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Proceso de produccidén de vitroplantas de cana de azuicar de pureza
genética y sanidad garantizadas en etapa de laboratorio en la EEAOC
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Ovejero, Ana M. Cervifio, Atilio P. Castagnaro y Aldo S. Noguera

RESUMEN

El Proyecto Vitroplantas de cafia de azucar de la Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres
(EEAQC,) se inicié en 2001, con el objetivo principal de proporcionar a los productores cafa semilla de alta calidad fitosa-
nitaria y pureza genética garantizada. Desde el inicio se incorporaron mejoras en el proceso, como técnicas moleculares
para el diagnéstico de enfermedades y evaluacion de la pureza genética. Hasta el 2004, la evaluacién sanitaria de las
vitroplantas para dos enfermedades sistémicas se llevaba a cabo mediante técnicas seroldgicas. A partir del 2005 se
incorporo el diagnostico molecular basado en PCR para las enfermedades sistémicas mas importantes de la region. En
2014, el analisis de identidad genética de vitroplantas realizado desde 2007 por AFLP fue reemplazado por TRAP, que es
menos costoso y revela un polimorfismo similar. Recientemente, se implementé un Sistema de Gestion de Calidad que
permitié administrar y aumentar la eficiencia en cada paso del proceso de micropropagacion. En el periodo 2001-2019 se
micropropagaron 13 variedades comerciales y clones promisorios de cafa de azlcar, alcanzando un total de 1.210.519
Vitroplantas. Actualmente, alrededor del 70% de la superficie plantada en Tucuman se cultiva con cafa semilla de alta
calidad producida por el Proyecto Vitroplantas, lo que se tradujo en una menor incidencia de enfermedades y un aumento
gradual de los rendimientos en los campos comerciales de cafa de azucar. Desde el inicio, el Proyecto Vitroplantas ha
buscado constantemente mejorar el proceso a fin de obtener un producto capaz de satisfacer la demanda de los produc-
tores de cafia de azucar.
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ABSTRACT

Production process of sugarcane vitroplants of guaranteed genetic purity and health in the
laboratory stage at the EEAOC

The Vitroplantas Project of sugarcane of Estacién Experimental Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC) was
started in 2001. Its main goal is to provide sugarcane producers with seed cane of high phytosanitary quality and guaran-
teed genetic purity. Since its beginning, improvements in the process such as molecular techniques for disease diagnosis
and assessment of genetic purity, have been incorporated. Until 2004 the vitroplant sanitary evaluation for two systemic
diseases was carried out by serological techniques. However, since 2005, molecular diagnoses based on PCR for the
most regionally important systemic diseases of sugarcane were incorporated. In 2014, the genetic identity analysis of
vitroplants undertaken since 2007 with AFLP was replaced by TRAP since it was cheaper and revealed similar polymor-
phisms. Recently, a Quality Management System, which allows effective administration and increases the efficiency at
each step of the micropropagation process, was implemented. Over the 2001-2019 period, 13 commercial and promising
sugarcane clones were micropropagated, reaching a total of 1,210,519 Vitroplants. Currently, around 70% of the area
under cultivation in Tucuman is occupied by high quality sugarcane seeds produced by the Vitroplantas Project, resulting
in lower disease incidence and a gradual increase in yields in commercial fields. This Project has constantly looked at
improving the process to obtain a product able to satisfy sugarcane producers’ demands.
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INTRODUCCION

El Proyecto Vitroplantas (PV) se puso en marcha
en la EEAOC en el afio 2001 como una herramienta para
disponer de “cafa semilla” libre de patégenos, con el fin
de disminuir la incidencia de algunas enfermedades am-
pliamente difundidas en la regién que limitaban la capaci-
dad productiva de los cafaverales.

Para la obtencion de “cafa semilla” libre de pa-
tégenos se recurrié al uso del cultivo in vitro. Dicha me-
todologia ya estaba siendo empleada por varios paises
productores de azucar - Cuba, Estados Unidos, Brasil y
Colombia, entre otros - a escala comercial (Scandaliaris,
2010).

