Plantas in vitro de caña de azúcar libre de Leifsonia xyli subsp. xyli, mediante termoterapia y cultivo de meristemos.
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RESUMEN
Plantas in vitro de caña de azúcar, libre de Leifsonia xyli subsp., fueron obtenidas mediante técnicas combinadas de termoterapia y cultivo de meristemos, lográndose exitosamente el control y erradicación del agente causal de la enfermedad RSD. En los tratamientos T1, T2, T3 y T4, se emplearon yemas de campos comerciales con tratamientos termoterapéutico sucesivos en agua caliente a 50°C, 51ºC y 52ºC, seguido de aire caliente a 40ºC por 30 días + cultivo de meristemos de 0.25, 0.50 y 1.0 mm de longitud; en el tratamiento T5, se emplearon yemas TAC de campos semilleros + termoterapia en aire caliente a 40°C por 30 días + cultivo de meristemos de 1mm de longitud y en el tratamiento T6, se emplearon yemas de campos comerciales con tratamiento en agua caliente a 50°C + termoterapia  en aire caliente a 40°C por  15 días + cultivo de meristemos mayor a 1 mm de longitud. Para el crecimiento de los meristemos se utilizó un medio propuesto para establecimiento. En plantas regeneradas, luego de dos recultivos en medios de multiplicación, fue realizado el control de calidad mediante el diagnóstico con Tissue Blot Inmunoensayo (TBIA). Los resultados muestran que las plantas procedentes de los tratamientos T1, T2, T3 y T4 son negativos a la presencia de Leifsonia xyli subsp. xyli mientras que las plantas de los tratamientos T5 y T6 son positivos a la presencia de dicho fitopatógeno. Adicionalmente, se determinó que los tratamientos T2 y T3 presentan mayores porcentajes de sobrevivencia y regeneración de plantas sanas.
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1. INTRODUCCION
Una de las enfermedades de la caña de azúcar más importantes es RSD o raquitismo de las socas, cuyo agente causal es la bacteria Leifsonia xyli subsp xyli, (Davis et al, 1980), descrito por primera vez en 1944, en Queesland, Australia y, actualmente ha sido identificada en casi todos los países cañeros atacando diversos genotipos de plantas en las más diversas condiciones ambientales (Victoria, 1984, Giglioti, 1998). La bacteria se aloja en los vasos del xilema de la planta donde produce un taponamiento, poco desarrollo, declinamiento del cultivo y la disminución en la producción. Las pérdidas ocasionadas en la agroindustria azucarera durante los últimos cuarenta años son superiores a las producidas por otras enfermedades (James, 1996). Dean y Davis (1989), estimaron pérdidas anuales variando entre 5 a 15 % en caña de azúcar en la Florida (EUA) y puede llegar hasta un 30% a 60% en condiciones ambientales de sequía extrema y cepas viejas en otros países cañeros (Chinea,1995; Vera, 2013; Pérez, 2016). El tratamiento hidrotérmico de la semilla es el método más usado para eliminar el patógeno de la semilla, los cultivadores dependen de los programas de tratamiento en agua caliente o de inmersión de la semilla en agua a 50 º C por un tiempo de 1 a 2 horas; siendo esta, una terapia muy común pero costosa, sin embargo, no logra una total erradicación del patógeno. 

