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RESUMEN

Mediante un diagndstico realizado en cultivos comerciales de cafia de azlcar de los ingenios Valdez, San
Carlos y la Troncal del Ecuador, se confirmo la presencia de las bacterias Xanthomonas albilineans
Ashby Dowson, y Leifsonia (Clavibacter) xyli subsp xyli Davis, causantes de la escaldadura de la hoja 'y
el raquitismo de la soca y el virus causante del Sindrome de Amarillamiento (Sugarcane Yellow Leaf
Virus, ScYLV), empleando dos técnicas denominadas Dot Blot Inmunoassay, DBIA y Tissue Blot
Inmunoassay, TBIA.

En el &mbito comercial se detectd el raquitismo de la soca, el sindrome de amarillamiento y la
escaldadura de la hoja con una incidencia promedio del 17.27, 26.31 y 1.5 por ciento y con maximos
niveles del 95.58, 99.3 y 28.5 por ciento respectivamente. Se encontrd distribuido el raquitismo en el
79.14 por ciento, el sindrome en el 73.82 y la escaldadura en el 32.0 por ciento del total de lotes
comerciales evaluados.

De acuerdo al diagnéstico realizado, la enfermedad de mayor importancia es el raquitismo de la soca, ya
que se encuentran con altos niveles de incidencia, distribuida ampliamente en canteros (suertes)
comerciales y semilleros en los tres ingenios y afectando todas las variedades comerciales. El sindrome
de amarillamiento se detectd con niveles altos de incidencia especialmente en variedades de reciente
introduccidn, particularmente en los ingenios San Carlos y Valdez. La escaldadura de la hoja aunque
presente en la mayoria de las variedades, se detectd con niveles de incidencia bajos, probablemente
debido a la resistencia que presenta la variedad Ragnar, sembrada aproximadamente en el 80 por ciento
del érea.
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SUMMARY

A diagnostic work confirmed the precence of Leifsonia (Clavibacter) xyli subsp xyli Davis and
Xanthomonas albilineans Ashby Dowson, bacterium causing the ratoon stunting disease RSD and the
leaf scald disease LSD. It was also found the sugarcane yellow leaf virus ScYLV-Polerovirus. The
diagnostic work was carried out using the TBIA and the DBIA which is based on inmunoassay
techniques.

In commercial fields the RSD, ScYLV and the LSD showed incidence levels of 17.27, 26.31 and 1.5,
respectibely. Maximun levels in percentage were found up to 95.58, 99.3 and 28.3 for the three diseases.
Furthermore, RSD was distribuited in 79.14 %, yellow syndrome in 73.82 y LSD in 32.0% in the
evaluated cane fields.

According to these results, RSD is the most important disease problem due to high levels of incidence and
distribuited elsewhere. The ScYLV was found at high levels in varieties recently introduced to
commercial production at San Carlos and Valdez mills. LSD has the lowest levels due to some probable
resistance found in Ragnar which is the most planted variety in the area.



INTRODUCCION

En el Ecuador se han observado sintomas de varias enfermedades asociadas con hongos, bacterias y virus,
que son consideradas de importancia econémica en diferentes paises del mundo, entre ellas; el raquitismo
de lasoca (Leifsoinia Clavibacter xyli subsp xyli.), la escaldadura de la hoja (Xanthomonas albilineans
Ashby Dowson), y el Sindrome de Amarillamiento (Jara, 1990; Victoria, 1990; Comstock J.1993,
Victoria y Gomez 1994; Garcés y Valladares, 2001)

Desafortunadamente de estas enfermedades no se tenia conocimiento sobre la epidemiologia, el manejo, e
importancia econdmica, sélo se habian realizado algunas evaluaciones puntuales y de manera aislada
(Victoria y Gomez 1994; Garcés, 1999; Garcés, 2000). Tampoco se contaba con técnicas de diagndstico
especificas y sensibles que permitieran realizar un diagnéstico confiable, ya que en algunos casos las
plantas no presentan los sintomas de la enfermedad o pueden estar enmascarados por desérdenes
fisiologicos y otras enfermedades. El desconocimiento de la situacion fitosanitaria no permitia determinar
cuales eran los problemas mas importantes, cdmo estaban evolucionando y como se debia priorizar los
recursos para establecer medidas de manejo preventivo, lo que aumentaba la vulnerabilidad de los
productores tanto ingenios como cafiicultores en la costa del Ecuador.