El uso del cultivo in vitro implica el crecimiento
de una parte de una planta (células, tejidos u 6rganos) en
un medio nutritivo artificial, en condiciones asépticas y
en un ambiente controlado (temperatura, humedad, luz).
Esta técnica se basa en el concepto de totipotencia celu-
lar (Haberlandt, 1902), que establece que una célula tiene
la capacidad de regenerar un organismo completo. Esta
herramienta biotecnoldgica tiene mdltiples ventajas, entre
ellas la propagacién masiva de plantas (micropropagacion)
en cualquier época del afio, en espacios reducidos y en
un corto periodo de tiempo, ademas de la posibilidad de
producir plantas libres de virus, a través del cultivo de me-
ristemas (Hernandez et al., 1997). Los meristemas son un
grupo de células indiferenciadas en divisién continua y sin
tejido vascular, por lo que estan relativamente aisladas del
resto de la planta, lo cual permite obtener material libre de
virus. Las pequenas plantas que crecen en frascos de vi-
drio en condiciones asépticas y en un ambiente controlado
son llamadas “vitroplantas”.

El objetivo del presente trabajo es resumir el de-
sarrollo del Proyecto Vitroplantas de la EEAOC desde que
se inicié en 2001 hasta 2019, destacando los principales
avances logrados.

A través de este proyecto se micropropagan las
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variedades difundidas y en difusion de nuestra region,
como asi también clones promisorios aportados por el
Programa de Mejoramiento Genético de cafia de azlcar
(PMGCA) de la EEAOC.

La obtencién de vitroplantas consta de cinco eta-
pas (Noguera et al., 2010) que se describen a continuacion
y se ilustran en la Figura 1:

Etapa 0. Preparacion del material vegetal de par-
tida o donante: esta etapa se desarrolla en invernadero
donde se cultivan y acondicionan las plantas “madre”, de
las cuales se extraeran los meristemas.

Etapa 1. Establecimiento del cultivo in vitro o in-
troduccion: consiste en la implantacion de los meristemas
o apices meristematicos ya desinfectados en medio de
cultivo adecuado para el desarrollo del brote. Cada meris-
tema es identificado con un cédido que corresponde a una
“linea”. Cada linea es un conjunto de plantines obtenidos
in vitro que provienen de un mismo meristema apical de la
planta madre, y esta individualizacion tiene como finalidad
mantener la trazabilidad durante todo el proceso de pro-
duccién de cada vitroplanta.

Etapa 2. Multiplicacién: en esta fase se transfiere
el material a otro medio de cultivo que promueve la activa-
cion de las yemas adventicias, para lograr la formacién de
los macollos que seran subdividos en grupos de cuatro-
cinco plantulas y transferidos periédicamente a medio de
cultivo fresco, para la generacion de mayor cantidad de
plantas en cada subcultivo realizado.

Etapa 3. Enraizamiento: en medio de cultivo es-
pecifico se estimula la generacion de raices para la poste-
rior adaptacién de las plantas a las condiciones ex vitro.

Etapa 4. Aclimatacion: consiste en el traslado de
las pequefias plantulas a invernadero, a un ambiente con
alta humedad relativa (HR) y baja intensidad luminica du-
rante las dos primeras semanas, para evitar la deshidrata-
cion; luego se reduce gradualmente la HR y se aumenta la
intensidad de la luz para que resistan en forma eficiente el
transplante a campo.

Figura 1. Etapas de produccion de Vitroplantas hasta su transplante a campo. A) Banco de plantas madre. B) y C) Implantacién de

meristemas. D) Multiplicacion. E) Enraizamiento. F) Aclimatacion.
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Produccion de vitroplantas de cafia de aziicar

Como ya se mencioné previamente, el objetivo
del PV es satisfacer las necesidades del sector productivo
azucarero mediante la provision de vitroplantas de cafia de
azucar para la obtencién de “cafia semilla” libre de enfer-
medades, asegurando al mismo tiempo la pureza genética
y buen vigor de esta. Por lo tanto, la alta calidad de la
“cafia semilla” que se produce en la EEAOC esta relacio-
nada principalmente con estos tres aspectos menciona-
dos: identidad genética, sanidad y vigor.

