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RESUMEN

El raquitismo de la soca (Leifsonia xyli subsp. xyli), la escaldadura de la hoja (Xanthomonas
albilineans) y la hoja amarilla (Sugarcane yellow leaf virus, SCYLV-polerovirus), son las
enfermedades sistémicas de mayor distribucion e importancia en la zona de influencia de los ingenios
San Carlos, Valdez y La Troncal del Ecuador. Desde los inicios del CINCAE, se plante6 realizar un
manejo preventivo de estas enfermedades sistémicas; para lo cual, se establecié un sistema
cuarentenario para la importacion segura de variedades, un esquema de produccion de semilla sana, la
desinfeccion de herramientas y un diagnostico de estas tres enfermedades como criterio de seleccién de
semilleros. Durante el proceso cuarentenario se ha detectado las tres enfermedades en el 33.5% de las
variedades importadas, siendo la hoja amarilla (SCYLV) la mas frecuente (60/215, 28.5%); 146
variedades de cuarentena pasaron por cultivo de meristemos in vitro, evitandose de esta forma el
ingreso de éstos y otros patdgenos, y posibles razas ain no presentes en Ecuador. El diagnéstico
realizado al 100% de semilleros bésicos y comerciales (2550 ha.afio™* promedio), la produccién masiva
de semilla in vitro y yemas individuales empleadas para establecer 10.3 hectareas promedio de
semilleros fundacion, el tratamiento térmico de semilla en los Ingenios, de variedades comerciales y
clones promisorios, al igual que la desinfeccion de herramientas con amonio cuaternario (1%); han
permitido reducir los niveles del raquitismo de la soca de un 41.7% a un 0.7% desde el afio 1999 al
2012; la hoja amarilla de 36.4% a 9.6%; y la escaldadura por debajo del 1%, manteniéndose asi por
mas de 9 afios, aunque se hallan multiplicado variedades susceptibles. Adicionalmente, se han
establecido metodologias de evaluacion de resistencia a raquitismo y hoja amarilla para informar a los
cultivadores sobre su manejo, e identificar clones y variedades resistentes, las cuales pueden ser usadas
en los cruzamientos del programa de mejoramiento del CINCAE, o llegar a convertirse en futuras

variedades.
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INTRODUCCION

Los problemas fitopatoldgicos sistémicos importantes presentes en los cultivos comerciales de
cafia de azucar de los ingenios San Carlos, la Troncal y Valdez, ubicados en la costa ecuatoriana, son el
raquitismo causado por la bacteria Leifsonia xyli subsp., xyli (Lxx), la hoja amarilla asociada con el virus
SCYLV-polerovirus y la escaldadura de la hoja causada por la bacteria Xanthomonas albilineans (Xa)
(Garcés et al., 2005). Antes de la creacion del CINCAE, el area de cultivo estaba sembrada con la
variedad Ragnar en el 85%, siendo un riesgo epidemioldgico para la industria, desconociéndose también
la situacion y manejo de los problemas asociados con enfermedades (Buenaventura, 1997; Garcés, 2000).
La Ragnar sembrada actualmente en el 56% del area de los cafiicultores de los ingenios (CINCAE, 2013),
afortunadamente ha presentado resistencia a las principales enfermedades, entre ellas la escaldadura de la
hoja (Xa), mosaico (SCMV-potyvirus), el carbon (Sporisorium scitamineum), la roya café (Puccinia
melanocephala) (Garcés, 2003; Garcés, 2000) y la roya naranja (Puccinia kuehnii) (Garcés et al., 2013). A
pesar de este antecedente, que ha sido afortunado para la industria, existen pocas fuentes de resistencia a
raquitismo (Lxx), escaldadura (Xa) y hoja amarilla (SCYLV), por lo que es necesario convivir y manejar de
manera preventiva estos problemas, hasta contar con variedades resistentes o tolerantes (Victoria, 1996;
Garcés, 2000).

Es importante que las variedades generadas por el CINCAE, presenten resistencia combinada a
diferentes enfermedades. En este sentido no existen fuentes de resistencia genética para el raquitismo de la
soca, por lo que rutinariamente se ha manejado desde los semilleros (Guillaspie et al.,1989; Victoria et al.,
1995; Davis & Bailey, 2000). En los programas de mejoramiento de Australia como en Florida, se
establecié una metodologia de inoculacién y de evaluacion de resistencia al raquitismo, usando la técnica
de TBIA, para evaluar la colonizacién vascular por la bacteria (Comstock et al., 2001). De la misma forma
para hoja amarilla en Colombia, Victoria et al., (2005), definié una escala arbitraria de infeccion para
separar variedades de acuerdo al nivel de incidencia en condiciones de invernadero, usando para su
deteccion la TBIA,; y en Florida, se realiza la evaluacion de SCYLV desde el estado Il al IV (Comstock et
al., 1999). Esta alternativa es importante evaluar, para entregarle a los cultivadores de carfia, la mayor
informacidn posible, sobre la reaccion de las variedades del CINCAE a enfermedades sistémicas como el
raquitismo y la hoja amarilla. Desde los inicios del CINCAE, se plante6 una serie de estrategias y medidas
para prevenir estas enfermedades (Garces, 2000), entre las que se encontraban el establecimiento de
semilleros sanos, un proceso cuarentenario para cafia de azucar, la adopcion de técnicas de diagnostico,
desinfeccion de herramientas, entre otras. El presente trabajo describe el establecimiento y resultados de
un manejo preventivo de estas tres enfermedades sistémicas presentes en Ecuador, a través del CINCAE

en 15 afios de investigacion y adaptacion de tecnologia.
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MATERIALES Y METODOS