La Biotecnología Agrícola empleando técnicas de cultivo de meristemos, permiten obtener en forma masiva “caña semilla”, de alta calidad, mayor vigor, sanidad e identidad genética (Vasil, 1980; Cha-um, S. et al, 2006; Prehn, D., 2013). En caña de azúcar, Ardelini y Kostka (1986), encontraron aumentos en los rendimientos entre el 12% y 14%, al emplear semillas micropropagadas, mientras que Pérez y Rodríguez (1987), consiguieron incrementos en el número de tallos entre 5% y 30%. El establecimiento de caña semilla de calidad, emplea técnicas que permiten la obtención y multiplicación de plantas libre de patógenos sistémicos para mejorar la producción y la calidad. La técnica más frecuentemente utilizada y con mayores éxitos es el cultivo in vitro de meristemos suplementado en muchos casos por tratamientos de termoterapia (Roca y Mroginski,1993). Teniendo en cuenta las ventajas del empleo de plantas libre de patógenos, se ha realizado el presente trabajo cuyo objetivo fue plantear metodologías más adecuada para obtener plantas in vitro de caña de azúcar libre de la bacteria sistémica Leifsonia xyli subsp. xyli, empleando tratamientos de combinados de termoterapia y cultivo de meristemos.
2. MATERIALES Y METODOS
1) TRATAMIENTOS. -
TRATAMIENTO T1, T2 y T3:
Plantas donantes de caña de azúcar provenientes de campos comerciales de seis a ocho meses de edad, fueron seleccionados considerando las mejores características agronómicas con el objeto de extraer yemas vegetativas del tercio medio hacia el apical. Los tallos fueron fragmentados individualmente en trozos de 5cm de longitud, incluyendo la yema y los anillos de crecimiento, empleándose un cuchillo flameado con etanol 90%, seguidamente se lavaron con detergente comercial y abundante agua, luego se mantuvieron 24 horas en agua e inmediatamente se sometieron a sucesivos tratamientos que a continuación se detalla:
a) PRE-TRATAMIENTO HIDROTÉRMICO DE YEMAS
Las yemas cortadas y lavadas se trataron con agua caliente a 51 º C por 10 minutos, empleando una cámara de tratamiento térmico de agua caliente y se enjuagaron con agua fría.
b) TRATAMIENTO EN AGUA CALIENTE (TAC) DE YEMAS
Las yemas se trataron en agua caliente a 52 º C por 1 hora (tiempo incrementado con relación al convencional), empleando una cámara de termohidroterapia y enjuagándose inmediatamente con agua fría, seguido de una desinfección química en una solución fungicida con homai (1g/l). A continuación, fueron desinfectadas en una solución de hipoclorito de sodio (NaClO) 1.5 % por 10 minutos y, finalmente fueron sembradas en una bandeja germinadora conteniendo sustrato comercial a base de vermiculita grado fino.
c) TERMOTERAPIA DE YEMAS
Las yemas sembradas fueron mantenidas bajo tratamiento térmico de aire caliente a 40 º C por un período de 30 días, empleándose una cámara de termoterapia; al término fueron obtenidos brotes de 25 a 30 cm. de longitud; se les aplicó 2 riegos diarios con la finalidad tanto de humedecer el sustrato, así como también aplicar solución antifúngica de homai (1g/l), con frecuencia semanal para evitar el ataque de hongos.
d) DESINFECCION QUIMICA DE BROTES.
Los brotes resultantes de termoterapia fueron lavados con abundante agua corriente para eliminar los restos del sustrato, seguidamente fueron desinfectados en una solución homai 1% y de hipoclorito de calcio Ca (OCl)2 10% durante 30 minutos y culminó con varios enjuagues en agua corriente. Los brotes fueron cortados con ayuda de un bisturí flameado en alcohol 96%, hasta reducir a 10 cm de longitud, eliminando los primordios foliares externos que envuelven a la yema principal, este tejido será la fuente de explantes para iniciar cultivo in vitro.
e) TRATAMIENTO EN AGUA CALIENTE (TAC) DE EXPLANTES.
Los explantes fueron sumergidos en agua caliente a 50 º C, durante 10 minutos y se enjuagaron en agua fría estéril. Luego se desinfectaron con alcohol 70 % por un minuto, seguido de desinfección en hipoclorito de calcio Ca (OCl)2 10% durante 25 minutos, finalmente se enjuagaron 5 veces en agua destilada estéril. Todo este proceso y en adelante fue realizado en cabina de flujo laminar.
f) ESCISION DE MERISTEMOS.
Con ayuda de un microscopio estereoscopio, en cámara de flujo laminar se procedió a eliminar los primordios foliares externos, hasta obtener meristemos de 0.25 mm (TRATAMIENTO 1), 0.5mm (TRATAMIENTO 2), y 1 mm (TRATAMEINTO 3) y estos fueron sembraron en tubos de ensayo con medio nutritivo formulado para esta especie y, finalmente se rotularon según el tipo de tratamiento. 
TRATAMIENTO T4:
El material vegetal de partida corresponde a lo empleado en los tres primeros tratamientos mencionados y se continúa conforme se detalla a continuación:
a) TRATAMIENTO EN AGUA CALIENTE (TAC) DE YEMAS
Las yemas se trataron en agua caliente a 52 º C por 30 minutos (TAC: valor similar al tratamiento convencional), empleando una cámara de termohidroterapia y enjuagándose inmediatamente con agua fría, seguido de una desinfección química en una solución fungicida con homai (1g/l). A continuación, fueron desinfectadas en una solución de hipoclorito de sodio (NaClO) 1.5 % por 10 minutos y, finalmente fueron sembradas en una bandeja germinadora conteniendo sustrato comercial a base de vermiculita grado fino
b) TERMOTERAPIA DE YEMAS
Procedimiento similar al tratamiento T1 (c)
c) DESINFECCION QUIMICA DE BROTES
[bookmark: _Hlk6669620]Procedimiento similar al tratamiento T1 (d)
d) TRATAMIENTO EN AGUA CALIENTE (TAC) DE EXPLANTES
[bookmark: _Hlk6669390]Procedimiento similar al tratamiento T1 (e)
e) ESCISION DE MERISTEMOS
Procedimiento similar al tratamiento T1 (f)
TRATAMIENTO T5:
Plantas donantes de caña de azúcar provenientes de campos semilleros de seis a ocho meses de edad, cuyas yemas previas a la siembra reciben tratamiento en agua caliente a 50°C por 30 minutos (TAC), fueron seleccionados considerando las mejores características agronómicas con el objeto de extraer yemas vegetativas del tercio medio hacia el apical. Los tallos fueron fragmentados individualmente en trozos de 5cm de longitud, incluyendo la yema y los anillos de crecimiento, empleándose un cuchillo flameado con etanol 90%, seguidamente se lavaron con detergente comercial y abundante agua, luego se mantuvieron 24 horas en agua e inmediatamente se sometieron a sucesivos tratamientos que a continuación se detalla:
a) TERMOTERAPIA DE YEMAS
Procedimiento similar al tratamiento T1 (c)
b) DESINFECCION QUIMICA DE BROTES
Procedimiento similar al tratamiento T1 (d)
c) ESCISION DE MERISTEMOS
Procedimiento similar al tratamiento T1 (f)
TRATAMIENTO T6:
Plantas donantes de caña de azúcar provenientes de campos comerciales de seis a ocho meses de edad, fueron seleccionados considerando las mejores características agronómicas con el objeto de extraer yemas vegetativas del tercio medio hacia el apical. Se siguió el mismo procedimiento del T1 y luego fueron sometieron a sucesivos tratamientos que a continuación se detalla:
a) TRATAMIENTO EN AGUA CALIENTE (TAC) DE YEMAS
Las yemas se trataron en agua a 52 º C por 5 minutos (temperatura y tiempo muy reducido), empleando una cámara de termohidroterapia y enjuagándose inmediatamente con agua fría, seguido de una desinfección química en una solución fungicida con homai (1g/l). A continuación, fueron desinfectadas en una solución de hipoclorito de sodio (NaClO) 1.5 % por 10 minutos y, finalmente fueron sembradas en una bandeja germinadora conteniendo sustrato comercial a base de vermiculita grado fino.
b) TERMOTERAPIA DE YEMAS
Procedimiento similar al tratamiento T1 (c)
c) DESINFECCION QUIMICA DE BROTES
Procedimiento similar al tratamiento T1 (d)
d) ESCISION DE MERISTEMOS
Procedimiento similar al tratamiento T1 (f), excepto en el tamaño del meristemo, que en este tratamiento se consideran meristemos mayores a 1 mm
y estos fueron sembraron en tubos de ensayo con medio nutritivo formulado para esta especie y, finalmente se rotularon según el tipo de tratamiento. 
[bookmark: _GoBack]
Las plantas in vitro regeneradas, de todos los tratamientos, desarrollaron brotes o hijuelos en el estadio de multiplicación a los 90 días de su cultivo in vitro; luego fueron seccionadas y aisladas hojas in vitro para los análisis serológicos respectivos que determinaron la presencia o ausencia de la bacteria Leifsonia xyli subsp. xyli, a continuación, se detalla la metodología empleada.

