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ABSTRACT

The paper presents recent progress in the investigation of variability and genetic resistance in relation to Rust and Red
stripe diseases of sugar cane in Argentina. Experimental results for rust innoculation under controlled conditions served to
postulate that both basal peroxidase activity and its rate of increase after innoculation with the disease could be complemen-
tary mechanisms in the expression of resistance in different cultivars. Molecular diversity of rust populations collected in the
field in North West Argentina were also investigated based on 538 AFLP markers. Samples collected in different varieties
and sites indicated that rust uredospores populations correspond with a single mixed undifferentiated population with a high
degree of intrinsic genetic variability. In regard to Red stripe it was possible to optimize an effective procedure for the isola-
tion, identification and genetic characterization of the disease agent. Results permitted for the first time the identification of
Acidovorax avenae as the agent responsible for the disease in Argentina. The profile analysis for REP-PC and RAPD indica-
ted the presence of at least four different biotypes of the disease in Salta and Tucuman. The occurrence of genetic diversity
among isolates permits the design of strategies for the control of the disease by means of resistant varieties.

Key words: genetic resistance, genetic diversity, molecular markers, sugar cane

RESUMEN

Esta contribucion presenta avances en la investigacion de la variabilidad y resistencia genética con relacion a “Roya ma-
rron” y “Estria roja” de la cafia de azlicar en Argentina. Resultados experimentales de la inoculacion con roya en condiciones
controladas permitieron postular que tanto la actividad peroxidasa basal como la tasa de su crecimiento con posterioridad a
la infeccion serian mecanismos complementarios que favorecen la expresion de la resistencia a la enfermedad. También se
investigo la diversidad molecular en poblaciones de roya con base en 538 marcadores AFLP a partir de muestreos en dife-
rentes variedades y en una amplia faja de distribucion de la enfermedad en el NOA. No se detectaron estructuras genéticas
diferenciadas segun origenes, comportandose las diferentes poblaciones como una tinica gran poblacion indiferenciada de
uredosporos con alto grado de variabilidad genética intrinseca. Con relacion a Estria roja se logré optimizar una técnica
efectiva para el aislamiento, identificacion y caracterizacion genética del agente responsable de la enfermedad. Los resulta-
dos obtenidos permitieron confirmar que Acidovorax avenae es el agente responsable de estria roja de la cafia de azticar en
Argentina, siendo ésta la primera caracterizacion realizada en la region cafiera para esta patologia. Por otra parte el analisis
de perfiles de REP-PCR y RAPD confirmo la presencia de al menos cuatro biotipos de la enfermedad en aislados de Salta y
Tucuman. La existencia de diversidad genética entre aislamientos permite disefiar estrategias de control mediante el uso de
variedades resistentes.
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El cultivo de la cana de aztcar ocupa en la Argen-
tina una superficie de aproximadamente 330.000ha
que sustenta una produccion anual de 2,3 millones
de toneladas métricas. Constituye una actividad es-
tratégica para las principales provincias productoras
(Tucuman, Jujuy y Salta) por su fuerte impacto en
la econdémico y social en la region.

La competitividad de la agroindustria de la cafia
de azucar se fundamenta en una produccion eficien-
te y estable en el tiempo. Estas caracteristicas estan
definidas a su vez por la eficacia de las tecnologias
disponibles.

La base genética de la produccion, es decir, la
disponibilidad de variedades con alto potencial de
rendimiento a campo y con aptitud fabril, es uno
de los factores mas decisivos y determinantes de la
competitividad. La seguridad y estabilidad produc-
tiva de dichas variedades a su vez, esta determinada
por su adaptabilidad a las condiciones de cultivo en
el subtropico y por las resistencias a factores inci-
dentes bioticos y abioticos (Mariotti, et al, 2006).

Por este motivo los programas de mejora enfati-
zan en sus objetivos la introduccion de resistencias
genéticas a la principales enfermedades incidentes,
mientras que intentan ademas profundizar en el co-
nocimiento y comprension de los mecanismos de
las relaciones huésped-hospedero, como base para
su control y manejo integrado en condiciones de
cultivo.