Cuarentena. Se establecié una cuarentena cerrada (invernadero de vidrio), ubicada en la Estacion
Experimental del Austro-INIAP (Km. 28 de la via Cuenca — Gualaceo), a 2230 m.s.n.m. y mas de 200 km
de las zonas productoras de cafia de azlcar; y una cuarentena abierta o post-entrada, actualmente
localizada en la Hacienda el Alto en Cerecita. Todas las variedades que presentaron buenas condiciones
sanitarias recibieron un tratamiento térmico corto que dependiendo del origen fue de 51°C por 30 minutos
a 1 hora, y se sumergieron en una solucion con el fungicida tebuconazole (Folicur 250 EC ®), e
insecticida neonicotinoide (Thiamethoxam®, TMX). Con el animo de certificar la sanidad de las
variedades presentes en cuarentena cerrada y abierta se colectaron muestras de hoja y tallo para
diagnostico. Las técnicas de diagnostico usadas fueron inicialmente el DBIA (Dot blot inmunoassay) vy la
impresion de tejido en membrana de nitrocelulosa-ELISA o TBIA establecida por Shenck et al., (1997) y
modificada por Guzméan (2000) y Lehrer (2001), Nested-PCR o PCR anidado (Polymerase Chain
Reaction) (Davis et al., 1997) y RT-PCR (Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction) (Gémez et
al., sin publicar). En 2012 se establecié la técnica cuantitativa real time PCR o gPCR para el diagndstico
de raquitismo y escaldadura (Grisham et al., 2007; Garcés et al., 2013).

Produccion de semilla sana. Se adapt6 la metodologia de produccién de yemas individuales y de plantas
meristematicas, y el establecimiento de semilleros sanos, siguiendo las metodologias descritas por
Buenaventura (1990); Victoria & Calderon (1995); Viveros et al., (1997); Victoria et al., (1999), y
(Castillo et al., 2003); se realizo la produccion de plantulas de las variedades comerciales y de los clones
promisorios del CINCAE. EI material sembrado en los ingenios y CINCAE, permitio establecer los
semilleros fundacion y complementar lo que realizan los ingenios, de esta forma se fue incrementado para
establecer los semilleros basicos y comerciales.

Tratamiento térmico y cultivo de meristemos. Con el animo de determinar el efecto del tratamiento
térmico en el control del raquitismo y escaldadura; y del cultivo de meristemos en la eliminacién de la
hoja amarilla, se evaluaron diferentes tratamientos recomendados por Victoria et al (1999), Rott et al.,
(2000), Davis & Bailey (2000), y Chatenet et al., (2001). Con la semilla sana, se establecié en campo un
ensayo en el que se evalué el efecto del virus de la hoja amarilla y del raquitismo en la produccion, usando
esquejes provenientes de semilla producida por cultivo de meristemos y contaminada con SCYLV vy la
bacteria Lxx.

Diagnostico en semilleros. Una vez establecidas las técnicas de diagndstico inmuno-enzimatico en el
2000-2001 (Garcés et al., 2003), siguiendo la metodologia de Shenck et al., (1997) y modificada por
Guzman (2000) y Lehrer (2001), se continu6 ofreciendo un servicio de diagnostico de enfermedades a los
tres ingenios. Para ello, los departamentos de agronomia y siembra de los ingenios colectaron las muestras
de hoja TVD (hoja con el altimo collarin visible) para el diagndstico de la hoja amarilla, la TVD+3
(tercera hoja madura por debajo de la TVD) para escaldadura de la hoja, y del tercio basal del tallo para el
diagnostico del raquitismo de la soca. La cantidad de muestras que se colect6 vario de acuerdo al area a
evaluarse, tomando 20 hojas y tallos por cada 3 ha. de semillero (Victoria et al., 1999), y con un minimo



111 Congreso AETA, Sep.18-20 del 2013. Guayaquil-Ecuador
de 30 por muestra. Las hojas y tallos se mantuvieron frescas, hasta su arribo al laboratorio del CINCAE

para su posterior procesamiento.

