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Introduccién

Se entiende por “cafia semilla” de alta calidad
a un fragmento de tallo de la cafa de azucar (estaca)
correspondiente a un genotipo especifico y determi-
nado que posee yemas vigorosas y que esta libre de
plagas y enfermedades. La brotacion de las yemas
en el campo originara lo que se denomina “cafia
planta”. La “cafa semilla” de alta calidad que llega a
manos del agricultor, es el producto final de un pro-
ceso que comienza en el laboratorio donde se culti-
van plantulas in vitro, es decir, se obtienen pequefas
plantas en frascos de vidrio (sanas y de pureza gené-
tica garantizada), las cuales se denominan vitroplan-
tas. Esto es posible debido a la utilizaciéon de una
herramienta biotecnoldgica llamada cultivo in vitro de
tejidos vegetales.

Genéricamente, el cultivo in vitro de tejidos
vegetales implica el cultivo de células, tejidos u érga-
nos de la planta en un medio nutritivo artificial, en
condiciones de asepsia y en un ambiente controlado.
Esta técnica, basada en el concepto de “totipotencia”
celular que establece que de una célula se puede
regenerar un organismo completo, fue incorporando-
se en forma acelerada en la agricultura moderna.
Esto es debido a que ofrece multiples aplicaciones
dentro de la mejora genética como asi también en la
obtencién de plantas libres de patégenos y la multi-
plicacion rapida y masiva de plantas (esta ultima
conocida como micropropagacion).

Alrededor del afio 2000, el sector cafero
tucumano atravesaba una situacién sanitaria critica,
causada por la alta incidencia de enfermedades sis-
témicas. El tratamiento de la “cafia semilla” median-
te hidrotermoterapia fue una de las medidas adop-
tadas para afrontar la problematica. Esta tecnologia
por si sola no resolvio el problema, ya que si bien
tiene buena eficiencia para el control de las enfer-
medades bacterianas, no es efectiva para las vira-
les. Esto se veia agravado por el hecho de que en
ese entonces solamente podian acceder a dicha
tecnologia una baja proporcion de los productores
tucumanos. Es asi, que la utilizacion del cultivo de
“meristemas” (0 de apices meristematicos), que se
ha aplicado en muchas especies vegetales para la

erradicacion de virus y otros patéogenos (Ashmore,
1997), permitié resolver el problema sanitario de la
“cafia semilla” y, como consecuencia mejorar carac-
teristicas agrondmicas tales como brotacién, maco-
llaje y rendimiento cultural.

Los meristemas son un grupo de células indi-
ferenciadas que se encuentran en continua divisién
en los apices de crecimiento (radiculares y caulina-
res) y como no poseen tejido vascular, estan relati-
vamente aislados del resto de la planta. Esta es la
razon principal por la que se utiliza el cultivo in vitro
de meristemas para la obtencion y posterior propa-
gacion rapida de plantas (micropropagacion), las
cuales tienen mayores probabilidades de estar libres
de patdgenos, fundamentalmente debido a que la
mayoria de los endo-patdgenos (virus y bacterias) se
movilizan por los haces vasculares. Otro de los moti-
vos en los que se fundamenta el empleo de esta
metodologia para el saneamiento vegetal es la distri-
bucién irregular de los patégenos en la planta, ya que
la cantidad de los mismos disminuye progresivamen-
te hacia el meristema donde existe una elevada con-
centracion de fito-hormonas y las células se encuen-
tran en constante y rapida division
(Hernandez,1997). De esta forma, la implementacion
de un proceso sistematico en el cual se combiné el
cultivo de meristemas con la hidrotermoterapia y el
confinamiento y seguimiento de las plantas “madres”
proveedoras de meristemas, permitié la produccién
masiva de “cafia semilla” de excelente calidad
(Ramallo et al., 2001). Para evaluar y garantizar la
sanidad del material vegetal que proviene del cultivo
in vitro, es fundamental disponer de un sistema de
diagndstico de alta sensibilidad que permita valorar
los bajos niveles de carga patogénica que este tipo
de material normalmente posee. En la Seccion
Biotecnologia de la EEAOC se optimizaron protoco-
los de diagndstico molecular para cada una de las
enfermedades sistémicas de mayor incidencia en el
cultivo de la cafna de azucar (ver capitulo sobre enfer-
medades sistémicas), basados en la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa 6 PCR (del
inglés, “Polymerase Chain Reaction”), los cuales fue-
ron incorporados en el esquema anual y rutinario de