En el presente trabajo, se presentan los resultados sobre la incidencia y distribucién geogréfica del
raquitismo, la escaldadura y el sindrome de amarillamiento presentes en la zona de cultivo, utilizando
técnicas inmunoenzimaticas, lo que permitid realizar un diagnéstico rapido y de manera préctica,
determinando la importancia epidemioldgica de estas tres enfermedades y las necesidades de
investigacion.

MATERIALES Y METODOS
Implementacidn de las técnicas de diagnostico

De acuerdo a la metodologia desarrollada por Shenck, (1997) y modificada por Guzman (2000) y Lehrer
(2001), se realizé la impresion de la nervadura de la hoja, en una membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm
(BIO RAD), para la deteccion del virus causante del sindrome de amarillamiento y la bacteria causante de
la escaldadura de la hoja; mientras que para detectar la bacteria causante del raquitismo de la soca, se
extrajo el jugo del tercio basal de tallos, mediante presion positiva y se centrifugo para concentrar la
bacteria 10 veces; luego se depositd 10 ul del jugo en el mismo tipo de membrana empleada para las
enfermedades anteriores. Una vez fijada la muestra en la membrana se siguid la metodologia descrita por
Shenck y modificada por Guzman (2000) Para el caso de sindrome, antes de realizar la prueba se incubé
en cloroformo para eliminar la clorofila y luego se bloqueé la membrana en Tris buffer (TBS) pH 7.5,
adicionando leche seca descremada de BIO-RAD (1%) y albumina de suero bovino libre de globulinas,
con agitacion horizontal.

Se realizaron tres enjuagues con TBS, después de transcurrido el tiempo de bloqueo y se incubd en
agitacion el antisuero especifico para el virus y las dos bacterias, gentilmente cedidos por el Dr Ben
LocKhart de la Universidad de Minnesota, Copersucar de Brasil, CIRAD-Francia y los producidos por
Cenicafa.

Luego de tres lavados con TBS, se incub6 en agitacidn horizontal la membrana, en inmunoglobulina anti-
rabit preparada en cabras y conjugada con fosfatasa alcalina de marca BIO-RAD. Se mantuvo en
agitacion con TBS, adicionando leche seca descremada de BIO-RAD (1%).

Finalmente para visualizar la presencia/ausencia de la proteina viral, se realizd una reaccion de
precipitacién, al incubar la membrana en buffer de sustrato pH: 9.5, adicionando NBT (nitro blue
tetrazolium), BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphato) BIO-RAD, NaCl y MgCl,. Para detener la
reaccion se realizaron dos enjuagues en agua destilada

Para determinar en que hoja se presentaba mayor porcentaje de vasos positivos, se tomaron muestras de
hoja de diferente edad, identificando como TVD, la hoja con la dltima ligula visible, TVD -1, TVD -2 y
TVD -3, las hojas jovenes y TVD +1, TVD +2 y TVD +3 las hojas maduras, en las variedades Ragnar y
CR 74250 con sintomas de amarillamiento y CC 8592 con sintomas de escaldadura. Ademas para el caso
del ScYLV vy la escaldadura, de cada hoja se evaluaron los tercios apical, medio y basal. En todos los
casos se utilizé como control negativo semilla del la variedad Ragnar con cuatro tratamientos térmicos.



Se utilizo el antisuero especifico para la deteccion de cada patégeno. Se evaluaron diferentes titulos
1:30000,1:20000, 1:10000, 1:5000 y 1:2500, con el fin de determinar la concentracién del antisuero en la
cual se presentaba una mejor reaccion. Por otro lado se evaluaron tres tiempos de incubacion de 1, 1.5y 2
horas.

Se empleo el conjugado producido por BIO-RAD, evaluando diferentes titulos, 1:1000, 1:3000, 1:6000,
1:9000 y tiempos de incubacion de 1, 1.5y 2 horas.

Determinacion de la incidencia y distribucion geografica de las tres enfermedades:

Durante el afio 2002, se selecciond el cinco por ciento del area de cultivo, realizando el muestreo
aleatorio, en cafia planta (plantilla), primera, segunda, tercera y cuarta soca, por sector en tres zonas
agroecolégicas que concuerdan con las areas de influencia de los ingenios la Troncal, San Carlos y
Valdez. En los ingenios se determind, la incidencia por cantero (suerte), sectores y zonas y se ponderd
por el area de cultivo

