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@ RESUMEN

Las enfermedades de la cafia de azlicar con mayor impacto econémico se trans-
miten mediante el uso de material de plantacién infectado durante la multiplicacion comer-
cial. La produccién de cana semilla de alta calidad, junto con el conocimiento del estado
sanitario del cultivo, constituye un factor clave para disefar estrategias de manejo de en-
fermedades. El Proyecto Vitroplantas de la Estacion Experimental Agroindustrial Obispo
Colombres (EEAOC) tiene como objetivo proveer cafia semilla de alta calidad fitosanitaria
mediante técnicas de cultivo in vitro de meristemas y micropropagacion. En este trabajo se
presentan los resultados de diagndstico obtenidos en las Ultimas cinco campafas agrico-
las, para la identificacion de enfermedades sistémicas de la cafia de aztcar en Tucuman,
Argentina. Las plantas donantes de meristemas y las lineas micropropagadas se evaluaron
mediante PCR para la deteccion de los agentes causales del raquitismo de la cafia soca
(RSD), la escaldadura de la hoja (LS) y la estria roja (RS); y por RT-PCR, para el virus del
amarillamiento de la hoja (YL) y el virus del mosaico (MV). Asimismo, se utilizé tissue-blot
immunoassay (TBIA) para determinar la presencia de RSD y LS en los semilleros Registra-
dos. Se incluyen ademas, resultados de la presencia de RSD en lotes comerciales. Entre
2020 y 2024, YL presentdé la mayor incidencia tanto en plantas donantes como en lineas
in vitro. En los semilleros Registrados, la incidencia de RSD (numero de tallos infectados/
numero total de tallos) varié entre 0,13% y 0,89%, mientras que la incidencia de LS oscild
entre 0,09% y 0,33%. En los lotes comerciales, aproximadamente el 80% de las muestras
analizadas resultaron apropiadas para su uso como cafa semilla. Actualmente, el 74,5%
del area de produccion de cafa de azucar de Tucuman se encuentra ocupada por cafa
semilla de alta calidad proveniente del Proyecto Vitroplantas de la EEAOC. Esta tecnologia
reduce las enfermedades sistémicas y mejora los rendimientos en canaverales comercia-
les. La disponibilidad de métodos de diagnédstico eficaces, aplicados del laboratorio al
campo, asegura material libre de patdégenos y plantas élite a los productores locales.

Palabras clave: cana semilla de alta calidad, manejo de enfermedades, diagndstico
molecular, TBIA.

@ ABSTRACT

EEAOC \Vitroplants Project: the importance of phytosanitary
diagnosis and its impact on the health status of commercial sugarcane fields
in Tucuman, Argentina

Most economically significant sugarcane diseases are transmitted by infected
planting material during commercial propagation. The production of high-quality planting
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material and knowledge of crop sanitary conditions are key factors for designing disease-
management strategies. The Vitroplants Project of Estacion Experimental Agroindustrial
Obispo Colombres (EEAOC) aims to provide high phytosanitary quality seed cane through
in vitro meristem-culture and micropropagation techniques. This work presents the results
of diagnosis over the past five crop seasons to identify systemic sugarcane diseases in
Tucuman, Argentina. Meristem donor plants and micropropagated plantlets are evaluated
by PCR to detect the causal agents of ratoon stunting (RSD), leaf scald (LS) and red stripe
(RS), while RT-PCR protocols are applied for yellow leaf (YL) and mosaic virus (MV). Tissue-
blot immunoassay (TBIA) is used to determine the presence of RSD and LS in Registered
nurseries. Data on the presence of RSD in commercial fields is also presented. From 2020
to 2024, YL had the highest incidence in both donor plants and in vitro plantlets. In the
Registered nurseries, RSD incidence (number of infected stalks/total number of stalks)
ranged between 0.13% and 0.89%, while LS incidence ranged from 0.09% to 0.33%.
In commercial fields, around 80% of the samples analyzed were appropriate for use as
seed cane. Nowadays, 74.5% of Tucuman sugarcane production area is occupied by high-
quality seed cane from the EEAOC Vitroplants Project. This technology significantly reduces
systemic diseases, leading to increased commercial field yields. The availability of effective
and reliable diagnostic methods, from the laboratory to field propagation, is a valuable tool

to ensure the absence of pathogens and provide elite plants for local producers.