produccion de vitroplantas de cafia de azucar. Cada
afo de produccion, tanto las vitroplantas como las
plantas madres, son examinadas para evaluar la pre-
sencia de Leifsonia xyli subsp. xyli y Xanthomonas
albilineans, causantes de dos enfermedades bacte-
rianas: el raquitismo de la cafia soca o RSD (del
inglés, “Ratoon stunting disease”) y la escaldadura
de la hoja o LS (del inglés, “Leaf scald”), respectiva-
mente; asimismo, se evallua la presencia de los virus
SCMV (del inglés, “Sugarcane mosaic virus”) y SrMV
(del inglés, “Sorghum mosaic virus”), agentes etiol6-
gicos de la enfermedad del mosaico de la cafia de
azucar.

Desde su inicio, el proceso de laboratorio ha
sido sometido a constantes ajustes con el propdsi-
to de maximizar la calidad del producto final. En
este sentido, en 2007 se incorpord la evaluacion
de la variacién somaclonal mediante marcadores
moleculares, lo cual constituydé un acontecimiento
de vital importancia para asegurar la pureza gené-
tica (identidad del genotipo) de los genotipos
micropropagados. La incorporacion de esta eva-
luacién fue imprescindible ya que el cultivo de teji-
dos ocasionalmente induce la aparicion de cam-
bios en el genoma (eventos mutacionales), como
consecuencia de que las condiciones in vitro impo-
nen cierto estrés a las células sometidas a cultivo
(Phillips et al., 1994). Tales cambios, descriptos
por primera vez por Larkin y Scowcroft en 1981 y
denominados variacion somaclonal, se transmiten
a las plantas regeneradas y a su progenie. Los
cambios producidos en el genoma pueden afectar
caracteres morfolégicos y/o bioquimicos (Larkin y
Scowcroft, 1981), entre los cuales pueden estar
involucradas importantes caracteristicas agronémi-
cas. La variacion somaclonal es uno de los princi-
pales inconvenientes de la micropropagacién
comercial de cultivares donde se debe garantizar
la pureza genética (Soniya et al., 2001). Esto ulti-
mo implica que el material micropropagado debe
responder en un 100% al tipo genético de la varie-
dad que se estda multiplicando (Ahmed et al,
2002). EIl cultivo in vitro, no soélo sirve para la
micropropagacién de cultivares establecidos, sino
también para la difusion masiva y rapida de nuevas
variedades y/o clones promisorios producidos en el
marco del Programa de Mejoramiento Genético de
la Cafa de Azucar (PMGCA) de la EEAQOC.

Fases de la produccion de vitroplantas
Las vitroplantas son producidas en el laborato-
rio empleando protocolos optimizados para cada
genotipo de manera que puedan lograrse plantas de
excelente vigor. El proceso se divide en dos fases
principales: (1) cultivo de meristemas y micropropa-

gacion y (2) evaluacioén de la pureza genética y cali-
dad fitosanitaria.

1- Cultivo de meristemas y micropropa-
gacion

La obtencién de vitroplantas propiamente
dicha consta de 5 etapas:

1.1 Etapa 0: Preparacién del material vegetal

de partida o donante.

1.2 Etapa 1: Establecimiento del cultivo in vitro

o introduccion.

1.3 Etapa 2: Multiplicacion.

1.4 Etapa 3: Enraizamiento.

1.5 Etapa 4: Aclimatacion.

1.1. Etapa 0: Preparacion del material vegetal de
partida

Los genotipos que se multiplican cada afo, se
eligen en base a la demanda del sector productivo y
a las recomendaciones propuestas por los técnicos
de la EEAOC. Con esto se pretende aumentar la
diversidad de genotipos en la produccion a fin de dis-
minuir los riesgos asociados al uso de un numero
reducido de variedades.