Nuestro grupo de trabajo inicidé recientemen-
te una linea de investigacion dirigida a mejorar la
comprension de estas relaciones y comportamien-
tos, incorporando a los métodos clasicos nuevas he-
rramientas bioquimicas y moleculares. Esta contri-
bucion pretende presentar algunos de los principales
avances alcanzados recientemente con relacion a
dos enfermedades consideradas criticas en Argen-
tina: la “Roya marron”, producida por Puccinia
melanocephala H&P Sydow y la “Estria roja” pro-
ducida por Acidovorax avenae (Manns) Willems, et
al. (1992), Schaad, et al. (2008). Ambas enferme-
dades inducen dafios significativos que afectan a la
productividad y a la calidad industrial de la cafia de
azucar, a la vez que sostienen mecanismos comple-
jos de interaccion patogeno-hospedante.

ACTIVIDAD PEROXIDASA:

una evaluacion bioquimica para evaluar la
resistencia a la “roya marron” de la cafa
de azucar

La “Roya marrén” o “comun” de la cafa de
azlcar es una enfermedad foliar fingica causada
por Puccinia melanocephala, de gran importancia
e impacto econdomico sobre la produccion en casi
todo el mundo. Las pérdidas ocasionadas por la
enfermedad varian del 10 al 50% segin condicio-
nes y susceptibilidad de los cultivos (Hoy y Ho-
llier, 2006). La evaluacion de la resistencia de los
materiales fitotécnicos se basa en observaciones a
campo y en el uso de escalas valorativas del dafio
foliar. Esta metodologia presenta dificultades en su
aplicacion en razon de ser altamente dependiente de
condiciones ambientales y del grado de subjetividad
del evaluador (Asnaghi, ef al., 2004, Ramos Leal, et
al., 1989).

Por otra parte, se ha demostrado que las peroxi-
dasas en las plantas, participan en varios procesos
fisiologicos asociados a los mecanismos defensivos
a los factores externos incidentes, tanto bidticos
como abidticos, VanLoon, ef al. (2006). El objetivo
de estos trabajos fue el de relacionar la resistencia
o susceptibilidad a la Roya marrén en variedades
contrastantes en su comportamiento con la activi-
dad peroxidasa basal y los cambios inducidos en
¢ésta con posterioridad a la inoculacion controlada.

Previamente, debieron caracterizarse los patro-
nes de actividad especifica para las peroxidasas de
la cana de azucar, con la finalidad de determinar
condiciones Optimas para su evaluacion en lo que
respecta a temperatura, pH, concentraciones Opti-
mas de substratos y enzimas asi como su estabilidad
en el tiempo. Se utilizaron dos variedades fuerte-
mente contrastantes respecto de su susceptibilidad:
c.v R570 (altamente resistente a la roya) y c.v. NA
86-2280 (altamente susceptible).

La actividad peroxidasa fue evaluada por me-
dio del test de guayacol con modificaciones, tanto
en plantas inoculadas y sus respectivos testigos en
condiciones controladas de temperatura, humedad
y luz en una camara de cria. (Colowick y Kaplan,
1957, Johnson y Cunningham, 1971) Estas evalua-
ciones fueron realizadas a las 24, 48, 72 y 120 horas
después de la inoculacion.

Se encontraron diferencias en la actividad pe-
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roxidasa entre los cultivares y entre las plantas ino-
culadas y no inoculadas (Tabla I). El c.v. resistente
R570 mostr6 una mayor actividad enzimatica en
todas las variantes experimentales en comparacion
con el cultivar susceptible. Por otra parte, la activi-
dad peroxidasa se incremento después de la inocula-
cion con el patdgeno en ambos cultivares, pero este
incremento fue mas rapido y a una mayor tasa en el
caso de R570.

Como resultado de estos experimentos se pos-
tula que tanto la actividad peroxidasa basal como
la tasa de su crecimiento con posterioridad a la in-
feccion serian mecanismos complementarios que
favorecen la resistencia a la Roya marrén de la cafia
de azucar. La simplicidad y reproducibilidad de los
procedimientos utilizados permitirian a los progra-
mas de mejora genética contar con un procedimien-
to alternativo objetivo y eficaz para la deteccion de
genotipos resistentes.

Horas después de la

nocutacion 24 hs 48 hs 72 hs 120 hs Total
Variedades
Na 86-2280 1.25° 2.842 2.78% 3.15° 2.50%
R 570 2.10° 3.63° 3.92° 3.322 3.24°
Tratamiento de Inoculacion
Plantas Control 1.54° 2.53% 2.56° 2.537 2.20°
Plantas Inoculadas 1.81° 3.95° 4.14° 3.95° 3.55°
Total 1.67° 3.23° 3.35° 3.24°

Tabla I. Actividad peroxidasa en cafa de azucar. Medias (en
unidades de actividad especifica) y significacion (*) de las di-
ferencias entre variedades y tratamientos de inoculacion a dife-
rentes horas después de inoculadas.