Key words: High-quality seed cane, disease management, molecular diagnosis, TBIA.

@ INTRODUCCION

La cafia de azUcar es susceptible a diversas in-
fecciones causadas por bacterias y virus, cuyo control
solo es posible mediante la deteccion temprana y un diag-
noéstico preciso. Entre los principales factores que limitan
su produccion se destacan las enfermedades sistémicas,
debido a que la multiplicacién comercial se realiza de for-
ma agamica a través de cafia semilla, lo que favorece la
rapida propagacion de estos patdgenos. Desde 2001, la
Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres
(EEAQC) produce cana semilla de alta calidad a través del
Proyecto Vitroplantas, con el fin de propagar cultivares co-
merciales y nuevas variedades élite liberadas por el Pro-
grama de Mejoramiento Genético de Cafia de Azucar de
la EEAOC (PMGCA-EEAQC). Para eliminar enfermedades
bacterianas y virales, el estado sanitario del material vege-
tal se asegura mediante el cultivo in vitro de meristemas
apicales provenientes de plantas donantes, previamen-
te saneadas por hidro-termoterapia. Posteriormente, los
plantines son multiplicados masivamente por micropropa-
gacion.

A fin de garantizar que las plantas donantes de
meristemas y las lineas micropropagadas estén libres de
enfermedades, el material vegetal se evalia mediante téc-
nicas de diagndstico molecular. Estos andlisis se aplican
de manera rutinaria para cinco enfermedades de impor-
tancia regional: raquitismo de la cafa soca (Leifsonia xyli
subsp. xyli), escaldadura de la hoja (Xanthomonas albili-
neans), estria roja (Acidovorax avenae subsp. avenae), mo-
saico (virus del mosaico de la cafia de azicar - SCMV -y
virus del mosaico del sorgo — SrMV) y amarillamiento de
la hoja (virus del amarillamiento de la hoja de la cafa de
azucar — SCYLV). Una vez propagadas en el laboratorio,
las lineas in vitro atraviesan un proceso gradual de adap-
tacion al crecimiento ex vitro bajo condiciones controladas
en invernadero, y posteriormente se establecen en un se-
millero Basico.

Todas las plantas son propagadas convencio-
nalmente en semilleros Registrados y Certificados antes
de ser distribuidas entre los productores para la multipli-
cacién comercial (Digonzelli et al., 2009). El diagnostico
serologico se utiliza para evaluar el estado fitosanitario de
los semilleros, ya que permite procesar un gran numero
de muestras en un tiempo reducido. Por lo tanto, resul-
ta esencial evaluar el estado sanitario del material, tanto
en la etapa de laboratorio como durante la propagacion
en campo, mediante métodos diagndsticos adecuados
que eviten la diseminacion de enfermedades sistémicas
y contribuyan a mejorar la productividad del cultivo. La
disponibilidad de herramientas de diagnoéstico eficientes
y de estrategias de manejo efectivas es fundamental para
el control de enfermedades y la produccién sostenible del
cultivo.

En este trabajo se analizan los resultados del
diagndstico molecular realizado en plantas donantes de
meristemas vy lineas in vitro, asi como del diagnéstico se-
rolégico del material propagado de manera convencional
en semilleros Registrados durante los ultimos cinco afios.
Asimismo, se presentan datos sobre la incidencia del ra-
quitismo de la cafia soca (RSD) en lotes comerciales.

