por minuto y por mg de tejido vegetal fresco.
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CONTROL ELICITOR

13.4 mL Tampo6n AcNa* 13.4 mL Tampo6n AcNa*
0.6 mL iso-propanol 0.6 mL iso-propanol

PREINCUBACION 1 HORA A 37 °C

l l

1 mL Tampdn AcNa* 1 mL Elicitor

INCUBACION 22 HORAS A 37 °C

3 mL extracto enzimatico

.S mL
Quitina

OO
0O

(

45 MINUTOS EN BANO A 37°C

1.5 mL medio incubacion

1 / 1.5 mL DNS / 1.5 mL DNS

5 MINUTOS
A 100°C

ANADIR 10 mL H,0 Y LEER A 540 nm

Figura 6. Método para valorar actividad quitinasa in Vitro.
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Medida de actividad peroxidada in vitro

Las peroxidasas son hemoproteinas que catalizan la oxidacidn monoelectrénica
de diferentes sustratos a expensas del H,0,. Ciertos compuestos donadores de
hidrégeno, como fenoles (guayacol, pirogalol) y aminas aromaticas (o-fenilendiamina),
son oxidados por medio de peréxidos (H,0,).

2RH + H,0, —» 2R+ 2H,0

Las peroxidasas vegetales de secrecidén son de naturaleza glicoproteica, y estdn
localizadas en las paredes celulares y vacuolas. Estan implicadas en varios procesos
fisioldgicos y de desarrollo, participando en la oxidacién de fenoles y especialmente en
la lignificacion como consecuencia de aumentar la velocidad de polimerizacion de los
mismos.

El sustrato oxidable mas usado es el guayacol, que es oxidado a un complejo
coloreado de tetraguayacol en presencia de peroxidasa. El tetraguayacol desarrolla un
color pardo que se mide a 470 nm (Fig. 7).

OCH3 OCH3
OCH3 o o
H Peroxidasa @ @
_
4 +4 Hp02 + 8 H0
oL, .. O
OCH3 OCH3

Figura 7. El peréoxido de hidrégeno se acopla a una peroxidada que utiliza guayacol (incoloro) como
sustrato que se oxida a tetraguyacol (rojo ladrillo).

El perdoxido de hidréogeno se genera en células infectadas inmediatamente
después de reconocer a un patdégeno potencial: se producen alteraciones en el
metabolismo del oxigeno que genera especies de oxigeno reactivas (ROS). Este
fenédmeno se conoce como explosidn oxidativa, y es uno de los mas rapidos que tiene
lugar tras el reconocimiento del patdgeno.

Después de la permeabilizacién e inoculacidén del tejido vegetal, se maceran los
30 discos de hoja en nitrégeno liquido. El polvo se resuspende en 7 mL de tampdn
fosfato sédico 10 mM, pH 6,8 y se centrifuga (10.000 x g durante 15 minutos a 2 °C).
Se recoge el sobrenadante del que se utilizardn 0,5 mL para la mezcla de reacciéon + 2,7
mL tampon fosfato sédico 10 mM, pH 6,8 + 30 pL de guayacol. Esta mezcla de reaccién
sera el blanco de cada medida. Inmediatamente después se afiaden 200 pL de H,0,, en
este momento comienza la reaccién enzimatica y se podra valorar color. La velocidad
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de formacion del color rojo ladrillo puede ser utilizada como medida de la actividad
enzimatica por lecturas espectrofotométricas de la absorbancia en relacién con el
tiempo. Se medird el tiempo que transcurre para observar un incremento de 0,1
unidades en los valores de absorbancia a 470 nm.

La velocidad de reaccion (Vr) se define como: ADO a 470 nm (0,1)
Tiempo(segundos)™.

Una unidad de actividad especifica (AE) se define como la velocidad de reaccion
por mg de tejido vegetal fresco en miligramos.