La identidad genética implica que el material ob-
tenido responde exactamente a las caracteristicas de la
variedad que se estd multiplicando. Las técnicas de cultivo
in vitro son métodos de propagacion agamica y, por lo tan-
to, las plantas originadas de un mismo meristema o apice
meristematico son idénticas a la planta que le dio origen.
A pesar de ello, durante el transcurso del proceso pueden
ocurrir alteraciones genéticas (variacion somaclonal) por el
estrés al que son sometidos los tejidos (Larkin and Scow-
croft, 1981; Phillips et al., 1994).

En nuestro laboratorio se emplean diferentes es-
trategias de manejo para evitar la aparicion de variacion
somaclonal, las que estan relacionadas con la composi-
cion de los medios de cultivo usados, el nimero de subcul-
tivos permitido (2 mayor numero de subcultivos, mayores
posibilidades de alteraciones genéticas) y una permanente
vigilancia de aparicion de plantas fuera de tipo (arroseta-
das, albinas, quimeras).

Figura 2. A) Visualizacion de los perfiles genéticos de lineas de vitroplantas de cana de
azucar B) Ampliacion de zona con una fragmento amplificado diferencial, donde cada

columna corresponde a una linea micropropagada.

Ademas, la identidad genética es garantizada
mediante analisis moleculares, en los cuales se comparan
los perfiles genéticos de las vitroplantas al final del proce-
so (etapa de aclimatacion) con el de la planta que les dio
origen (planta madre). En nuestro laboratorio se optimizé
una metodologia de marcadores moleculares AFLP (siglas
del inglés de “Amplified Fragment Length Polymorphism”
o polimorfismos en la longitud de fragmentos de ADN am-
plificados) (Perera et al., 2010).

A partir del 2014, los AFLP fueron reemplazados
por marcadores TRAP (siglas del inglés de “Target Region
Amplification Polymorphism” o polimorfismos en la ampli-
ficacion de regiones blanco) (Li and Quiros, 2001). Esta ul-
tima técnica implica menos pasos y reactivos y por lo tanto
resulta mas econémica que la empleada previamente. En
la Figura 2 se muestra como se visualizan los perfiles ge-
néticos.

Otra condicion de la “cafa semilla” de alta cali-
dad es su sanidad, es decir, que esté libre 0 con minima
incidencia de patogenos y plagas. Esto se logra con una
combinacién de técnicas que incluyen la hidrotermotera-
pia del material de partida (Ramallo y Vazquez de Ramallo,
2001), la implantacién de meristemas y los analisis mole-
culares para determinar la carga patogénica de los tejidos
(Figura 3).

Con la hidrotermoterapia se lograr eliminar o dis-
minuir la presencia de bacterias, entre ellas Leifosona xyli
subsp. xyli (RSD), en el material
que conformara el plantel de plan-
tas madre de donde se extraeran
los meristemas. Esta consiste en
sumergir en agua caliente a 52°C
durante dos horas las estacas de
cafia de azucar.

El empleo de meristemas
como material de partida disminu-
ye en gran medida la presencia de
virus, debido a distribucioén irregu-
lar de estos en la planta, ya que la
cantidad de los mismos disminu-
ye progresivamente hacia el me-
ristema. Ademas en estas zonas
existe una elevada concentracion
de fito-hormonas y las células se
encuentran en constante y rapida
divisiéon; como no poseen tejido
vascular, los virus y bacterias tie-
nen pocas posibilidades de llegar
a estos tejidos.