2) CONTROL DE CALIDAD: DETECCIÓN DE Leifsonia xyli subsp. xyli MEDIANTE PRUEBAS SEROLÓGICA Tissue-blot inmunoensayo (NCM) 
[bookmark: _Hlk6671496]Tissue –blot es una prueba inmunoenzimática en la que se utilizan membranas de nitrocelulosa como soporte para los reactivos, es una técnica fácil de ejecutar, las muestras pueden almacenarse durante varias semanas y pueden enviarse por correo a otro laboratorio para su procesamiento. Todos los pasos se realizan a temperatura ambiente. La prueba consiste colocar una pequeña cantidad de macerado de plantas in vitro (20 a 30 ul) en la membrana, bloqueando las áreas en donde no se coloca muestra. Las partículas bacterianas de Leifsonia xyli subsp. xyli reaccionan con anticuerpos específicos (Ig G) para esta bacteria y estos son detectados a su vez por anticuerpos conjugados a una enzima. Esta enzima reacciona con un sustrato, dando una coloración púrpura, siendo la intensidad de la coloración proporcional a la concentración de la bacteria presente en la muestra.
PREPARACION DE LAS MUESTRAS:
1) Secciones de plantas in vitro de caña de azúcar (0.1g) fueron aisladas en cámara de flujo laminar y fueron colocados en tubos de ensayo con medio nutritivo fresco, rotulando el origen del tratamiento aplicado, se establecieron 6 tratamientos con 5 repeticiones cada uno.
2) Utilizando una hoja guía se identificó la posición de cada muestra en las membranas de nitrocelulosa
PREPARACIÓN DE BUFFER:
COMPOSICION
5.7 g de Trizma - Hcl
8.7 g de NaCl
PROCEDIMIENTO: Impresión de las muestras en membrana de nitrocelulosa
Disolver en 1000 ml de agua destilada y ajustar el pH a 7.5 y continuar con lo siguiente:
1) Numerar la membrana en la parte superior y cortar uno de los lados para señalar el inicio de las impresiones.
2) Colocar 0.1 g de las secciones de plantas in vitro con 1 ml de buffer I y obtener un macerado con la ayuda de un empleando un mortero.
3) Colocar 20ul de sobrenadante (sin tejido) en la membrana de nitrocelulosa, utilizando una micropipeta.
4) Repetir el paso 2, con las siguientes muestras, previamente lavar con agua corriente el mortero y pilón, luego secar con papel toalla, retirando todo exceso de agua.
5) Colocar las membranas a una placa petri de vidrio y mantener en estufa a 60° C -70º C por 1 hora.
Las membranas de nitrocelulosa con las impresiones de macerado de plantas in vitro fueron enviadas al Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Argentina, para su revelado.