CONTROL ELICITOR
13.4 mL Tamp6n PNa* 13.4 mL Tampon PNa*
0.6 mL iso-propanol 0.6 mL iso-propanol

PREINCUBACION 1 HORA A 37 °C

l l

1 mL Tampo6n PNa* 1 mL Elicitor

INCUBACION 22 HORAS A 37 °C

l l

» MACERAR DISCOS Y RESUPENDER EN 7 mL TAMPON PNa*
» CENTRIFUGAR 10000 x g durante 15 minutos a 2° C

ﬂ SOBRENADANTE
0.5mL

2.7 mL Tampén PNa*
@ // 30 uL Guayacol

200 plL H,0,

-

AJUSTAR ACERO Abs470nm | ———

A 0.1 de Abs 470 nm

Figura 8. Método para valorar actividad peroxidasa in vitro
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Peso D.O Azucares Vr AE
PAREJA | MUESTRA fresco (540 reductores (mg (mg producto-min’
(mg) nm) (mg-mL'l) producto-min'l) 1-mg'le)
1 My 55-14
(€)
My 55-14
(E)
) My 55-14
()
My 55-14
(E)
3 My 55-14
(©)
My 55-14
(E)
4 My 55-14
(€)
My 55-14
(E)
My 55-14
MEDIA
(9]
My 55-14
(E)
5 B 42-231
(©)
B 42-231
(E)
6 B 42-231
(€)
B 42-231
(E)
; B 42-231
(©)
B 42-231
(E)
B 42-231
MEDIA
(€)
B 42-231
(E)

Tabla 1. Valoracién actividad B-1,3- glucanasa.
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Peso D.O N-acetil-D- Vr AE
PAREJA | MUESTRA fresco (540 glucosamina (mg (mg producto-min’
(mg) nm) (mg-mL'l) producto-min'l) 1-mg'le)
1 My 55-14
(€)
My 55-14
(E)
) My 55-14
()
My 55-14
(E)
3 My 55-14
(©)
My 55-14
(E)
4 My 55-14
(€)
My 55-14
(E)
My 55-14
MEDIA
(9]
My 55-14
(E)
5 B 42-231
(©)
B 42-231
(E)
6 B 42-231
(€)
B 42-231
(E)
7 B 42-231
(©)
B 42-231
(E)
B 42-231
MEDIA
(€)
B 42-231
(E)

Tabla 2. Valoracion actividad quitinasa.
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Peso fresco | A D.O (0.1) Vr AE

PAREJA MUESTRA (mg) (470 nm) (aD.O segundoo'l) (aD.O segundo'l-mg'le)
1 My 55-14 (C)
My 55-14 (E)
2 My 55-14 (C)
My 55-14 (E)
3 My 55-14 (C)
My 55-14 (E)
4 My 55-14 (C)
My 55-14 (E)
MEDIA | My 55-14 (C)
My 55-14 (E)
5 B 42-231 (C)
B 42-231 (E)
6 B 42-231 (C)
B 42-231 (E)
7 B 42-231 (C)
B 42-231 (E)
MEDIA | B 42-231(C)
B 42-231 (E)

Tabla 3. Valoracion actividad peroxidasa.

PRACTICA 2. VALORACION DE FENOLES SOLUBLES

En muchas plantas, una de las reacciones de defensa consiste en la liberacion
temprana de fenoles preformados y una posterior induccién masiva, debida a la
estimulacion del metabolismo de los fenilpropanoides.

Como primera respuesta los fenoles acumulados en la vacuola se liberaran al
citoplasma desde donde pueden pasar a la pared celular, aqui seran utilizados como
monolignoles que por accién de peroxidasas se van a polimerizar para formar lignina.

Después de la permeabilizacion e inoculacién del tejido vegetal, se maceran los
30 discos de hoja en nitrégeno liquido. El polvo se resuspende en 7 mL de tampdn
fosfato sédico 10 mM, pH 6,8 y se centrifuga (10.000 x g durante 15 minutos a 2 °C).
Se recoge el sobrenadante del que se utilizardan 2 mL para la valoracion
espectrofotométrica de los compuestos fendlicos solubles. Se van extraer mediante
reparto de fases en 3 mL de éter dietilico, éste se lleva a sequedad, y los fenoles se
resuspenderdn en 1,5 mL de agua destilada para poder valorarlos mediante el método
colorimétrico de Folin adaptado al analisis de fenoles (Fig. 9).