Una vitroplanta se inicia con la implantacion
(o introduccion) in vitro de un meristema apical en
un medio artificial. Los meristemas se extraen de
plantas madres, donantes o donadoras, las cuales
conforman el Banco de Plantas Madres constituido
por un conjunto de individuos de excelente calidad
agrondémica y sanitaria (Fig. 1). Esta coleccion de
genotipos, que se renueva cada 3 afios, se mantie-
ne en un invernaculo con malla antiafidos, con cui-
dados nutricionales y fitosanitarios adecuados.
Cabe aclarar que este esquema de mantenimiento
trianual del Banco de Plantas Madres fue incorpora-
do en el afio 2006 y permitio facilitar el trabajo, dis-
minuir costos y asegurar la calidad de la planta
donadora, especialmente en el aspecto sanitario.
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Figura 1. Plantas madre o donadoras de meristemas en
el invernaculo de la Seccion Biotecnologia de la
EEAOC.



Otras ventajas son la escasa produccién de com-
puestos fendlicos causantes de la oxidacion del
medio de cultivo y la baja contaminacion bacteriana
con posterioridad a la siembra. El establecimiento
de la planta madre se realiza a partir de estacas uni-
nodales (con una yema), las cuales se someten a
un tratamiento de hidrotermoterapia a 50°C durante
2 horas. Este tratamiento permite el control eficien-
te de las dos enfermedades bacterianas (escalda-
dura y raquitismo) y fue optimizado en nuestro labo-
ratorio a partir de resultados de otros investigadores
que ensayaron tratamientos que no fueron efectivos
para el control simultaneo de ambas enfermedades
(Comstock y Irey, 1992).

Asi por ejemplo Ramallo et al., (2001), utili-
zan 51°C durante 1h, para disminuir la incidencia
de RSD, mientras que Comstock y lIrey (1992)
describen un tratamiento de 50°C durante 3 horas
para escaldadura. El éxito de la termoterapia con-
siste en ajustar una combinacion adecuada de
tiempo y temperatura para eliminar al patdégeno
mediante la destruccion de sus enzimas y protei-
nas, sin dafiar al hospedante.

1.2. Etapa 1: Establecimiento del cultivo

En esta etapa se establece el cultivo inicial
o primario a partir del cual comienza el proceso de
multiplicacién. EI meristema que se utiliza para ini-
ciar la micropropagacioén es el apical y es obtenido
de los apices caulinares de plantulas de aproxi-
madamente 30 dias de brotacion, provenientes de
la plantacion de estacas uninodales extraidas de
las plantas madres. Una vez cortados los apices
son despojados de las hojas expandidas y algunas
vainas envolventes, hasta lograr un cilindro de
alrededor de 0,7 cm de diametro y 5 cm de longi-
tud (Fig. 2). Los cilindros se lavan inmediatamen-
te con agua jabonosa para después proceder a su

desinfecciéon quimica, que consiste en la inmer-
sion de los apices en hipoclorito de sodio al 1,1%
durante 20 minutos y luego se realizan 3 enjua-
gues finales con agua destilada estéril.

Una vez desinfectado el apice caulinar, se
obtiene el apice meristematico (o explanto a sem-
brar) eliminando las vainas que lo recubren hasta
llegar a un tejido de aproximadamente 3 a 5 mm
de longitud, el cual es cortado en la base y colo-
cado en forma invertida en tubos de ensayo con
un medio de cultivo que tiene concentraciones
adecuadas de sales, vitaminas y hormonas (Fig.
3). Cada meristema implantado constituye una
“linea de cultivo” que es identificada con un nime-
ro, lo que a su vez permite conocer las plantas ori-
ginadas a partir de cada meristema y le brinda tra-
zabilidad al proceso de micropropagacion. Los
explantos se incuban durante 7 dias en oscuridad
a 26°C para disminuir la oxidacion fendlica y ase-
gurar la implantacion y posteriormente se cultivan
en una camara de cria con un fotoperiodo de 16 h
(2000 lux) hasta la formacion del brote. Esta etapa
tiene una duracion promedio, en funcién del geno-
tipo, de 30 dias.