Desinfeccion de herramienta. Para seleccionar los productos desinfectantes presentes en el mercado,
mas efectivos y de menor riesgo, se realizd una evaluacion in vitro de control. Las herramientas usadas
fueron varillas de acero de 4.5 cm de longitud y 4 mm de diametro, las cuales previamente se esterilizaron
en autoclave antes de su inmersion en la suspension bacteriana y desinfeccién en cada una de las
concentraciones de los productos comerciales. La herramienta se mantuvo en la suspension bacteriana por
10 segundos; posteriormente se retird y se realizé una inmersion en la concentracién a desinfectar (0, 0.5,
1, 2.5, 5%) por 5 segundos. Luego, se sembrd en barrido sobre medio bacterioldgico de Wilbrink
cubriéndose un érea rectangular de 36 cm?/caja petri y por triplicado. Se incubaron las cajas Petri a
temperatura ambiente por 24 h., y para la lectura se dividio el area de siembra y se cuantificaron las
unidades formadores de colonia (UFC). Para determinar el tiempo minimo de inmersion, en los
desinfectantes mas efectivos, se estimd en porcentaje de area cubierta con la UFC de Xa, por barrido de
las varillas y la inoculacion en medio Wilbrink previamente descritas.

Evaluacion de resistencia a raquitismo y hoja amarilla. Cada una de las series del programa de
mejoramiento se inoculd con jugo infectado con Leifsonia xyli subsp. xyli. Para la inoculacion, al
momento del corte de la semilla se sumergid el machete en jugo infectado extraido de tallos de la variedad
Azul Casagrande. El jugo se mantuvo en hielo hasta terminar la inoculacién, realizando la inmersion del
machete cada dos cortes, bajo proteccion del UV. Para hoja amarilla se mantuvo durante todo el programa
lineas infectoras del virus de la hoja amarilla (SCYLV), sembrando las variedades B76-78 y B74-132. En
el estado IV se sembraron ensayos especificos para cada enfermedad en un disefio BCA con tres
repeticiones. A los 11 meses de edad se tomaron al azar 10-15 hojas TVD por parcela, se llevaron al
laboratorio y se efectud el diagnostico por TBIA para determinar la incidencia por parcela del SCYLV
siguiendo la metodologia descrita por Comstock et al., (1999), y calificar los clones de acuerdo al nivel de
infeccion planteado por Avellaneta (2002) y Victoria et al., (2005). Para raquitismo, se cortaron cinco
tallos por cada parcela y se llevaron al laboratorio para determinar mediante TBIA los vasos de xylema
infectados, en una porcion de tallo de aproximadamente 1 cm de diametro (Harriloson & Davis, 1988).
Con la informacién anterior se determind el grado de reaccion, de acuerdo a la escala propuesta por
Comstock et al., (2001, 2005), que va de 1 a 4; donde 1 es resistente y 4 susceptible.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cuarentena de cafia de azUcar para prevenir el ingreso de variantes y enfermedades exéticas.

El proceso de cuarentena establecido ha permitido importar un total de 215 variedades, provenientes de 11
paises y 13 organizaciones, evitandose el ingreso de material asintomatico infectado con escaldadura (Xa),
raquitismo (Lxx) y hoja amarilla (SCYLV). En las 22 importaciones se han detectado diferentes
enfermedades, siendo Lxx, Xa y SCYLYV diagnosticadas en el 2.4, 1.4 y 28.6% de las variedades (Cuadro
1). Del total de variedades, el 33.5% result6 infectada con al menos una enfermedad, es decir, que el
proceso cuarentenario permitio reducir el riesgo de introducir posibles variantes de escaldadura (Davis et
al., 1997; Champoiseau et al., 2006), y de hoja amarilla (Moonan & Mirkov, 2000), al igual que de otras

como el mosaico y el virus baciliforme (Datos no mostrados) (Rao et al., 2013).

Cuadro 1. Diagnostico del raquitismo, escaldadura y hoja amarilla en cuarentena cerrada. CINCAE,
2013.

_Ano de Importacion Pais de origen Lugar Nur_nero de Escaldadura Raquitismo Hoja Amarilla
ingreso variedades

2002 | Brasil CTC 10 0 0 5
1] Colombia Cenicafa 8 0 0 4

1 USA Coleccion mundial 31 1 1 11

2003 v USA Coleccion mundial 30 2 0 8
\Y% Brasil CTC 25 0 0 12

\Y/| Australia BSES 5 0 0 2

Vil Sur Africa SASA 3 0 0 3

2004 Vil USA Coleccion mundial 3 0 0 2
2005 IX Australia BSES 4 0 0 0
X Cuba INICA 18 0 0 3

2006 Xl Brasil CTC 5 0 0 0
X1 Mauricio MSIRI 9 0 0 0

2007 Xl Brasil CTC 4 0 0 1
A\ Thailandia MITR 9 0 0 0

XV USA USDA-CP 10 0 0 1

2009 XVI Australia BSES 5 0 3 0
XVII Guatemala Cengicafa 8 0 1 4

2011 XVIII Guatemala Cengicafia 6 0 0 0
XIX Francia CIRAD 5 0 0 0

XX Australia BSES 5 0 0 0

2012 XXI Pert Cartabio 7 0 0 4
XXII USA LSU 5 - - -
Subtotal 22 11 13 215 3 5 60

Frecuencia de infeccion (%) 1,4 2,4 28,6

En una introduccién reciente no se detectd el virus de la hoja amarilla durante el primer ciclo de cafia
planta en cuarentena cerrada; siendo detectado después del corte en cuarentena cerrada y en la cafia planta
emergida en cuarentena abierta; probablemente por una mayor expresion del virus en condiciones de
cultivo y ambientes normales. Por esta razon, es importante continuar con el monitoreo de las variedades
en cuarentena post-entrada o abierta esperando que se favorezca la expresion de sintomas o la
multiplicacién de patdgenos que escapen el primer ciclo de cuarentena. No se evidencidé sintomas