De esta valoracion colorimétrica se obtiene la cantidad de fenoles solubles de los
discos de hoja. Los valores obtenidos en unidades de absorbancia se transformaron en
mg/mL de fenoles solubles interpolando en la siguiente recta patrén:
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y = 25,286x + 0,035

La cantidad de fenoles solubles la expresaremos en mg por mg de tejido

vegetal fresco.

Figura 9. Método para cuantificar fenoles solubles in vitro

FENOLES SOLUBLES
2 mL extracto

/\
3 mL Eter dietilico (Agitacion)

> l

Fase organica

. !

Sequedad

Resuspender en 1.5 mL H,O
600 pL Na,CO,4
400 pL Folin

v

10 minutos en bafio a 40°C

" 2mLH,0

Lectura 760 nm

PAREJA

MUESTRA

Peso fresco (mg) | D.O (760 nm)| Concentracion (mg-mL-1)

mg fenol-mg™* Pf

My 55-14 (C)

My 55-14 (E)

My 55-14 (C)

My 55-14 (E)

My 55-14 (C)

My 55-14 (E)

My 55-14 (C)

My 55-14 (E)

My 55-14 (C)

MEDIA

My 55-14 (E)

B 42-231 (C)

B 42-231 (E)

B 42-231 (C)

B 42-231 (E)

B 42-231 (C)

B 42-231 (E)

B 42-231 (C)

MEDIA

B 42-231 (E)

Tabla 4. Valoracion contenido fenoles solubles.
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PRACTICA 3. CITOAGLUTINACION DE TELIOSPORAS DE S. SCITAMINEUM INDUCIDO
POR GLICOPROTEINAS DE CANA DE AZUCAR

La planta de cafia de azlcar sintetiza varias de estas glicoproteinas como
respuesta a heridas mecanicas, picaduras de insectos, invasién por patégenos o
deterioro en pie o post-cosecha. La mitad glicidica de esta glicoproteina estd
compuesta de fructosa y galactitol y su masa molecular oscila entre 9 y 800 kDa,
definiéndose entonces dos categorias distintas, MMMG (bajo y mediano) y HMMG
(alto peso molecular). Los restos de fructosa se unen mediante enlaces 3-1,2 mientras
gue bloques galactitol se introducen en la secuencia del fructano mediante enlaces
éter.

Muestras de teliosporas (1.0 mg) fueron flotadas sobre 2mL de HMMG o MMMG
obtenidos de cafias previamente inoculadas. Después de 1 hora de incubacidn, las
esporas fueron observadas al microscopio éptico, observandose el fenédmeno de
citoaglutinacioén respecto de las teliosporas control flotadas sobre agua destilada.

La desorcion sera observada agregando sobre las teliosporas aglutinadas una
gota (sic) de una disolucién de sacarosa 100 mM. Si las células se dispersan, esto serd
debido a que tanto HMMG como MMMG utilizan su resto polisacaridico, con
abundantes enlaces [3-1,2-fructofuranosil-fructofurandsido para formar puentes de
hidrégeno con dominios aminoacidicos particulares de receptores flungicos de
membrana. Un exceso de sacarosa [-1,2-glucopiranosill-fructofurandsido desplazaria
el enlace del posilisacarido HMMG o MMMG de dicho dominio, substituyéndolo en el y
liberando la teliospora de la glicoproteina de cafia que las mantenia unidas. La
citoaglutinacion va generalmente acompafnada de inhibicién de la germinacion de las
teliosporas, lo que supone que ambas HMMG y MMMG son PRP que dificultan la
invasion de la planta por el micelio fungico.