# MATERIALES Y METODOS

Entre 2020 y 2024 se analizaron, de acuerdo con
procedimientos estandarizados en el laboratorio, las si-
guientes muestras: i) 349 correspondientes al estableci-
miento de la coleccién de plantas madre (EPM); i) 172 de
la colecciéon de plantas madre (PM); iii) 182 de lineas in
vitro (LI) y iv) 76 de lineas in vitro introducidas desde cafa-
verales comerciales (LIC).

La extraccion de acidos nucleicos totales se rea-
lizd mediante el método CTAB con modificaciones (Aljana-
bietal., 1999), y la calidad del material obtenido se evalué
por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con Gel-
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Red. Posteriormente, el gel fue visualizado bajo luz UV (A
=320 nm).

Se emplearon dos protocolos utilizando pares de
cebadores especificos: a) PCR para la deteccion de enfer-
medades bacterianas: raquitismo de la cafia soca (RSD,
del inglés ratoon stunting disease - Leifsonia xyli subsp.
xyli) (Sun et al., 2019), escaldadura de la hoja (LS, del in-
glés leaf scald - Xanthomonas albilineans) (Pan et al., 1997,
1999) y estria roja (RS, del inglés red stripe - Acidovorax
avenae subsp. avenae) (Li et al., 2017); y b) RT-PCR para
la deteccién de los virus, Sugarcane mosaic virus (SCMV)
y Sorghum mosaic virus (SrMV) (Yang and Mirkov, 1997),
causantes de la enfermedad del mosaico, y del Sugarcane
yellow leaf virus (SCYLV), agente causal del amarillamiento
de la hoja (Girard et al., 2012).

Las amplificaciones por PCR se realizaron en un
volumen final de 20 pL, con tampé6n 1x, 2 mM de MgCl,,
dNTPs 200 uM para RSD y RS, y 75 uM para LS, 0,40 uM
de cada cebador para RSD y RS, y 0,20 uM para LS (Tabla
1), 1 U de Tag ADN polimerasa (5 U/uL) para RSD, 1,5 U
para LS, 0,5 U para RSy 1 yL de ADN templado. El volu-
men final se completé con agua de grado molecular. Las
condiciones de ciclado se describen en la Tabla 2.

La amplificacién por RT-PCR se inicié con la sin-
tesis de la cadena de ADNc en un volumen final de 4,5 pL,
utilizando 2 pL de acidos nucleicos totales y 10 pM del
cebador reverso correspondiente (Tabla 1). La mezcla se
incub6 a 100°C (YL) o a 70°C (MV) durante 5 min, segui-
da de un enfriamiento a 4°C por 3 min. Posteriormente,

Tabla 1. Lista de cebadores.

se afadié una mezcla de reaccién de 3 pL que contenia
tampoén RT 1x, 100 uM de dNTPs, 10 U de inhibidor de
RNasas y 100 U de transcriptasa reversa M-MLV. La retro-
transcripcion se realizé a 42°C durante 30 min para MV y a
60°C durante 60 min para YL.

La mezcla de PCR para MV se preparé en un vo-
lumen final de 12,5 pL. Para SCMV: tampén 0,625x%, 1,69
mM de MgCl,, 62,5 uM de dNTPs, 1,5 uM del cebador
directo (Tabla 1) y 1,75 U de Tag ADN polimerasa (5 U/uL).
Para SrMV: tampon 0,65x%, 0,75 mM de MgCl,, 65 uM de
dNTPs, 1,58 uM del cebador directo (Tabla 1) y 1 U de Taq
ADN polimerasa (5 U/pL). En ambos casos, el volumen de
reaccion se completd con agua de grado molecular.

La reaccién de PCR para YL se realizé en un vo-
lumen final de 12,5 pL, con tampén 0,40x, 1,31 mM de
MgCl,, 25 uM de dNTPs, 1 uM del cebador directo (Tabla
1), 1,5 U de Tag ADN polimerasa y agua de grado molecu-
lar hasta completar el volumen final.

Las condiciones de ciclado de PCR se detallan
en la Tabla 3.