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Los resultados obtenidos se indican en las siguientes tablas y figuras:

	DESCRIPCION PROCESOS 
	Tratamientos aplicados para el saneamiento

	
	T1
	T2
	T3
	T4
	T5
	T6

	Plantas campos comerciales 
	X
	X
	X
	X
	
	X

	Plantas de campos semilleros 
	
	
	
	
	X
	

	Pretratamiento hidrotérmico de yemas.
	X
	X
	X
	
	
	

	Tratamiento agua caliente (TAC) de yemas.
	X
	X
	X
	X
	
	X

	Tratamiento de termoterapia de yemas. 
	X
	X
	X
	X
	X
	X

	Desinfección química de brotes. 
	X
	X
	X
	X
	
	

	Tratamiento agua caliente (TAC) de explantes.
	X
	X
	X
	X
	
	

	Desinfección química de explantes 
	X
	X
	X
	X
	
	

	Escisión y cultivo de meristemo (0.25mm)
	X
	
	
	
	
	

	Escisión y cultivo de meristemo (0.5mm)
	
	X
	
	
	
	

	Escisión y cultivo de meristemos (1mm)
	
	
	X
	X
	X
	

	Escisión y cultivo de meristemos (>1 mm)
	
	
	
	
	
	X


Tabla 1. Tratamientos aplicados para el saneamiento de plantas in vitro de caña de azúcar
[image: ]
Figura N º 1:  Impresión de macerado de plantas in vitro de caña en NCM, para test serológico
[image: ]
  Figura N º 2:    Membrana de nitrocelulosa (NCM) con 14 muestras de macerado de plantas de caña de azúcar (T1 – T6)
	
Muestra
	Tipo
Tratamiento
	Tamaño meristemo (mm)
	Porcentaje sobrevivencia meristemo
	Porcentaje microorganismos contaminantes
	Test serológico para detección Leifsonia xyli subsp. xyli (Indexing) 