1 CHoOH CH20H
0
2
3
o OH
oH 1CH2 CH20H
H ‘o]
2
H 3
O_
H
on ©OH

Figura 10. Fraccidn glicidica de glicoproteinas de cafia de aztcar.
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PRACTICA 4. ESTUDIO HISTOLOGICO DEL GRADO DE LIGNIFICACION

En esta practica se propone el estudio del refuerzo de la lignificaciéon en el
esclerénquima y el xilema de hoja de cafia de azlcar como una respuesta mecdnica de
resistencia frente a la invasiéon de S. scitamineum. La infeccién flngica libera
compuestos fendlicos preformados y ademas induce el metabolismo de los
fenilpropanoides. Gran parte de éstos se encuentran unidos a la celulosa y
hemicelulosa de las paredes celulares formando lignina (Fig. 11) que supone una
barrera mecanica a la invasion fungica.

H202 H20
Peroxidasa
OMe OMe
OH o
(‘:H 20H THZOH
CH20H (ﬁH ﬁH
Oxidasa H H
02 LIGNINA

T ©
CH HOH2C
MeS H \ O
MeO  CH C‘HZOH H‘C -0
OMe Cl

CH20H

Figura 11. Lignina: polimero de derivados fenilpropdnicos formado por acoplamiento oxidativo de
radicales monolignoles.

Saccharum officinarum es una planta C4 cuyas hojas muestran una anatomia
Kranz o anatomia en corona (Fig. 12). Los paquetes vasculares se encuentran dispersos
entre las células del mesdfilo, y cada uno se encuentra rodeado por las células
parenquimaticas de gran tamano denominadas células de la vaina.
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Figura 12. Secciones transversales de hoja de cafia de azticar. EC: esclereidas que rellenan el borde del
limbo foliar. ES: epidermis superior. El: epidermis inferior. CB: células buliformes. CV: células de la
vaina. CM: esclereidas del tipo de células muelle. CP: células pétreas. XI: xilema. FL: floema.

Los elementos importantes en la lignificacidon son el esclerénquima y los vasos
xilemdticos, por lo que se estudiarad la lignificacion en:

e Esclereidas del borde del limbo foliar.
e Esclereidas muelle.
e Esclereidas del paquete vascular.

Se procedera a hacer un analisis comparativo de la evolucién de la lignificacién
en hojas que han estado o no en contacto con el patégeno, mediante deteccién
citoquimica de lignina con floroglucinol.

Obtencidn, tincidn y visualizacion de cortes

A partir de los fragmentos de la parte central de las hojas se obtienen cortes de 10
pum de grosor con un microtomo de congelacién.

Las estructuras lignificadas se visualizan mediante tincién con floroglucinol/ HCI.
Para ello los cortes de hoja se incuban en una solucién de floroglucinol 1% (w/v) en
metanol 100% durante 24 horas. Después de que los cortes ya aclarados se incuben en
acido clorhidrico diluido, se montan en portas a los que se les afiade unas gotas de HCI.
El estudio al microscopio éptico debe ser inmediato, pues la tincién no es permanente.
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Analisis de imagen

Para estudiar el desarrollo y diferenciacion del esclerénquima, asi como las
variaciones en grosor de la pared de los elementos xilematicos, se llevard a cabo un
analisis de imagen usando el programa Image Tool 3.0.

Para el estudio de la superficie que ocupan las células lignificadas se escogen dos
zonas de referencia. Una primera zona abarca las células epidérmicas que contactan
con las células muelle (esclereidas subepidérmicas que conectan con los haces
conductores), asi como las propias células muelle, y el paquete vascular, incluidas las
células de la vaina. La segunda zona incluye exclusivamente los tejidos vasculares y
esclereidas asociadas a ellos.

Para analizar el grosor de la pared en esclereidas en fragmentos de hoja
sometidos o no a tratamiento con elicitor se mediran tres areas en células aisladas.
Estas son el 4rea total de la célula, el area del lumen vy, por diferencia entre ambas, el
area de la pared. Se calculara a continuacion el porcentaje de la superficie celular que
representa la pared lignificada en esclereidas pertenecientes a fragmentos control y en
aquellas de fragmentos sometidos a tratamiento con elicitor. El procedimiento que se
seguird para estudiar las variaciones en el grosor de la pared en los elementos
xilematicos con o sin tratamiento con elicitor serd el mismo.