asociados con enfermedades exoticas ni con las detectadas por las técnicas serologicas y moleculares,
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presentandose las variedades importadas como asintomaéticas. De ahi la importancia de contar con técnicas

de diagndstico especificas y sensibles que permitan detectar patdgenos sistémicos. Similares resultados se
observaron con SCYLV en Mauricio, donde el 32% de las variedades importadas presentaron el virus
SCYLV en plantas asintométicas (Joomun et al., 2013). Un total de 146 variedades de cuarentena han
pasado a través del proceso de limpieza por cultivo de meristemos, debido a infeccion con enfermedades
presentes en Ecuador, o para variedades provenientes de zonas de riesgo como Australia y Tailandia
(Cuadro 2). El sistema cuarentenario de la industria azucarera, es el primero de este tipo en el pais, y es
reconocido por el ministerio de agricultura, a través de AGROCALIDAD como punto de cuarentena para
cafia de azucar. Al contar con un sistema cuarentenario seguro, acompafiado de técnicas de diagndstico
especificas y sensibles; se ha asegurado la produccién de la industria, y se ha mantenido la ventaja
competitiva con otros paises en los cuales se encuentran variantes de las enfermedades presentes y de
otras enfermedades exoticas que han diezmado la produccién. El sistema cuarentenario es un proyecto a
término indefinido, el cual indirectamente le ha proporcionado seguridad a la poblacion ecuatoriana cuyos
empleos dependen directa e indirectamente, de la produccion de azucar, alcohol y panela en la costa y

sierra.

Desinfeccién de herramientas. EI mejor producto por su eficacia en la eliminacion de la bacteria y por el
bajo riesgo de uso, fue el amonio cuaternario (Obsiquad MC-AQ, 80%). De acuerdo al conteo de unidades
formadoras de colonia (UFC) realizado a las 24 horas después de la desinfeccion, se evidencié que todos
los productos comerciales evaluados a diferentes concentraciones a excepcion del yodo libre (Yonex ®,
10 g de 1LA./l) fueron efectivos para eliminar la bacteria (Figura 1). El Yodoforo (Chadine ®, 2.5%), al
igual que el hipoclorito de sodio (Clorox 5% de 1.A.) y la Creolina (10%), eliminaron la bacteria a una
concentracion del 2.5% de producto comercial. En otro experimento se determind los tiempos de
inmersion, encontrandose que el amonio cuaternario al 1%, s6lo con 5 segundos de contacto con el
producto fue suficiente para eliminar la bacteria causante de la escaldadura de la hoja, Xa (Figura 2). Al
comparar los productos en cuanto al riesgo a la salud, el ambiente y reactividad, el producto de menor
riesgo fue el amonio cuaternario. Desde los inicios de multiplicacion de semilla sana se ha recomendado
desinfectar las superficies cortantes, como discos de las cultivadoras, de herramientas para el corte de
semilla y cosecha, ya que permite evitar la transmision mecanica de enfermedades como la escaldadura de
la hoja y el raquitismo (Rott, 2000; Ricaud y Ryan, 1989; Guilaspie & Teakle, 1989). Esta ultima es
transmitida eficientemente con la siembra y cosecha mecanizada, en Australia se transmitié en la Q26
hasta 60 cepas en linea; y con la cosecha mecanica el nivel de incidencia pas6 de cafia planta a soca de un

16% al 47% (Guillaspie & Teakle, 1989). Una situacion similar se presentd en Ecuador en un lote de la
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ECU-01 que pasd de 0% en el 2012 a un 25% de incidencia en el 2013, luego de ser cortado

mecanicamente. Teniendo en cuenta que las variedades comerciales, incluyendo las liberadas por el

CINCAE son susceptibles a raquitismo, y este es transmitido mecanicamente, es recomendable continuar

realizando la desinfeccidn de las herramientas antes y después de salir de un lote, tanto en la cosecha

manual como mecénica, y asi evitar contaminar lotes sanos establecidos. Una medida simple de

desinfeccion puede asegurar la sanidad del lote a largo plazo y sostener la produccion.
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Figura 1. Poblacion bacteriana presente en superficie, luego de desinfectar con diferentes productos y
concentraciones. CINCAE, 2013
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CINCAE, 2002.