Para el diagnostico de raquitismo (RSD), la escaldadura de la hoja (LSD), y para el virus que causa el
sindrome de amarillamiento (sugarcane yellow leaf virus, ScYLV-Polerovirus), en el campo se tomaron
muestras de 20 tallos y/o de 20 hojas por cada cinco hectareas de cultivo comercial y esta se analizaron
en el laboratorio, de acuerdo al patdégeno y a la técnica de diagndstico mas adecuada. Durante la zafra,
del 2001 y del 2002, se evaluaron semilleros comerciales de los tres ingenios, tomando muestras de 20
tallos y/o de 20 hojas por cada tres hectareas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Implementacidn de las técnicas de diagnostico

Mediante las metodologias de diagnodstico inmunoenzimatico, denominadas Dot-Blot Inmunoassay
(DBIA) y Tissue Blot Inmunoassay, se confirmd la presencia de la bacteria Leifsonia (Clavibacter) xyli.
subsp xyli,Davis, que causa el raquitismo de la cafia de azucar, la bacteria Xanthomonas albilineans
Ashby Dowson, causante de la escaldadura de la hoja y el virus del sindrome de amarillamiento
ScYLV-Polerovirus, en canteros comerciales de cafia de azlcar en Ecuador; al utilizar antisueros
especificos que reconocieron la presencia de las dos bacterias y el virus.

En la Figura 1 se puede observar la reaccion de precipitacion en la membrana de nitrocelulosa, indicando
la presencia de la bacteria causante del raquitismo de la soca. Se realizé también la impresion de la
nervadura de la hoja, pero se presentd mayor grado de reaccion, utilizando el jugo de los tallos.

En las muestras evaluadas se confirmé la presencia de la bacteria causante de la escaldadura de la hoja
en el Ecuador, al detectarla, inicialmente mediante la salida de bacterias en un microscopio con campo
oscuro bajo 100X, mediante su aislamiento en el medio semiselectivo de Wilbrink, y su deteccion
inmuno-enzimética a partir de muestras obtenidas de las variedades Azul Casagrande, , CC 85-92
SP 701143 y un clon ECSP, utilizando los antisueros producidos por CENICANA y COPERSUCAR.
Para la escaldadura de la hoja, cuando se empleé el jugo se observo un barrido, que generaba problemas
para la lectura, mientras que en la impresién de la nervadura, los resultados mostraban la presencia de
puntos o un pequefio barrido que no generaba inconvenientes. Por esta razon se decidié continuar
realizando la impresion de la nervadura de la hoja para el diagnéstico en el ambito comercial.

El mejor tipo de muestra para el diagnéstico del ScYLV, fue el tercio basal de la TVD (Cuadro 1), lo que
concuerda con Guzman (1999), y para la escaldadura el tercio basal de la TVD+3

En cuanto a los titulos de los antisueros, varié dependiendo de su origen, ya que la mejor reaccion se
obtuvo para el antisuero de Copersucar a 1:10000, Cenicafia 1:3000 y el de CIRAD a 1:200, aunque esta
Gltimo present6 una reaccién pobre. Estas diluciones fueron las mejores tanto para raquitismo como para
escaldadura. Por otro lado para la deteccion del virus causante del sindrome de amarillamiento la mejor
reaccion se presentd cuando el antisuero cedido por B.E.L Lockarth, se diluy6 1:5000.



Determinacidn de la incidencia y distribucién geografica de las tres enfermedades:

De acuerdo a este diagnostico realizado durante la zafra del 2002, se determiné que la enfermedad de
mayor distribucion es el raquitismo de la cafia de aztcar (RSD), con una incidencia del 17.24 por ciento
(Cuadro 2), distribuida en el Ingenio San Carlos, Valdez y la Troncal, con incidencias del 20.0, 16.14 y
13.7 por ciento, respectivamente (Cuadro 3), detectada en el 79.14 de los canteros evaluados, en todas las
variedades comerciales, con altos niveles en las variedades PR 67-1070, B 76-78, PR 1059, Ragnar y
CR 74-250 (Cuadro 4).

La Escaldadura (LSD), aunque presente en los tres ingenios y en la mayoria de variedades comerciales, se
encuentra con bajos niveles, en el Ingenio San Carlos, Valdez y la Troncal, con incidencias del 1.51, 1.05
y 1.97 por ciento, respectivamente, con un promedio del 1.5 por ciento. Se detect6 en el 32 por ciento de
los canteros evaluados. Sélo se determiné alta incidencia en las variedad Azl Casagrande PR 1059 y
NCo 310 (Cuadro 2, 3y 4). En los canteros que se detect6 la bacteria, no se observaron sintomas de la
enfermedad, permaneciendo en estado de latencia, por lo que se puede diseminar a variedades
susceptibles, al pasar desapercibida, si no se realiza un diagnéstico de laboratorio oportuno.