Los productos de amplificacion se separaron en
geles de agarosa al 1,5% tefiidos con bromuro de etidio,
y posteriormente se visualizaron bajo luz UV (A = 320 nm)
(Sambrook et al., 1989).

Para evaluar las condiciones sanitarias de los se-
milleros Registrados, se determiné la incidencia de RSD y
LS mediante diagndstico seroldgico. El muestreo consistié
en la recoleccion aleatoria de la parte basal de 20 tallos
por hectarea, tomando un tallo por cepa e incluyendo dife-

Cebador Secuencia (5'-3') Regién diana Tamano del amplicén (pb)
N . Lxx-F1 CCGAAGTGAGCAGATTGACCAATGAT
Raquitismo de la cafia soca LoR1 ACCCTGTGTTGTTTTCAACGCAGAG ITS 439
PGBLA1 CTT TGG GTC TGT AGC TCA GG
Escaldadura de la hoja PGBL2 GCC TCA AGG TCA TAT TCA GC IS 288
o RS-ITS-F1 AGACCCA CCAAATCTTCCG
Estria roja RS-ITS-R1 GACATCTCCGCTT TCTTTCAAG IS 450
SCF4  GTTTTYCACCAAGCTGGAACAGTC (Y=C/T)
Mosaico de la cana de aztcar SCR3 AGCTGTGTGTCTCTCTGTATTCTC Regioén codificante CP 900
SrF3 AAGCAACAGCACAAGCAC
Mosaico del sorgo SR3 TGACTCTCACCGACATTCG Regién codificante CP 870
ScYLVf1 GACAGACTCGGCCAGTGGTCGTG
Amarillamiento de la hoja ScYLVr GTAAGCCATTGTTGAACGCTGCG Regién codificante CP 219
Tabla 2. Condiciones de ciclado de PCR para los protocolos de amplificacion.
Desnaturalizacién Ciclos Extension
RSD 94°C, 3 min 35 ciclos: 94°C, 30 s; 61°C, 30 s; 72°C, 60 s 72°C, 10 min
LS 95°C, 5 min 40 ciclos: 94°C, 10 s; 57°C, 10s; 72°C, 30 s 72°C, 2 min
ER 94°C, 3 min 30 ciclos: 94°C, 45 s; 60°C, 30 s; 72°C, 45 s 72°C, 10 min
Tabla 3. Condiciones de ciclado de PCR para los protocolos de amplificacion.
Desnaturalizaciéon Ciclos Extension
SCMV 95°C, 5 min; 37°C, 60 s; 72°C, 2 s . . .
35 ciclos: 94°C, 60 s; 54°C, 60 s; 72°C, 2 min 72°C, 7 min
SrMV 95°C, 5 min; 37°C, 60 s; 72°C, 2 min
SCYLV 94°C, 4 min 35 ciclos: 95°C, 30 s; 63°C, 45 s; 72°C, 60 s 72°C, 10 min
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rentes cultivares y edades de cana semilla. Es importante
destacar que, para que los patégenos puedan ser detec-
tados por esta técnica, el material vegetal debe tener entre
siete y nueve meses de edad, lo que en la provincia de
Tucuman corresponde aproximadamente al mes de abril.

Las muestras se analizaron mediante tissue-blot
immunoassay (TBIA). Para ello, se realizaron impresiones
de tejido del centro de cada tallo sobre membranas de
nitrocelulosa, siguiendo el método descrito por Davis et
al. (1994), con modificaciones. Los entrenudos basales se
cortaron transversalmente y de la region central se extrajo
un cilindro que se presiond sobre una membrana de nitro-
celulosa de 0,45 pm. Los complejos antigeno-anticuerpo
fijados a la membrana se revelaron utilizando anticuer-
pos policlonales conjugados con fosfatasa alcalina. Una
muestra se consider6 positiva cuando se observaba colo-
racion purpura en al menos una impresion del haz vascular
en la membrana, mientras que las muestras negativas no
mostraron coloracion.