111 Congreso AETA, Sep.18-20 del 2013. Guayaquil-Ecuador

Tratamiento con agua caliente, termoterapia y cultivo de meristemos. Se eliminé la
escaldadura y el raquitismo con el tratamiento térmico y se redujeron los niveles de infeccion
del virus de la hoja amarilla mediante el cultivo de meristemos. El tratamiento de agua a
temperatura ambiente (ATA) seguido de 51°C por 1 hora controlé completamente el
raquitismo en la variedad Azul Casagrande susceptible a raquitismo; mientras que, para
escaldadura en la variedad CC85-92 empleando esquejes de 3-4 yemas, fue controlada con el
tratamiento corto de 2 horas a 52°C (Figuras 3 y 4). Guevara et al., (2005), evaluo la
combinacion de diferentes tratamientos térmicos incluyendo el cultivo de meristemos para
eliminar escaldadura, raquitismo y hoja amarilla, encontrando que el nivel de incidencia de
Xa paso de 80% en el testigo a 2%, para SCYLV del 78% al 19%, y para Lxx del 97% al 0%.
El mismo autor indicé una posible infeccion aérea de Xa en el lote sembrado en el campo,
que pudo explicar la infeccidn observada. Victoria et al., (1999), al comparar esquejes de tres
yemas y yemas individuales; encontraron que para eliminar completamente la escaldadura de
la hoja era necesario combinar el tratamiento térmico largo de yemas individuales con agua
circulante a temperatura ambiente por 24 a 48 horas, seguido del tratamiento a 51°C por 1
hora. Con el animo de controlar efectivamente el raquitismo y la escaldadura, se decidid
combinar el tratamiento térmico largo con la extraccion de yemas individuales, el cual se
realiza rutinariamente en el CINCAE para multiplicar clones promisorios y las variedades
comerciales solicitadas por los ingenios. Por otro lado, cuando se compararon diferentes
métodos de eliminacion del SCYLV, se observd que ninguno de los tratamientos con calor
por si solos, elimind el virus; mientras que, la combinacion de éstos con el cultivo de
meristemos produjeron un 95% de plantas sanas (Figura 5). Fitch et al., (2001), observé que
es posible eliminar en un 100% el virus combinando la extraccién del meristemo entre 0.3-
0.7 mm con la organogénesis indirecta via callos; de 10 variedades s6lo una tuvo un 20% de
infeccion; mientras que, en las demas se elimind completamente. Siguiendo la generacion de
callos descrita por Ceron (2006), se obtuvieron callos friables y embriogénicos, de donde se
regeneraron plantas completas. Sin embargo, al evaluar la presencia del virus, se detectd en el

5% de ellas.

El tratamiento combinado de las yemas con ATA circulante y agua caliente a 51°C
por 1 hora, seguido de la termoterapia de las plantulas germinadas por 15-21 dias con aire

caliente a 41°C y cultivo de meristemos, permitié obtener un 95% de plantas sanas. Es
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posible que al igual que lo observado por Victoria et al., (1999), variaciones en el tamafio de

los meristemos extraidos afectaron la eficiencia de eliminacion del virus. En la variedad
CR74-250 no se elimino totalmente el SCYLV, por lo que para evitar un posible escape, se
decidid establecer un invernadero con plantas madres, y previo diagnostico iniciar el proceso

a partir de semilla libre de las tres enfermedades.

Durante todo el proceso de multiplicacion in vitro se han realizado modificaciones a los
medios de cultivo, las que permitieron obtener un mayor establecimiento y supervivencia de
meristemos, vigor de macollamiento, al igual que mejora en la induccién de enraizamiento.
Hasta la fecha no se han observado diferencias fenotipicas o variaciones somaclonales al
emplear el cultivo de meristemos en las variedades comerciales, lo que concuerda con Hoy et
al., (2003), quienes no tuvieron diferencias entre la semilla producida in vitro y la semilla

proveniente de yemas.
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Figura 3. Control del raquitismo de la soca en la variedad Azul Casagrande con tres tipos de

tratamiento con agua caliente. CINCAE, 2004. Promedios seguidos con una misma letra en cada
columna son iguales estadisticamente, Duncan P=0.05.
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Figura 4. Control de la escaldadura de la hoja en la variedad CC85-92 con tres tipos de
tratamiento con agua caliente, y su efecto en la germinacion reflejado en el TCH. CINCAE,
2004
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Figura 5. Control del virus de la hoja amarilla SCYLV en la variedad CR74-250, mediante
tratamientos térmicos, cultivo de meristemos, organogénesis indirecta via callos y