. TRATADOS CON TRATADOS CON
AREAS CONTROL CONTROL ELICITOR ELICITOR
Medidas relativas Medidas relativas
Medidas al area total (%) . al area total (%)
absolutas Medidas relativas Medidas Medidas relativas
BARBADOS 42231 ) absolutas .
(cuentas de al drea del X al area del
. (cuentas de area)
area) paquete vascular paquete vascular
(%) (%)
TOTAL DE
REFERENCIA
ESCLEREIDAS
“MUELLE”
SUPERIOR
ESCLEREIDAS
“MUELLE”
INFERIOR
PAQUETE
VASCULAR
ESCLEREIDAS
PAQUETE
VASCULAR
TOTAL
ESCLEREIDAS
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. TRATADOS CON TRATADOS CON
AREAS CONTROL CONTROL ELICITOR ELICITOR
Medidas relativas Medidas relativas
Medidas al area total (%) Medidas al drea total (%)
p absolutas Medidas relativas Medidas relativas
MAYARI 55-14 ) absolutas .
(cuentas de al area del . al area del
, (cuentas de area)
area) paquete vascular paquete vascular
(%) (%)
TOTAL DE
REFERENCIA
ESCLEREIDAS
“MUELLE”
SUPERIOR
ESCLEREIDAS
“MUELLE”
INFERIOR
PAQUETE
VASCULAR
ESCLEREIDAS
PAQUETE
VASCULAR
TOTAL
ESCLEREIDAS

Tabla 5. Analisis de imagen de las distintas areas de lignificacion.

BARBADOS 42231 CONTROL TRATADOS CON ELICITOR
GROSOR PARED Area Area de Arz:tg:r:? Area Area de Ar:j:ts;r:?
ESCLEREIDAS celular la pared total (%) celular la pared total (%)

ESCLEREIDAS DEL
BORDE FOLIAR

ESCLEREIDAS
“MUELLE”SUPERIOR

ESCLEREIDAS
“MUELLE” INFERIOR

TOTAL ESCLEREIDAS
“MUELLE”

ESCLEREIDAS
RODEANDO AL
XILEMA

ESCLEREIDAS
RODEANDO AL
FLOEMA

ESCLEREIDAS
PAQUETE VASCULAR
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MAYARI 55-14 CONTROL TRATADOS CON ELICITOR
GROSOR PARED Area Area de Ar::t:t::f Area Area de Arz:tf\'lzr:(lj
ESCLEREID lul I lul I
SCLEREIDAS celular a pared total (%) celular a pared total (%)

ESCLEREIDAS DEL
BORDE FOLIAR

ESCLEREIDAS
“MUELLE”SUPERIOR

ESCLEREIDAS
“MUELLE” INFERIOR

TOTAL ESCLEREIDAS
“MUELLE”

ESCLEREIDAS
RODEANDO AL
XILEMA

ESCLEREIDAS
RODEANDO AL
FLOEMA

ESCLEREIDAS
PAQUETE VASCULAR

Tabla 6. Analisis de imagen del grosor pared de esclereidas.

GROSOR PARED Porcentaje que
ELEMENTO Area total Area pared representa el drea de la
XILEMATICO pared (%)
BARBADOS CON CON CON
42231 CONTROL ELICITOR CONTROL ELICITOR CONTROL ELICITOR
Grande
Mediano
Pequeiio
GROSOR PARED Porcentaje que
ELEMENTO Area total Area pared representa el area de la
XILEMATICO pared (%)
MAYARI CON CON CON
55-14 CONTROL ELICITOR CONTROL ELICITOR CONTROL ELICITOR
Grande
Mediano
Pequeiio

Tabla 7. Analisis de imagen del grosor pared vasos xilematicos.
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