La incidencia se calculé a partir de la relacién en-
tre el nimero de tallos infectados y el total de tallos eva-
luados. Para estimar la incidencia promedio, se aplic6 una
media ponderada en funcion del nimero de surcos corres-
pondientes a cada cultivar.

Previo a la plantacién de cafia de azlcar, resulta
fundamental evaluar el estado sanitario del lote destinado
a semilleros. Con este proposito, la Seccién Fitopatologia
de la EEAOC brinda un servicio de diagnostico a produc-
tores e ingenios, orientado a determinar los niveles de in-
cidencia de RSD. Entre 2020 y 2024 se procesaron 3261
muestras, cada una compuesta por la porcién basal de 20
tallos por cada 5 hectareas. Para cada muestra se calculd
el porcentaje de incidencia (nimero de tallos infectados/
numero total de tallos x 100). Posteriormente, las mues-
tras se clasificaron en rangos de incidencia de RSD: 0%,
>0% <5%, >5% <10% y >10%.

80,00

EEAOC
RIAT

8 RESULTADOS Y DISCUSION

El diagnostico molecular revelé que el virus del
amarillamiento de la hoja (YL) presento la mayor incidencia
y estuvo presente en todos los tipos de muestras analiza-
das (Figura 1). En EPM, YL alcanz6 su méaxima incidencia
en 2021 y disminuyd significativamente en 2022 y 2023
(Figura 1). En PM, la incidencia se mantuvo baja a lo lar-
go de los afos, registrandose el valor mas alto en 2024
con un 8,20% (Figura 1). En LIC, YL alcanzé su mayor
incidencia en 2022, mientras que en 2023 y 2024 no se
detectaron plantas infectadas; un comportamiento similar
se observo en LI, con la mayor incidencia en 2022 y un
descenso posterior en 2023 (Figura 1). Estudios previos
de nuestro grupo demostraron que el virus se encuentra
ampliamente distribuido en los cultivares comerciales
de Tucuman, y que afecta tanto a plantas sintomaticas
como asintomaticas, con un incremento marcado duran-
te la campafa 2020/2021 (Bertani et al., 2023). Estos re-
sultados destacan la importancia de contar con técnicas
diagnésticas precisas y de utilizar caha semilla sana como
base para implementar estrategias de manejo de enferme-
dades efectivas en la region.

A pesar de su menor incidencia, también se de-
tectaron SrMV, RS y RSD (Figura 1). Los niveles de inci-
dencia de SrMV fueron bajos en comparacion con YL,
aunque se registré un incremento significativo en 2022 en
EMP. RSD se detecté Unicamente en EMP en 2020. En
cuanto a estria roja, tanto LI como LIC presentaron una
incidencia notable en 2022 (Figura 1).

Todas las muestras positivas para cualquiera de
las enfermedades evaluadas son descartadas del esque-
ma de produccion del Proyecto Vitroplantas, lo que garan-
tiza la calidad fitosanitaria del material propagado.

El diagndstico seroldgico de los semilleros Re-
gistrados mostré que la incidencia de RSD se mantuvo
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Figura 1. Incidencia promedio de las enfermedades detectadas durante 2020-2024. EPM: muestras para establecer la colecciéon
de plantas madre; PM: plantas madre; LI: lineas in vitro; LIC: lineas introducidas desde cafaverales. YL: amarillamiento de la
hoja; SrMV: virus del mosaico del sorgo; RSD: raquitismo de la cafia soca; RS: estria roja.
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en niveles bajos, con valores inferiores al 1% en 2021 y
menores al 0,5% en los demas afos, mientras que la de
LS fue inferior al 0,4% en todos los casos (Figura 2). Estos
resultados coinciden con los obtenidos previamente entre
2014 y 2018, periodo en el cual la incidencia maxima de
RSD fue de 0,43% y la de LS alcanzé 0,33% (Joya et al.,
2019).