tratamientos quimicos. CINCAE, 2006. PRE=pretratamiento de 10 min., AS= Acido salicilico.
Promedios seguidos con una misma letra en cada columna son iguales estadisticamente, Tukey P=0.05.
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Multiplicacion masiva y limpieza de variedades/clones por cultivo de meristemos y
tratamiento térmico de yemas. Desde el afio 1998 hasta la fecha el CINCAE ha entregado a
los ingenios semilla sana proveniente de cultivo de meristemos y/o multiplicada masivamente
por el sistema de yemas individuales. Durante los afios 1998-2013 de limpieza de semilla en
el CINCAE, se ha producido un total de 1082424 plantulas. Durante los dos primeros afios
tratd térmicamente yemas individuales de la variedad Ragnar, y a partir del 2003 se combind
la entrega de plantulas meristematicas y provenientes de yemas. Un promedio de 28
variedades/clones ingresan a limpieza todos los afios; siendo el 46.4% proveniente de
cuarentena, el 28.6% de clones promisorios del CINCAE solicitadas por el programa de
variedades, y el 21.4% de variedades comerciales solicitadas por los ingenios (Cuadro 2).
Entre el 2003 y el 2006 se incremento la capacidad instalada del laboratorio de cultivo de
tejidos, y entre el 2010 al 2013, se regularizé la produccion. En los Gltimos cuatro afios se ha
producido semilla para establecer 10.4 has de semillero Fundacion (Figura 6), con un
promedio de 89600 plantulas/zafra, de las cuales el 28.9% corresponde a plantulas
meristematicas y el 71.1% a plantulas de yemas individuales; adicionalmente se ha entregado
cafia en pie y paquetes de 40 esquejes a partir de cada semillero fundacion establecido en
CINCAE. Esta ultima opcién de menor costo para los ingenios, y de menor riesgo para la
siembra, se ha planteado sembrando las plantulas meristematicas en el CINCAE o un lote del
Ingenio, para luego ser entregada a los tres ingenios en paquetes de semilla, y continuar con
el esquema de semilleros sanos. Esta estrategia fue implementada en Luisiana y Argentina, y
ha sido usada por mas de 10 afios (Hoy et al., 2001; Noguera et al., 2013). Con la semilla
entregada por CINCAE, se inicia y complementa el proceso de produccién de semilla sana de
las variedades nacionales, liberadas por el CINCAE, y de las introducidas por los ingenios.
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Figura 6. Area sembrada con semilla producida por el CINCAE para el establecimiento de

semilleros Fundacién. CINCAE, 2013.*Estimado a sembrar con semilla producida hasta Agosto del
2013.

Cuadro 2. Numero de variedades que ingresaron al proceso de limpieza por cultivo de
meristemos entre el 2003 y el 2013, de acuerdo a su origen. CINCAE, 2003-2013.

Variedades Clones
Ao comerciales  Promisorios  Cuarentena Subtotal
2003 4 0 20 24
2004 4 5 8 17
2005 4 24 36 64
2006 8 9 19 36
2007 5 0 11 16
2008 6 0 20 26
2009 7 25 11 43
2010 8 4 0 12
2011 10 4 2 16
2012 6 7 7 20
2013 9 14 12 35
Promedio 6 8 13 28
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Efecto en la produccion. Semilla de la variedad B76-78 producida a partir de plantas
meristematicas se corto para establecer parcelas sanas, y compararlas con parcelas infectadas
con el virus de la hoja amarilla y/o sembradas con semilla inoculada con la bacteria causante
del raquitismo Lxx. En la Figura 7 se puede observar como las parcelas libres de SCYLV,
mostraron mayores producciones que las infectadas, con un 20% mas TCH, 15% mas
sucrosa/TC y un 36% mas TAH en cafia planta. En la soca se evidencio 14.1% de reduccion
en TAH con raquitismo y 25.6% con SCYLV; mientras que, la combinacion de las dos
enfermedades no mostrd sinergismo de las dos enfermedades, pero si una reduccion del
24.6% en el TAH. Para el caso de raquitismo, las parcelas sanas produjeron 43.8% y 41.2%
mas TCH y TAH comparadas con el testigo infectado. Resultados similares han sido
reportados por varios autores. Guevara et al., (2005), observé un incremento del 27% en la
produccion de la variedad B69-613, teniendo 151 TCH la combinacion de tratamientos de
limpieza de semilla, comparado con 114 TCH del testigo. Flynn et al., 2005 observé un
13.5% mas TCH y TAH al usar semilla proveniente de cultivo de meristemos. Estos
resultados indican la importancia econdmica que tienen el raquitismo y la hoja amarilla, tanto
en la produccion de cafia y azlcar, cuando se siembra una variedad susceptible y es infectada
con la enfermedad. Por otro lado, el beneficio de sembrar semilla sana proveniente de cultivo
de meristemos, se reflejé en los incrementos significativos de la produccion de cafia y azUcar,

observados en cafia planta y primera soca.
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Figura 7. Efecto del Raquitismo (Lxx), Hoja Amarilla (SCYLV) y su combinacién sobre
TCH, TAH y KATC, en la variedad B76-78, cafia planta (Arriba) y primera soca (Abajo).