En relacion a los andlisis

Figura 3. Metodologias que permiten asegurar la sanidad del material micropropagado. A) Equipo de hidrotermoterapia. B) Cultivo

in vitro de meristemas. C) Diagndstico molecular de enfermedades.
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moleculares para el diagnéstico de enfermedades, se ba-
san en la técnica de PCR (siglas del inglés de “Polymerase
Chain Reaction”) la cual posibilita la deteccién de agentes
patogénicos gracias a la amplificacion de un fragmento de
su ADN. Estos andlisis se realizan al comienzo de la etapa
2, es decir antes de comenzar con la multiplicaciéon masiva
de las vitroplantas, para evitar el desperdicio de recursos
en material no apto.

Por ultimo, el vigor es otra caracteristica que ga-
rantiza la elevada calidad de la cafa semilla producida en
la EEAQOC. El vigor esta dado por la elevada capacidad de
brotacién y crecimiento de la cafia semilla al finalizar el
ciclo de cultivo in vitro. Esta caracteristica es consecuen-
cia, por un lado, del saneamiento logrado con el cultivo de
meristemas; por el otro, del rejuvenecimiento que experi-
mentan los tejidos cuando son cultivados in vitro.

La identidad genética, la sanidad y el vigor son,
como ya se describid, las tres cualidades distintivas de
las vitroplantas de cafia de azucar producidas en el La-
boratorio de cultivos de tejidos de la Seccién Biotecnolo-
gia de la EEAOC. Merece destacarse que en pos de lograr
estas tres cualidades, el PV nunca fue estatico y siempre
estuvo interesado en incorporar cambios que mejoraran
la eficiencia en alguna etapa del proceso de produccion y
acrecentaran la calidad del producto final obtenido. Todas
estas mejoras se describen a continuacién en orden de
implementacion (Figura 4).

Creacion del Proyecto Vitroplantas

Diagnéstico molecular de tres enfermedades:
raquitismo de la caha soca (Leifsonia xyli subsp.
xyli); escaldadura de la hoja (Xanthomonas
albilineans) y mosaico de la caha de azicar
(Sugarcane mosaic virus)

Banco de plantas madre

Andlisis molecular de variaciéon somaclonal
mediante marcadores AFLP

c

Diagnéstico molecular del virus del mosaico

O del sorgo (SrMV)

N
o

Diagnéstico molecular del virus del amarillamiento
en cafa de azucar (Sugar Yellow Leaf Virus, YLS)

014

i

Andlisis de variacién somaclonal mediante
marcadores TRAP

Diagnoéstico molecular de estria roja
(Acidivorax avenae subsp. avenae)

016

ﬁ

Certificacion del proceso de producciéon de
vitroplantas con la Norma ISO 9001:2008.

Recertificacién con la nueva versién de la
Norma ISO 9001:2015

O17

ﬁ

Incorporacién del sistema de inmersién
temporal al proceso de produccion

2018

Figura 4. Mejoras implementadas en el Proyecto Vitroplantas
desde su inicio.
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En el afio 2005 se incorporé el diagndstico mo-
lecular de los agentes causales de tres de las enfermeda-
des de mayor incidencia en los cafiaverales de la provin-
cia: raquitismo de la cafa soca (Leifsonia xyli subsp. xyli)
(Pan et al., 1998); escaldadura de la hoja (Xanthomonas
albilineans) (Pan et al., 1997; 1999) y mosaico de la cafia
de azucar (SCMV, Sugarcane mosaic virus) (Perera et al.,
2009). Hasta 2005, la deteccion de los agentes causales
de las enfermedades mencionadas se realizaba por sero-
logia. Sin embargo esta metodologia fue reemplazada por
técnicas moleculares, dado que poseen mayor sensibili-
dad, es decir que detectan la presencia del patégeno aun
en concentraciones muy bajas.