Al analizar la incidencia de las enfermedades por
variedad, la mayor incidencia de RSD se registr6 en LCP
85-384 (0,39%), seguida de TUC 95-10 (0,25%) y TUC 00-
65 (0,17%). Respecto a LS, la mayor incidencia se obser-
vé en TUC 97-8 (0,51%), seguida de TUC 00-65 (0,18%) y
TUC 95-10 (0,16%).

Los semilleros Registrados presentaron muy
buenas condiciones sanitarias, con incidencias de RSD y
LS por debajo de los umbrales de tolerancia aceptados
en Argentina, 1% para RSD y 2,5% para LS (Giardina et

050 0,89%

al., 2013). Si bien las técnicas moleculares constituyen
herramientas altamente especificas, no resultan factibles
para analizar el gran volumen de muestras provenientes
de semilleros. En este contexto, el diagndstico serolégico
se presenta como la alternativa mas eficiente, al permitir la
obtencién de resultados rapidos.

En lo que respecta a los cafaverales comercia-
les, la Seccidn Fitopatologia de la EEAOC recomienda no
utilizar como cafia semilla aquellos lotes cuyas muestras
presenten un nivel de infeccion de RSD superior al 5%
(Bertani et al., 2024). Al clasificar la incidencia de RSD por
rangos, se observé que aproximadamente el 80% de las
muestras analizadas resultaron aptas para ser utilizadas
como cafa semilla (incidencia < 5%). Entre 2020 y 2024
se registrd un incremento en la proporcion de muestras
por debajo de este umbral (Figura 3), lo que respalda la
eficiencia del esquema de produccién de cafia semilla de
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Figura 2. Incidencia promedio de RSD y LS en semilleros Registrados en Tucuman.
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alta calidad implementado a través del Proyecto Vitroplan-
tas de la EEAOC.

Con estos resultados, los productores pueden
identificar y seleccionar de manera confiable cafiaverales
sanos para destinarlos a nuevos semilleros o para planta-
cion comercial.

Aunque se observa una leve tendencia a la dis-
minucion de muestras positivas (Figura 3), es importante
enfatizar que el monitoreo rutinario y sistematico resulta
esencial. La ausencia de sintomas visibles favorece la uti-
lizacion de cafa semilla infectada, lo que puede conducir
a la introduccién del patégeno en nuevas areas de cultivo.
En este sentido, la deteccion correcta y rapida del pato-
geno en el material de plantacién es clave para un manejo
efectivo de la enfermedad.

Con un esquema de manejo basado en cafa se-
milla sana, la incidencia de RSD y LS en cafiaverales co-
merciales de Ecuador se redujo del 42% (2001) al 0,02%
(2021) (Castillo et al., 2023). De manera similar, en Guate-
mala, durante 2020-2021, el 94,6% de los semilleros esta-
ban libres de RSD, con un nivel promedio de infeccién del
0,12% entre los semilleros afectados. Asimismo, el 88%
de los semilleros estuvieron libres de LS, con un nivel pro-
medio de infeccion del 0,30% (Garcia et al., 2021).

@ CONCLUSIONES

Actualmente, el 74,5% del area de produccién de
cafia de azucar en Tucuman se encuentra implantada con
cafia semilla de alta calidad proveniente del Proyecto Vi-
troplantas de la EEAOC (Henriquez et al., 2023). Nuestros
resultados evidencian la adopcioén progresiva de este es-
quema por parte de los productores, dado que constituye
una herramienta clave de manejo y, al mismo tiempo, fa-
cilita la rapida difusién de las nuevas variedades liberadas
en los ultimos afios por la EEAOC.

Asimismo, conocer el estado fitosanitario y rea-
lizar una correcta identificacion de los fitopatdgenos son
aspectos esenciales para reducir las pérdidas en el cultivo
y asegurar la calidad sanitaria del material de plantacién.
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