CINCAE, 2007.
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Resistencia a raquitismo y hoja amarilla. La inoculacion y el diagnostico de laboratorio ha
permitido identificar clones resistentes al raquitismo y la hoja amarilla en estados avanzados
de seleccidn del programa de mejoramiento del CINCAE. Cuando se determind la reaccion al
raquitismo de la soca (Leifsonia xyli subsp xyli Davis) en los clones del estado IV de las
series 1998 al 2004, se encontrd que en las siete series, el 13.7% de los clones reacciond
como resistentes (Cuadro 3 y 4), especialmente las de los afios 2003 y 2004. Para hoja
amarilla, se evidencido un incremento de los clones resistentes en las ultimas series.
Considerando los clones con infeccion intermedia y alta como susceptibles (Victoria et al.,
2005), el 63% de los clones calificO como susceptible a la infeccion con el virus de la hoja
amarilla. Es decir, que el 37% de los clones se considerd resistente, por lo que en las
condiciones de la costa ecuatoriana, se contaria con fuentes de resistencia a la enfermedad
(Cuadro 5 y 6). Estos resultados concuerdan con Schenck et al., (2001), quien sugiri6é que la
resistencia a la infeccion existe, asi como variacion en el nivel de tolerancia y expresion de
sintomas entre variedades. Comstock et al., (1999), indicé que posiblemente las familias
evaluadas en el estado | del programa de mejoramiento de Canal Point (Florida), con menos
frecuencia de infeccién del SCYLV, eran probablemente mas resistentes. EI mismo autor
encontrd una alta tasa de infeccion del SCYLV que se incremento al avanzar el programa de
mejoramiento, siendo pocos los clones resistentes que llegaron a los estados finales. Aunque
en el programa de mejoramiento del CINCAE, los clones de las primeras series eran todos
susceptibles, en las Gltimas series se ha reducido a un 25% (Cuadro 5 y 6). Entre los
progenitores de los clones considerados resistentes se encuentran las variedades V71-51
(Hembra) y la SP80-1816 (Macho), de las cuales en Cenicafia, Colombia la variedad V71-51
calific6 como tolerante al SCYLV; mientras que, en CTC-Brasil la SP80-1816 calificé como
resistente. Estos resultados indican que el uso de la resistencia para hoja amarilla es una
alternativa promisoria, teniendo en cuenta los resultados de este trabajo, y lo publicado por
Victoria et al. (2005), quienes observaron segregacion de la resistencia, encontrando mas
tarde Abu-Ahmad et al. (2007) variacion en la infeccion entre variedades y su origen

geografico.
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Cuadro 3. Frecuencia de clones de las series 1998 al 2004, con diferente nivel de resistencia
al raquitismo de la soca (Leifsonia xyli subsp. xyli), de acuerdo al porcentaje de haces
vasculares infectados por la bacteria. CINCAE, 2013.

Numero de clones por tipo de reaccionl/

Serie

Resistente Moder_adamente Moderada_mente Susceptible Subtotal % clones
resistente susceptible resistentes
1998 0 0 0 8 8 0,0
1999 0 0 0 3 3 0,0
2000 0 0 0 6 6 0,0
2000b 1 0 0 11 12 8,3
2001 0 1 2 9 12 8,3
2002 1 0 1 9 11 9,1
2003 2 1 0 7 10 30,0
2004 3 1 3 5 12 33,3
Subtotal 7 3 6 58 74
Porcentaje (%) 9,5 4,1 8,1 78,4 13,7

1/ Escala de 1 a 4 propuesta por Comstock (2001).

Cuadro 4. Clasificacion de clones del estado IV y variedades liberadas por el CINCAE de
acuerdo a su nivel de resistencia al raquitismo de la soca (Leifsonia xyli subsp. xyli)
CINCAE, 2013.

Graq? de Descripcioén de la reaccién Clones
reaccion 1/
1 Resistente ECSP2000-1335 ECSP04-043 EC03-619 ECSP04-323
ECSP02-040 ECO03-256 ECSP04-494
2 Moderadamente resistente ECO01-750 ECSP03-404 ECO04-161
3 Moderadamente susceptible ECO01-747 EC02-173 ECO04-168
EC01-734 ECSP04-743 EC04-167
4 Susceptibles ECSP98-419 EC-03 EC-06 ECSP02-187
ECSP98-392 EC-04 ECSPO01-186 ECO03-247

ECSP98-425 ECSP2000-1308 ECSP01-270 ECSP03-474
ECSP98-149 ECSP2000-1314 ECSPO01-445 ECSP03-104

ECU-01 ECSP2000-1462 ECSP01-441 ECSP03-448
ECSP98-168 ECSP2000-890 ECSP01-166 ECSP03-489
ECSP98-127 ECSP2000-1315 ECO01-744 ECSP03-128
ECSP98-499 ECSP2000-1258 ECO02-175 ECO03-590

ECSP1999-169 ECSP2000-1336 ECSP02-192 ECSP04-316
ECSP1999-171 ECSP2000-1259 ECSP02-204 ECSP04-322
ECSP1999-457 ECSP2000-1030 ECO02-301 ECSP04-232
ECSP2000a-161 ECSP2000-958 ECSP02-093 ECSP04-314
ECSP2000a-168 ECSP2000-891 ECSP02-209 EC04-236
ECSP2000a-181 ECSP01-055 ECSP02-179

EC-02 EC-05 ECSP02-242

1/ Escala de 1 a 4 propuesta por Comstock (2001).
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Cuadro 5. Frecuencia de clones de las series 1998 al 2004, con diferente nivel de resistencia
a la hoja amarilla (Sugarcane yellow leaf virus, SCYLV-polerovirus), de acuerdo al
porcentaje de incidencia. CINCAE, 2013.