En 2006 se conformd un Banco de Plantas Ma-
dre, lo que resulté fundamental para la organizacion de la
produccion de vitroplantas. La disponibilidad de un grupo
de plantas en condiciones éptimas desde el punto de vista
genético, fisiolégico y sanitario permite disponer de mate-
rial vegetal vigoroso y uniforme para organizar las fechas
de implantacién de meristemas y lograr una mayor eficien-
cia en todo el proceso. A este plantel de plantas madre,
que se renueva cada tres afos, también se le realiza el
diagnoéstico molecular de enfermedades.

En 2007 se incorpord el analisis de la variacion
somaclonal para estimar los cambios genéticos que pue-
den producirse durante el proceso. Dicho analisis se reali-
za mediante el uso de marcadores moleculares AFLP. Con
este estudio se verifica y asegura la identidad genética del
material en la etapa de aclimatacion, luego de concluir la
etapa de laboratorio y antes de ser trasladado a campo.

En el afio 2010 se afadi6 la deteccion del virus
del mosaico del sorgo (Sorghum mosaic virus, SrMV) al
diagnéstico de enfermedades. El mosaico de la cafia de
azlcar es una de las enfermedades virales mas importan-
tes del cultivo. Los virus comunmente asociados con los
sintomas de mosaico corresponden a numerosas razas del
SCMV (cuya presencia se diagnosticaba desde 2005) y del
SrMV (Perera et al., 2009), razdn por la cual se incorpord la
deteccion de este agente causal al diagndstico molecular
de enfermedades de las vitroplantas.

En 2014 se sumo al diagndstico de enfermedades
el andlisis del virus del amarillamiento de la cafia de azu-
car (Sugarcane yellow leaf virus, YLS). Esta enfermedad se
encuentra mucho mas difundida en Tucuman de lo que se
esperaba segun las evaluaciones visuales de los sintomas
(Bertani et al., 2014). Por ese motivo se incluyeron diferen-
tes estrategias para controlar la enfermedad, entre ellas la
incorporacion del diagnéstico en el esquema del PV.

Ya se mencioné que en 2014 se cambid el tipo
de marcadores moleculares para el estudio de la variacién
somaclonal de las vitroplantas en etapa de rusticacién.

En 2016 se agreg6 a las enfermedades evaluadas
por diagnéstico molecular la estria roja (Acidivorax avenae
subsp. avenae), debido al incremento en su incidencia,
particularmente en el norte del pais (Fontana et al., 2013).
Con esta ultima incorporacién en el esquema del Proyecto
Vitroplantas se asegura la sanidad respecto a cinco enfer-
medades de importancia en la region.

En 2016 también se logré la certificacion del
proceso de produccion de vitroplantas con la Norma ISO
9001:2008, y en 2017 se re-certificd el proceso incorpo-
rando todas las adaptaciones a la Ultima versién de la nor-
ma (2015). Este logro implicé no solo la busqueda de la
calidad 6ptima de las vitroplantas producidas, sino que se



Produccion de vitroplantas de cafia de aziicar

incorpord el concepto de Sistema de Gestion de la Calidad
(SGC) en la etapa de laboratorio del proceso de PV. EI SGC
es una herramienta adicional que el PV utiliza para alcan-
zar los objetivos planteados.

En 2018 se incorporé la técnica de Inmersién tem-
poral al proceso de produccién que se realizaba hasta el
momento Unicamente en medios estaticos. Los sistemas
de inmersion temporal son sistemas semi—automatizados
en los que el funcionamiento se basa en el contacto inter-
mitente del medio de cultivo liquido con el material vegetal
por un corto periodo de tiempo y la consecuente renova-
cion de la atmésfera gaseosa, para evitar la hiperhidricidad
de los tejidos y la acumulacion de gases toxicos. Las plan-
tas producidas con este procedimiento son de mayor ta-
mafo y estan pre-rusticadas al salir del laboratorio por las
caracteristicas propias de este tipo de método (Figura 5).
Esta tecnologia incorporada, ademas de mejorar la calidad
de las plantas producidas, implica menos mano de obra y
mayor eficiencia en el consumo de medios de cultivo.