Figura 3. Establecimiento del cultivo in vitro. A: meristema de caia de azucar. B: implantaciéon de un apice meris-
tematico en medio de cultivo. C: apice meristematico luego de 10 dias de su implantacion.




1.3. Etapa 2: Multiplicaciéon

En esta etapa se induce la proliferacion masi-
va de nuevos brotes a partir del primer brote origina-
do del meristema implantado en la etapa anterior
(Fig. 4). Para ello se utiliza un medio de cultivo enri-
quecido con hormonas del tipo citocininas que esti-
mulan la formacion de brotes (macollaje), los que
periédicamente son subdivididos (sub-cultivados) en
grupos de 3 a 4, colocandolos en un medio de culti-
vo fresco para iniciar un nuevo ciclo de macollaje. En
general, cada ciclo tiene una duracion aproximada de
30 dias y como maximo se realizan 6 sub-cultivos
para minimizar la posibilidad de generar variantes
somaclonales. La etapa de multiplicacién es la de
mayor duracién en el proceso de micropropagacion y
es en ella donde se produce el incremento exponen-
cial del numero de plantas. Normalmente, en esta
etapa no hay formacion de raices, las que son indu-
cidas recién en la siguiente etapa. El numero poten-
cial de brotes que se pueden obtener a partir de un
meristema es elevado, aunque depende del genotipo
y del numero de sub-cultivos que se realicen.

Con la intencién de reducir las probabilidades
de ocurrencia de variacion somaclonal, en nuestro
laboratorio se ha fijado un rendimiento promedio rela-
tivamente bajo, de entre 1.600 a 1.800 plantas por
meristema al final de la Etapa de Multiplicacion.

En esta etapa 2, entre el primer y segundo
sub-cultivo se realiza la evaluacion fitosanitaria
mediante la técnica molecular de PCR, utilizando
cebadores especificos para los patdgenos sistémicos
de mayor incidencia en Tucuman. Sélo las lineas que
resultan libres de patégenos, continuan el proceso de
micropropagacion.

1.4. Etapa 3: Enraizamiento

Al final del proceso de multiplicacion y a
medida que los brotes alcanzan un desarrollo ade-
cuado, se induce la formacion de las raices en un
medio de cultivo especial sin hormonas, con mayor

concentracion de sacarosa y menor concentracion
de sales y minerales. Este proceso dura también
alrededor de 30 dias, tiempo suficiente para lograr
un buen desarrollo radicular, lo que es de funda-
mental importancia para conseguir una adaptacion
exitosa de la planta a las condiciones ex vitro (Fig.
5). Al cabo de este tiempo, las plantulas estan com-
pletas y listas para ser aclimatadas.

Figura 5. Etapa de enraizamiento. Desarrollo de raices
en vitroplantas de caina de azucar.

1.5. Etapa 4: Aclimatacion

Consiste en la adaptacion gradual de las
pequefias plantulas producidas in vitro a las condi-
ciones ambientales de cultivo ex vitro: este proceso
consiste en el pasaje de las mismas a un sustrato
desinfectado que tiene como componentes mantillo,
tierra, y un soporte inerte (perlita). Previo a la aclima-
tacion, las vitroplantas son acondicionadas en el
laboratorio lo cual consiste en la extraccion de las
mismas de los frascos, lavado con agua corriente
para eliminar restos del medio de cultivo (y prevenir
futuras infecciones), separadas y clasificadas indivi-
dualmente en 4 tamafios (<3 cm; 3-5 cm; 5-7 cm y
>7cm). Finalmente son colocadas en una solucién
con fungicidas durante 24 horas. Durante la aclima-
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Figura 4. Etapa de multiplicacién. A: proliferacion de nuevos brotes durante la etapa inicial de la multiplicacién.
B: subcultivo de vitroplantas. C: vitroplantas de cafia de azicar en Etapa de multiplicacién.




tacion y desde el punto de vista fisiologico, la planta
deja el comportamiento heterétrofo que tenia in vitro,
para adquirir un ritmo fotosintético que le permita una
vida autétrofa, regulando a su vez el balance hidrico
en concordancia con el ambiente externo. Esto se
debe a que las condiciones in vitro provocan cambios
fisiolégicos, morfoloégicos y como se dijo, a veces
genéticos, que conducen por ejemplo a una baja acti-
vidad fotosintética, escasa funcionalidad de los esto-
mas, formacion de grandes espacios intercelulares y
ausencia de ceras en la cuticula, lo cual, debe ser
revertido durante esta etapa de aclimatacion para
que las plantas puedan crecer en condiciones de
campo.