(*) Letras idénticas indican no significacion de las diferencias, mientras
que letras diferentes indican significacion a nivel estadistico del 5%.

La diversidad molecular en poblaciones de
puccinia melanocephala y su relacion con
variedad hospedante y origen geografico

El objetivo de esta investigacion fue la cuanti-
ficacion de la variabilidad genética y la definicion
de la estructura poblacional de Puccinia melano-
cephala a partir de recolecciones de esporas en una
amplia franja de distribucion de la enfermedad en
el NOA. La diversidad molecular se utiliz6 también
como base para establecer su posible asociacién con
diferentes cultivares hospedantes y con la distribu-

cion geografica de la enfermedad.

Compuestos de uredosporas de roya recolecta-
das en condiciones de campo fueron identificados
segun localidad de origen y cultivares hospedantes.
La extraccion de ADN a partir de las mismas se rea-
liz6 siguiendo el protocolo propuesto por Villareal
et al. (2002) CTAB modificado. Se utilizaron las
técnicas de AFLP para el analisis molecular de la
variabilidad genética y para determinar la estructu-
ra poblacional. Un total de 538 marcadores AFLP
fueron generados a partir de combinaciones entre
20 cebadores con la finalidad de realizar el analisis
genético poblacional.

Para determinar la variabilidad genética se utili-
76 el porcentaje de polimorfismo (P) para cada po-
blacion. Las similitudes genéticas se basaron en el
coeficiente de Jaccard (GSj) utilizando el software
FAMD (Schliiter and Harris, 2006). La estructura
genetica de las poblaciones de roya fue investiga-
da mediante un analisis molecular de la varianza
(AMOVA) segun Peakall y Smouse 2006.

El polimorfismo detectado fue relativamente
alto (85.7%) considerando que P. melanocephala
presenta unicamente el ciclo asexual en la Argenti-
na. Se efectuaron dos analisis para realizar las com-
paraciones entre y dentro de regiones geograficas
identificadas. El analisis de conglomerados (UPG-
MA) y de Coordenadas principales (PCoA) agrupa-
ron poblaciones de diferente origen y provenientes
de distintos hospedantes, lo que sugiere que ni el
origen geografico ni los cultivares son determinan-
tes de las relaciones inter poblacionales (Figura 1).
Este hallazgo fue corroborado por la falta de signifi-
cacion de la correlacion encontrada entre distancias
genéticas y distancias geograficas (PhiT= 0.026; P=
0.285). Las diferencias no significativas encontra-
das entre las poblaciones de roya recolectadas en di-
ferentes variedades (PhiT=0.026; P=0.06) también
refuerza esta conclusion. Por otra parte los resulta-
dos de los analisis AMOVA atribuyen la mayor par-
te de la variabilidad encontrada (cerca del 95%) a
las diferencias que ocurren dentro de las mismas po-
blaciones (Tabla II A-B). Como consecuencia no se
pueden detectar estructuras genéticas diferenciadas,
comportandose las diferentes poblaciones como una
gran poblacion indiferenciada de uredosporos con
alto grado de variabilidad genética intrinseca.
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Figura I. Arbol de consenso generado en base del coeficiente
de similitud de Jaccard. Los nimeros en los diferentes nodos
corresponden con valores de confianza superiores al 50% en un
analisis “bootstrap” con 1.000 repeticiones. Los rotulos corres-
ponden con la identificacion de muestras extraidas de diferentes
localidades y variedades.

A. AMOVA entre Regiones, Poblaciones y dentro
de Poblaciones

Fuente de la Variacion
Variacion gl (%)
Entre Regiones 2 0%
Entre o
Poblaciones 5%
Dentro de o
Poblaciones 21 95%
Total 29 100%

B. AMOVA entre y dentro de Variedades
hospederas

Fuente de la I Variacion
Variacién 9 (%)
Entre Variedades 3 3%
Dentro de

Variedades 26 97%
Total 29 100%

Tabla II. Analisis de la Varianza Molecular (AMOVA) entre y
dentro de Regiones, Poblaciones y Variedades hospederas