El virus del sindrome de la hoja amarilla (ScYLV), se detectd en el Ingenio San Carlos, Valdez y la
Troncal, con incidencias del 44.78, 16.9 y 1.08 por ciento, respectivamente, con un promedio del 26.31
por ciento, detectandose en el 73.82 por ciento de los canteros evaluados. Los mayores niveles de
incidencia se observaron en el ingenio San Carlos y Valdez, debido a la existencia de variedades de
reciente introduccioén, como la CR 74-250, PR 67-1070, B 74-132 y B 76-78, las cuales son fuente de
indculo hacia otras variedades como la RAGNAR (Cuadro 2, 3y 4)

Durante el afio 2001 y 2002 se evaluaron los semilleros de los tres ingenios, observandose una
disminucion de la incidencia del sindrome y la escaldadura, pero un incremento del raquitismo. La
disminucion de las dos primeras se puede explicar por la seleccion de semilla sana durante el 2001 y el
2002, mientras que el aumento de la incidencia del raquitismo se puede deber a un mejoramiento de la
sensibilidad de la técnica, debido a una mayor concentracion de la bacteria, gracias a la centrifugacion del
jugo. (Cuadro 5). Se esperaria que si se seleccionaron aquellos semilleros con menores niveles de
incidencia, para la siembra comercial del 2003 estos niveles disminuyan, para cada una de las
enfermedades.

De acuerdo a evaluaciones realizadas en la coleccion universal, el virus del sindrome de amarillamiento,
se encontraba presente en la zona de cultivo desde hace varios afios y probablemente fue introducido en
semilla infectada con el patdgeno. En la variedad CR 74-250 y la PR 67-1070, introducidas desde centro
América, se detectaron niveles entre el 96 y 100 por ciento de incidencia, indicando que probablemente la
semilla inicial importada, venia infectada, la cual desafortunadamente al no contar con una técnica de
diagndstico en ese momento, pudo escapar a las evaluaciones hechas en el ingenio o que estas variedades
son muy susceptibles y en poco tiempo alcanzaron estos niveles de infeccion. Durante el afio 2002 las
variedades PR 67-1070 y B 76-78 presentaron incrementos significativos en el nivel de incidencia. En
estas dos variedades se ha observado en el campo mayor grado de preferencia del afido blanco
Melanaphis sacchari, indicando que probablemente este insecto esté realizando de manera eficiente la
diseminacion de esta enfermedad, como lo han indicado trabajos realizados en otros paises. En los
semilleros de la variedad Ragnar los niveles de incidencia pasaron de 7.03 en el 2001 al 10.49 en el 2002.

CONCLUSIONES

e Se confirmo la presencia de la bacteria causante del Raquitismo de la Soca Leifsonia Clevibacter
xili sp xili, afectando cultivos comerciales en Ecuador, utilizando un antisuero especifico para la
deteccidn del patdgeno.

e La bacteria causante del raquitismo de la soca se encuentra ampliamente diseminada, con altos
niveles de incidencia en los tres ingenios y afectando todas las variedades comerciales.

e Se confirmo la presencia de la bacteria causante de la Escaldadura de la hoja Xanthomonas
albilineans Ashby Dowson, afectando cultivos comerciales, utilizando un antisuero especifico
para el patdgeno.



e Laescaldadura de la hoja se encuentra con bajos niveles de incidencia en cultivos comerciales de
cafa de azucar en Ecuador.

e En Ecuador se confirmd la presencia del Sindrome de Amarillamiento (Yellow leaf syndrome,
YLS) afectando cultivos comerciales, utilizando un antisuero especifico para el patégeno.

e De acuerdo al diagnostico realizado, el sindrome de amarillamiento, se encuentra distribuido en
los tres ingenios, con niveles altos de incidencia especialmente en las variedades de reciente
introduccion.

RECOMENDACIONES

e Establecer un proceso de produccion de semilla de alta calidad en el cual, se certifique su
sanidad y se cuente con criterios fitosanitarios para su seleccion.

e Establecer semilleros Fundacion, a partir de semilla producida mediante el tratamiento
combinado de agua caliente, termoterapia y cultivo de meristemos; la cual se certifique con
técnicas de diagndstico molecular.

e  Certificar la precision del tratamiento térmico, mediante la calibracion de las camaras de
tratamiento con termémetros certificados, para garantizar la eliminacion de las bacterias.

e Sembrar la semilla sana, en lotes que hallan estado en descanso, ya sea en barbecho o
sembrados con otro cultivo.