La aclimatacion se lleva a cabo en el inverna-
culo del Programa de Mejoramiento de la Cafia de
Azucar de la EEAOC (Diaz Romero et al., 2005), en
un ambiente con alta humedad relativa (HR= 80 -
100%) y baja intensidad luminica durante las dos pri-
meras semanas, para evitar la deshidratacion; pasa-
do este tiempo inicial, se empieza a disminuir gra-
dualmente la HR y a aumentar la intensidad de la luz
(Fig. 6). En nuestras condiciones, esta etapa critica
que define la viabilidad comercial de todo el proceso,
tiene una duracién promedio de 90 dias.
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Figura 6. Etapa de aclimatacién. Vitroplantas de cana
de azucar durante la etapa de aclimatacion en el inver-
naculo de la Seccion Mejoramiento de Caina de Azucar
de la EEAOC.

2. Evaluaciéon de la pureza genética y
calidad fitosanitaria

Durante la etapa de laboratorio, las vitroplan-
tas son evaluadas mediante técnicas moleculares
para garantizar que estén libres de patégenos y que
no posean alteraciones genéticas (variacion soma-
clonal) con respecto al genotipo original. La evalua-
cion fitosanitaria se realiza en el primer sub-cultivo de
la etapa de multiplicacion (etapa 2), mientras que el
analisis de la variacion somaclonal se lleva a cabo
durante la aclimatacion (etapa 4). Estos analisis fue-
ron optimizados en la Seccién Biotecnologia y se

incorporaron al esquema de produccion anual, siste-
matico y rutinario de vitroplantas, lo cual permitid
mejorar la calidad de los plantines que salen del labo-
ratorio y constituyen la base de la futura cana “semi-
lla” de alta calidad.

Evaluacion de la pureza genética

La identidad genética de las vitroplantas, es
decir, que sean genéticamente idénticas al genotipo
original, es otro de los atributos que se debe asegu-
rar cuando el objetivo es la micropropagacion. Esto
se debe a que pueden existir diferencias genéticas
preexistentes entre las células de un tejido o explan-
to (lo que fue citado en cafia de azucar), o como se
dijo, a cambios inducidos por el cultivo in vitro (con-
centracién y tipo de hormonas, tipo de explanto,
nuamero de sub cultivos, etc.). Estas variaciones se
transmiten a las plantas regeneradas y a su progenie
asexual y pueden afectar caracteres morfologicos,
bioquimicos, de herencia simple o cuantitativa
(Larkin y Scowcroft, 1981), generando las llamadas
plantas “fuera de tipo”. Por consiguiente, la variacion
somaclonal es indeseable en la propagacion agami-
ca o clonacién, por lo que es fundamental evaluar la
identidad genética de los individuos resultantes.

Actualmente, existen herramientas biotecnol6-
gicas que permiten evaluar las variaciones genéticas
inducidas o naturales de un genoma, como por ejem-
plo los marcadores moleculares. Un marcador mole-
cular es un fragmento de ADN que tiene una ubica-
cion especifica en el genoma de un individuo o geno-
tipo (Vos et al., 1995). Mediante una reaccion en la
que se utiliza el ADN total del genotipo a analizar
(molde) y otros reactivos especificos, se amplifican
muchos fragmentos de ADN que son separados por
su tamafo en un soporte fisico (geles de agarosa o
poliacrilamida). De este modo se obtienen los llama-
dos “perfiles moleculares” que se visualizan en un gel
como una sucesion de bandas de diferentes tama-
fos, las cuales son unicas y especificas para cada
genotipo (Fig. 7). De esta forma, para detectar la
existencia de variacion somaclonal, se comparan los
perfiles moleculares de las vitroplantas con el perfil
que define al genotipo original. Una variacion se
detecta por una diferencia en los perfiles menciona-
dos.