En la Tabla 1 se resumen las vitroplantas produci-
das en el marco del Proyecto de las diferentes variedades
y clones promisorios, desde su inicio en 2001 hasta el afio
2019.

CONCLUSIONES

EL PV ha provisto de cafa semilla de alta calidad
de las principales variedades cultivadas en la provincia a
los productores locales. Hasta 2017, alrededor del 70% de
la superficie de los Semilleros Registrados (segunda eta-
pa de multiplicacion a campo de la cafia semilla de alta
calidad) estuvo implantada con la cafia semilla saneada
generada por el PV de las nuevas variedades producidas
por el Programa de Mejoramiento Genético de Cafa de
Azucar de la EEAOC (Giardina, 2018).

Con el uso de esta cafia semilla la incidencia de

Figura 5. Plantas obtenidas con el sistema de inmersion tem-

poral.

enfermedades ha disminuido considerablemente. Asimis-
mo, debido a la sanidad y al vigor del material micropropa-
gado por el PV, la produccién promedio de la cafia semilla
de alta calidad varia entre 78 a 95 t/ha, valores que de-
muestran la elevada capacidad productiva de esta, tenien-
do en cuenta que el rendimiento cultural promedio de los
lotes comerciales de la provincia oscila entre 60 y 65 t/ha
(Giardina, 2018).

Otra ventaja que debe mencionarse es la posibi-
lidad que se les brinda a los productores para un rapido
acceso a las nuevas variedades producidas por el progra-
ma de mejoramiento de la EEAOC, permitiéndoles renovar
su cahaveral con material genético de alta sanidad y mejor
productividad.

En sintesis, el PV ha buscado permanentemente
desde sus inicios mejorar los procesos para lograr un pro-

Tabla 1. Plantines producidos por el Proyecto Vitroplantas de la EEAOC en el periodo 2001-2019.

Genotipos
cp L LCP LCP RA RA TUC TUC TUC TUC TUC TUCCP Clones Total

LUCN 65-357 75-33 85-376 85-384 87-3 00-19 03-12 89-28 95-10 95-37 97-8 77-42 promisorios

2001 21.547 3.096 47.345 1546  3.409 1.611 78.554
2002 3.735 4958  5.808 3.091 17.592
2003 4.190 3.223 3.201 3.118 1522  9.293 3.347 27.894
2004 12.275 5.304 82 317 1.071 7143 26.192
2005 2443 3.612 10.423 28.344 7.199 2168 54.189
2006 13.324 15.401 16.682 4.960 5078 55.445
2007 12.853 9.103 10.030 6.360 6.239  8.757 17729 71.071
2008 16.326 3.533 1.424 6.255 11.360 9.890 6.389 55.177
2009 16.587 9.016 12.718 16.666  9.579 9.720 74.286
2010 15.112 24635 13.248 13.047 5.550 71.592
2011 18.600 36.706 18.087 11.671 4067 89.131
2012 17.319 6.963 32.384 7.870 26.229 6.753 97.518
2013 25.472 2.670 29.015 11.095 29.871 7.187 105.310
2014 9.572 15.984  1.342 3.753 7.283 30.294 12.293 5.668 86.189
2015 12.400 11.081 12123 17711 7.554 28597 2128 666 92.260
2016 8.311 2407 7199 28.843 7.893 6.907 5.838 67.398
2017 56 295 746 467 20768 22.332
2018 8.367 6047 966 20701 27675 63.756
2019 5.685 4449 19070 5283 5276 14.870 54.633
Total 41.504 6.835 10.032 255222 8.026 90.492 49.896 41.446 11.536 199.498 98.680 234.600 93.321 69.431 1.210.519
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ducto final que cumpla e incremente la satisfaccién de los
productores azucareros y, de esta manera, lograr un desa-
rrollo sostenible que ya cuenta con 19 afios de historia.
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