“Estria roja” de la cafa de azihcar: diag-
nostico y tipificacion de cepas recolectadas
en el NOA (%)

La estria roja, conocida también como “polvi-
llo”, es una enfermedad bacteriana que en los tlti-
mos afios ha adquirido mayor relevancia en todas
las zonas caferas de Argentina. El microorganismo
causal ha sido identificado como Acidovorax ave-
nae subsp. avenae (Willems et al., 1992) y reclasi-
ficado recientemente , elevandolo a la categoria de

especie como Acidovorax avenae (Schaad, et al.,
2008). Los sintomas se manifiestan como estrias
rojas alargadas en las hojas o como podredumbre
del tallo que se inicia en el brote apical, o de ambos
modos simultaneamente. La importancia que adqui-
ri6 esta enfermedad radica en la pérdida de tallos
molibles en lotes de produccion, habiéndose regis-
trado incidencias de hasta 30%, con disminucion de
la produccion a campo, afectando también la cali-
dad de los jugos. Por otro lado la elevada presion
de inoculo en los sitios de seleccion determina el
rechazo de clones avanzados y sobresalientes de
los programas de mejoramiento genético afectando
su eficiencia.

El objetivo del trabajo fue optimizar una técnica
efectiva para el aislamiento, la identificacion y ca-
racterizacion genética del agente responsable de la
enfermedad. Para ello se realiz6 un muestreo repre-
sentativo de hojas de cafia de azucar con sintomas de
estria roja en diferentes zonas cafieras de las provin-
cias del NOA, desde donde se obtuvieron aislados
de la bacteria para las posteriores determinaciones.
Para la identificacion y caracterizacion preliminar
se emplearon técnicas de microbiologia clasica, En
el analisis molecular se aplico la técnica de PCR
empleando los cebadores especificos descriptos
para esta especie (Song, et al., 2003) y otras técni-
cas moleculares (REP-PCR, RAPD y ARDRA) que
permitieron realizar una estimacion de la diversidad
genética existente entre los distintos aislamientos.
Para el desarrollo de estas técnicas se aplicaron los
protocolos y las condiciones descriptas por Silva,
2005 y Fontana et al., (2005) Tanto la identificacion
fenotipica, como asi también la caracterizacion mo-
lecular, brindaron datos contundentes para la confir-
macion de la identidad de esta especie coincidiendo
con las caracteristicas ya descriptas para la misma
(Jones et al., 2001).

La identidad de la especie fue ademas confir-
manda mediante el analisis de la secuencia del pro-
ducto obtenido en la PCR especie-especifica y en la
amplificacion del gen ARNr 16S, por comparacion
con secuencias de Acidovorax depositadas en la base
de datos de GenBank. Por otro lado, las pruebas de
patogenicidad realizadas con los aislamientos de
Acidovorax resultaron positivas pudiendo reprodu-
cir exitosamente los sintomas de la enfermedad en
plantulas de cafia de azlicar inoculadas.

El analisis de los perfiles de REP-PCR y RAPD
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confirmo la presencia de al menos cuatro biotipos
entre los aislamientos analizados, con lo cual po-
demos estimar que existe una variabilidad genéti-
ca real entre los aislados de Salta y Tucuman. El
analisis de ARDRA empleando diferentes enzimas
de restriccion, no mostrd poder discriminatorio den-
tro de las cepas evaluadas, pero si para distinguir la
especie en estudio respecto de especies bacterianas
epifitas presentes en las muestras analizadas que
pueden tomarse como falsos positivos por la simi-
litud de las colonias. Algunas de las enzimas eva-
luadas en esta técnica fueron: Taql, Haelll, Hinfl y
Hincll, de las cuales las dos primeras fueron las que
mostraron los perfiles mas diferenciales.

La existencia de diversidad genética entre los
aislamientos resulta una informacién importante
para disefiar estrategias de control mediante el uso
de variedades resistentes, orientando los programas
de mejoramiento genético hacia la obtencion de va-
riedades que evidencien elevada tolerancia a las ce-
pas predominantes.

Los resultados obtenidos permitieron confirmar
que Acidovorax avenae es el agente responsable de
estria roja de la cafia de azlicar en Argentina, siendo
¢ésta la primera caracterizacion realizada en la re-
gion cafiera para esta patologia.

(*) La informacion presentada en esta seccion
corresponde a parte de una Tesis presentada a la
Universidad Nacional de Cordoba por P. D. Fon-
tana (2010).
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