La evaluacion de la variacion somaclonal fue
incorporada al esquema de produccion anual de vitro-
plantas en 2007 con la finalidad de garantizar la pure-
za genética de las mismas. Las evaluaciones corres-
pondientes a las campafas 2007-2008, pusieron de
manifiesto una muy baja ocurrencia de variantes
somaclonales (<1%, es decir se observaron variacio-
nes en los perfiles en menos de un individuo por cada
100 analizados). Este resultado indica que los proto-




Figura 7: Gel de acrilamida mostrando los perfiles
moleculares de diferentes genotipos. C1 a C5 repre-
sentan los perfiles de distintos genotipos propagados
convencionalmente: C1, TUCCP 77-42; C2, RA 87-3;
C3, TUC 95-37; C4, CP 65-357 y C5, LCP 85-384. Lineas
1 a 8, vitroplantas del genotipo TUC 95-37 cuyo control
convencional es C3.

colos de saneamiento y micropropagacion optimiza-
dos en el marco Proyecto Vitroplantas, permiten ase-
gurar la identidad genética del genotipo que se esta
multiplicando.

Evaluacién de la calidad fitosanitaria

Los agentes etiolégicos que se evaluan en el
Proyecto Vitroplantas son los causantes de las tres
enfermedades sistémicas de mayor incidencia en el
cultivo: raquitismo de la cafia soca (Leifsonia xyli
subsp. xyli), escaldadura de la hoja (Xanthomonas
albilineans) y mosaico de la cafa de azucar (SCMV
y SrMV). En los primeros cuatro afios del proyecto la
evaluacion de las vitroplantas se realizé mediante el
ensayo serolégico ELISA (“Enzyme-linked Inmuno
Sobert Assay”. Esta técnica se basa en una reaccion
de aglutinacion especifica entre un antigeno (Ag) del
patégeno y su anticuerpo (Ac) generado en el suero
sanguineo de un mamifero. La utilizacion de anti-
cuerpos monoclonales aumentd la especificidad y la
robustez de las técnicas seroldgicas clasicas y per-
miti6 el diagndstico a gran escala. Si bien las pruebas
seroldgicas permiten acelerar el proceso de detec-
cion patogénica, su uso depende en gran medida de
la disponibilidad de anticuerpos especificos. Ultima-
mente el uso de la serologia se ha visto condiciona-
do por la mayor sensibilidad de las técnicas molecu-
lares (Comstock y Irey, 1992; Davis et al., 1994; Pan
et al., 1997). Por este motivo, en el afio 2005 se deci-
di6 la incorporacién del diagnostico molecular basa-
do en la técnica de PCR, para el analisis especifica-
mente de las plantas madres donadoras de meriste-
mas y de las vitroplantas en etapa de laboratorio
(M1). En el caso de las muestras provenientes del
semillero Béasico y del Registrado, el empleo de la
técnica molecular no es posible por el momento debi-

do a que, por el gran volumen de muestras que se
analizan, el procesamiento insumiria mucho tiempo.

La Reacciéon en Cadena de la Polimerasa o
PCR es una técnica de biologia molecular disefiada
y descrita en 1986 por Kary Mullis, cuya sensibilidad
permite la amplificacion de minimas cantidades de
ADN molde.

El primer paso del diagnéstico molecular con-
siste en la extraccion de acidos nucleicos genémicos
de buena calidad, la que se realiza a partir de trozos
de hojas de las plantulas en la etapa de multiplica-
cion (primer sub-cultivo). Con este propdsito, se
emplea la técnica descrita por Aljanabi et al. (1999)
con algunas modificaciones realizadas en nuestro
laboratorio.