e Hasta contar con semilleros sanos de cada una de las variedades, evitar la siembra de diferentes
variedades en un mismo lote, para escapar a la infeccion de enfermedades como el sindrome de
amarillamiento y la escaldadura de la hoja.

e Como se desconoce el efecto que tiene el sindrome de amarillamiento, no se puede descalificar
ninguna variedad hasta tener estudios sobre su efecto en la produccion. La decision de
multiplicar variedades como la CR 74250, la PR 671070 y la B 7678, es de los ingenios, sin
embargo debe considerarse este aspecto, antes de incrementar el area de cultivo.

e En aquellos canteros en los cuales, se presenten disminuciones inexplicables en la produccion,
serfa recomendable realizar un diagnostico de cada una de las enfermedades, el cual se puede
hacer en el laboratorio de fitopatologia del CINCAE.

e Toda variedad que sea importada de otro pais debe ingresar al sistema cuarentenario de
variedades con que cuenta el CINCAE, para evitar introducir nuevos virus y variantes de los
existentes.
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CUADRO 1. Vasos de floema positivos (%) por tipo de hoja, para el diagnéstico del sindrome de
amarillamiento

VARIEDAD

HOJA PROMEDIO

CR 74250 RAGNAR
-3 85,11 47,66 66,388c
-2 89,64 72,72 81,184abhc
-1 91,25 93,67 92,461ab
TVD 92,43 93,40 92,917a
+1 89,92 73,49 81,707abc
+2 90,03 69,16 79,597abc
+3 88,10 65,17 76,636bc
Tukey 5 %
Corr 0.9483

CUADRO 2. Incidencia y distribucion del raquitismo, la escaldadura y el sindrome de amarillamiento, en
los canteros comerciales de cafia de azUcar de los ingenios San Carlos, La Troncal y Valdez

Incidencia®
(%) Canteros
Enfermedad afectados®”
(%0)
Promedio Maxima

RSDY 17.24 95.58 79.14
ScyLv? 26.31 99.30 73.82
LsD¥ 1.50 28.50 32.00

1/Raquitismo de la cafia de azicar

2/Virus del sindrome de amarillamiento de la cafia de azucar, ScYLV
3/Escaldadura de la hoja

4/Tallos afectados por hectarea

5/Porcentaje de canteros afectados con la enfermedad



CUADRO 3. Incidencia del raquitismo, la escaldadura y del sindrome de amarillamiento por ingenio

INCIDENCIA(%)
INGENIO
RSDY LsD¥ ScYLV®
San Carlos 958,44 20,00 1,51 44,78
Valdez 755,30 16,14 1,05 16,90
La Troncal 513,80 13,70 1,97 1,08
222754 17,24 1,50 26,31

1/Raquitismo de la cafia de azicar

2/ Escaldadura de la hoja

3/ Virus del sindrome de amarillamiento de la cafia de azlcar
4/Tallos afectados por hectarea

CUADRO 4. Incidencia del raquitismo, la escaldadura y el sindrome de amarillamiento en los ingenios
San Carlos, Valdez y La Troncal

AREA (has) INCIDENCIA (%)

VARIEDAD

RSDY  LSD? ScYLV¥
RAGNAR 1374,11 15,16 1,30 8,25
B 7678 306,75 18,37 098 28,16
PR 671070 228,25 28,54 1,71 7464
CR 74250 196,16 14,77 1,97 7852
PR 1059 46,17 17,48 5,74 0,00
CC 8592 30,51 3,28 0,00 3,13
B 74132 18,46 9,38 000 71,38
C 13281 11,50 2,17 2,17 0,00
NC0310 10,54 95,21 526 12,20
PCGA 5,08 7650 16,51 6,60
TOTAL 2227,53 17,24 15 2631

1/Raquitismo de la cafia de azicar
2/Escaldadura de la hoja
3/Sindrome de amarillamiento de la cafia de azucar



CUADRO 5. Incidencia del raquitismo, la escaldadura y el sindrome de amarillamiento en los semilleros

temporadas 2001 y 2002
2001 2002
ENFERMEDAD
1.Prom.” 1. Max.” 1.Prom. 1. Max.
RSDY 7,10 88,00 19,52 66,66
LSD? 3,00 4,00 1,32 9,562
ScYLV? 36,43 99,00 26,63 99,00

1/Raquitismo de la cafia de azicar

2/Escaldadura de la hoja

3/Sindrome de amarillamiento de la cafia de aztcar

4/Tallos afectados por hectéarea, ponderada por el total de area evaluada
5/Incidencia méaxima de la enfermedad detectada