	1
	T1
	0.25
	30.5
	7.3
	Negativo

	2
	T1
	0.25
	
	
	Negativo

	3
	T1
	0.25
	
	
	Negativo

	4
	T1
	0.25
	
	
	Negativo

	5
	T1
	0.5
	
	
	Negativo

	6
	T2
	0.5
	53.58
	16.5
	Negativo

	7
	T2
	0.5
	
	
	Negativo

	8
	T2
	0.5
	
	
	Negativo

	9
	T2
	0.5
	
	
	Negativo

	10
	T2
	0.5
	
	
	Negativo

	11
	T3
	1.0
	70.50
	25.50
	Negativo

	12
	T3
	1.0
	
	
	Negativo

	13
	T3
	1.0
	
	
	Negativo

	14
	T3
	1.0
	
	
	Negativo

	15
	T3
	1.0
	
	
	Negativo

	16
	T4
	1.0
	73.2
	33.33
	Negativo

	17
	T4
	1.0
	
	
	Negativo

	18
	T4
	1.0
	
	
	Negativo

	19
	T4
	1.0
	
	
	Negativo

	20
	T4
	1.0
	
	
	Negativo

	21
	T5
	1.0
	81.25
	35.65
	Positivo

	22
	T5
	1.0
	
	
	Positivo

	23
	T5
	1.0
	
	
	Positivo

	24
	T5
	1.0
	 
	 
	Positivo

	25
	T5
	1.0
	 
	 
	Positivo

	26
	T6
	 > 1.0
	90.25
	63.50
	Positivo

	27
	T6
	> 1.0
	 
	 
	Positivo

	28
	T6
	> 1.0
	 
	 
	Positivo

	29
	T6
	> 1.0
	 
	 
	Positivo

	30
	T6
	> 1.0
	 
	 
	Positivo


Tabla 2. Efecto de la termoterapia y el tamaño de meristemos en la obtención de plantas in vitro de caña de azúcar, libre de Leifsonia xyli subsp. xyli (NCM)
La obtención de plantas de caña, libre de este patógeno es fundamental para optimizar los rendimientos en lotes comerciales, siendo el cultivo in vitro de meristemos en combinación con tratamiento de termoterapia, una vía rápida y eficiente para lograr un material sano y genéticamente idéntico (Cha-um, S. et al, 2006; Prehn, D., 2013)
Según los resultados de este estudio, los tratamientos T1, T2 y T3, han obtenido el 100% de plantas saneadas para RSD (index negativo al agente patógeno RSD).
Se observó diferencias en la sobrevivencia del meristemo, cuyos valores fueron de 30.5%, 53.58% y 70.5%, al emplear yemas de campo comerciales para los tratamientos T1, T2 y T3 respectivamente, que depende directamente del tamaño del meristemo extraído, registrándose valores elevados de sobrevivencia a mediada que el tamaño de meristemo aumenta hasta 1.0 mm; en general  cuanto más grande sea el tejido mayores serán las posibilidades de regeneración de las plantas establecidas in vitro (Mroginski, 2002¸ Prehn; Rodríguez et al., 2011; D., 2013¸) sin embargo a mayor tamaño también son mayores las probabilidades de que el cultivo se contamine, tal cómo se registra en el mismo tratamiento. En el tratamiento T4, se emplearon yemas de semilla tratada para la instalación de semilleros, observándose de igual forma, valores elevados de sobrevivencia, pero la contaminación por agente bacterianos aumenta considerablemente a 33.33%, ocasionando en algunos casos inhibición y muerte de las plantas, al igual que trabajos reportado por Rodríguez et al 2011.
[bookmark: _Hlk6587306]En el tratamientos T5 y T6, se emplearon yemas tanto de plantas donantes de campo semillero y comercial, a los cuales no se les ha aplicado tratamientos sucesivos de termoterapia, sólo se ha seguido procedimientos convencionales para establecimiento meristemos in vitro, resultando ser muestras positivas a la presencia de la bacteria sistémica Leifsonia xyli subsp. xyli (RSD); obteniendo valores elevados de sobrevivencia de 81.25% y 91.25%, además de contaminación por agentes bacterianos igualmente elevados, con valores que oscilan de 35.65% a 63.50%; indicando que con el cultivo in vitro de meristemos de mayor tamaño se obtienen elevada sobrevivencia (Prehn, D., 2013) pero no garantiza el saneamiento frente a agentes sistémicos, así como tampoco están exentos a la contaminación bacteriana, tal como se evidencia en trabajos similares (Cha-um, S. et al, 2006 ; Rodríguez et al.2011).

CONCLUSIONES
· Plantas in vitro de caña de azúcar obtenidos de los tratamientos T1, T2 y T3 son negativos a la presencia la bacteria sistémica Leifsonia xyli subsp. xyli (RSD), además de bajos porcentajes de sobrevivencia de meristemos y microorganismos contaminantes.
· Plantas in vitro de caña de azúcar del tratamiento T2, son negativos a la presencia de la bacteria sistémica Leifsonia xyli subsp. xyli (RSD), presentando además el más alto porcentaje de sobrevivencia de meristemos, igual a 53.58 % y, bajo porcentaje de microorganismos contaminantes.
· Plantas in vitro de caña de azúcar obtenidos de los tratamientos T5 y T6, son positivos a la presencia de la bacteria sistémica Leifsonia xyli subsp. xyli (RSD), registrando a la vez los más altos porcentaje de sobrevivencia de meristemos, pero con los más altos porcentajes de microorganismos contaminantes (presencia latente).
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