Para el diagndstico de las virosis asociadas
con el mosaico de la cafia de azucar, previamente
a la PCR propiamente dicha, se realiza una reac-
cion enzimatica intermedia denominada retrotrans-
cripcién (RT), que transforma el ARN viral en ADN,
el cual actia como molde en la reaccion de PCR.
La RT solamente se aplica para patdégenos con
genomas de ARN, mientras que para detectar virus
con genomas de ADN o bacterias, se utiliza direc-
tamente una reaccion de PCR convencional. De
esta forma, para el diagndstico de SCMV y SrMV se
ajusté un protocolo descrito por Yang y Mirkov
(1997), mediante el cual se amplifica una banda de
aproximadamente 900 pb (pares de bases), corres-
pondiente a una region del gen que codifica para la
proteina de la capside viral (Fig. 8). Para las enfer-
medades bacterianas se optimizaron los protocolos
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Figura 8: Diagnostico de SCMV. Gel de agarosa mos-
trando los productos amplificados por PCR. C+: con-
trol positivo que contiene el fragmento de 900 pb
correspondiente a una regiéon del genoma del virus
que codifica para la proteina de la capside (flecha); C-:
control negativo; 1, 3 - 5y 7 — 10 muestras negativas;
2 y 6 muestras positivas (flecha); M: marcador de peso
molecular.



descriptos por Pan et al. (1998, 1999), con el cual
se amplifica un segmento de ADN bacteriano de
438 pb para RSD y de 288 pb para LS, respectiva-
mente (Fig. 9).

Como se dijo anteriormente, ademas de
evaluar las lineas establecidas in vitro en el primer
subcultivo, anualmente también se evaluan las
plantas madres donadoras de meristemas, lo que
permite garantizar el estado sanitario del material
de partida, y de esta forma se disminuye la canti-
dad de lineas descartadas por enfermedad. Desde
la incorporacion de esta metodologia se ha redu-
cido notablemente la incidencia de patégenos
detectados en los semilleros, siendo nula en el
Béasico y despreciable en los Registrados y
Certificados.

Produccion de Vitroplantas en la EEAOC

Las dos primeras campafas de produccion
de vitroplantas (2001-2002) fueron realizadas en el
laboratorio de la Seccion Fitopatologia de la
EEAOC. En los primeros afios del proyecto se con-
solid6 el equipo de trabajo y se gand en conoci-
miento sobre el proceso en general y el comporta-
miento in vitro en particular para asi lograr la opti-
mizacion de las condiciones de cultivo mas ade-
cuadas para las variedades de interés. A partir del
afo 2003 la produccion de vitroplantas se reubicé
en la Seccion Biotecnologia de la EEAOC, inaugu-
rada a mediados de 2002.

En la Tabla 1 se presenta el numero de vitro-
plantas obtenidas por cultivar en cada campana de
produccion.
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Figura 9. Diagnéstico de las enfermedades bacterianas. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
amplicacion por PCR correspondiente a un fragmento de 438 pb del genoma de Leifsonia xyli (A); y de 288pb del
genoma de Xanthomonas albilineans (B). Las muestras analizadas estan indicadas con un numero arabigo; C+y
C- corresponden al control positivo y negativo, respectivamente; M, marcador de peso molecular.

Tabla 1. Numero de vitroplantas de caifa de azucar y genotipos micropropagados en el periodo 2001-2009.

Genotipo 2001 2002 2003 2004
LCP 85-384 47.345 3.118 12.275
CP 65-357 21.547 4.190
TUC 77-42 1.611 3.091 3.347 1.071
LCP 85-376 3.096 3.735 3.201
RA 87-2 1.546 4.958 1.522
RA 87-3 3409 5808 9.293 5.304
L 75-33 3.223
RA 89-28 82
RA 95-37 317
RA 97-8
ﬁ:znmei:orios 7143

78.554

17.592 27.894 26.192

2005 2006 2007 2008 2009 TOTAL
10.423 15.401 12.853 16.326 16.590 117.741
2443 13.324 41.504
7199 4960  8.757 9.890 8.991  39.926
10.032

8.026

28.344 16.682  9.103 SI5SY 7.923  81.476
3.612 6.835
10.030 1.424 11.536

6.360 6.255 12.660 12.932

6.239 11.360 14.562 17.599

2.168 5.078 17.729 6.389 9.475  38.507

54.189 55445 71.071 55.177 70.201 386.114



La produccion de vitroplantas es un proceso
continuo e interdisciplinario cuyo beneficio ha sido
comprobado y la implementacion de este Proyecto
ha constituido un ejemplo de investigacion, desarro-
llo y transferencia tecnolégica de la EEAOC al sector
azucarero provincial.
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