. Numero de clones por tipo de infeccion % clones

Series - - Subtotal -
Ausente* Baja Intermedia Alta resistentes

1998 0 0 3 5 8 0,0
1999 0 0 1 8 9 0,0
2000 1 4 2 7 14 35,7
2000b 2 1 4 6 13 23,1
2001 3 1 3 7 14 28,6
2002 3 1 3 5 12 33,3
2003 6 3 1 0 10 90,0
2004 8 1 3 0 12 75,0
Subtotal 23 11 20 38 92
Frecuencia (%0) 25,0 12,0 21,7 41,3

* Infeccién ausente = 0% de incidencia, baja = 0.1-10% incidencia, intermedia = 10 - 40% Incidencia, y alta =
40,1-100% incidencia)

Cuadro 6. Clasificacion de clones del estado 1V y variedades liberadas por el CINCAE de
acuerdo a su nivel de resistencia al virus de la hoja amarilla (Sugarcane yellow leaf virus,
SCYLV-polerovirus). CINCAE, 2013.

Infeccién Descripcién Clones

Ausente (0% incidencia) ECSP2000-255 ECSP01-734 ECO03-590 EC04-161 ECSP04-314
ECSP2000-1259  ECSP02-192 EC03-619 EC04-167 ECSP04-316
ECSP2000-1315 ECSP02-204 ECSP03-104 EC04-168 ECSP04-743
ECSP01-186 ECSP02-209 ECSP03-128 ECO04-236
ECSP01-307 EC03-256 ECSP03-489 ECSP04-232

Baja (0.1-10% incidencia) ECSP2000a-161 ~ ECSP2000a-509  ECSP02-242 ECSP03-474
ECSP2000a-168  ECSP2000-1314  ECSP03-448 ECSP04-043
ECSP2000a-176  EC-05 EC03-247

Intermedia (10 - 40% Incidencia) ECU-01 EC-03 ECSP2000-890 EC01-750 ECSP03-404
ECSP98-127 ECSP1999-497 ECSP2000-958 EC02-175 ECSP04-322
ECSP98-419 ECSP2000-1462 EC-06 ECSP02-040 ECSP04-323
EC-04 ECSP2000-668 ECSP01-726 ECSP02-093 ECSP04-494

Alta (40,1-100% incidencia) ECSP98-392 ECSP1999-306 ECSP2000a-241  ECSP2000-891 ECSP02-187
ECSP98-499 ECSP1999-393 EC-02 ECSP2000-1030  ECSP01-445
ECSP1999-169 ECSP1999-434 ECSP2000a-182  ECO01-744 ECSP02-230
ECSP1999-171 ECSP1999-445 ECSP2000a-216  ECO01-747 EC02-173
ECSP1999-505 ECSP98-168 ECSP2000-1258  ECSP01-055 EC02-301
ECSP98-149 ECSP2000a-601 ~ ECSP2000-1308  ECSP01-166 ECSP02-179
ECSP98-425 ECSP2000a-181  ECSP2000-1335 ECSP01-270
ECSP1999-222 ECSP2000a-510  ECSP2000-1336  ECSP01-441
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Diagnostico de raquitismo, escaldadura y hoja amarilla para la seleccion de semilla
sana. El servicio de diagnostico de raquitismo, escaldadura y hoja amarilla, se ha ido
incrementando desde el 2001 hasta la actualidad cubriendo el 100% de los semilleros. El uso
de técnicas de diagndstico y la continua vigilancia y seleccién de semilla durante varios afios,
ha dado como resultado la disminucién de la incidencia del raquitismo (Davis & Bailey,
2000), en paises como Colombia, Sur Africa y USA (Victoria et al., 1999; Bailey &
McFarlane,1999; Hoy & Flynn, 2001). Todos los afios las area de agronomia y siembra
envian entre 36000 a 40000 muestras de la hoja TVD+3, y del tercio basal del tallo, para la
evaluacion de enfermedades al laboratorio de Fitopatologia del CINCAE. En promedio se
han evaluado 2550 hectareas en los Gltimos cinco afios; provenientes de canteros comerciales,
semilleros basicos y lotes comerciales (Figura 7). A partir de esta area evaluada, los ingenios
seleccionan los semilleros para la siembra de unas 9000 ha. comerciales en los ingenios San
Carlos, Valdez y La Troncal. En Colombia, debido al establecimiento de un esquema de
produccion de semilla sana y diagnostico, se redujeron los niveles de incidencia del
raquitismo del 15.3% en 1981 a un 0.7% en el 1999, Victoria et al., (1999). En Luisiana,
USA, se disminuyeron los niveles de incidencia del raquitismo entre 1997 y el 2000 del 12%
al 3% (Hoy & Flynn, 2000). También, Bailey & McFarlane (1999) en Sur Africa, luego de
dos décadas, se pasé de 25% de incidencia a finales de los 70°s al 2% en 1997. En la costa
del Ecuador, el promedio de incidencia en los semilleros de los ingenios San Carlos, Valdez y
La Troncal, pasé en 13 afios de manejo preventivo de raquitismo de 41.7% a un 0.7% del afio
1999 al 2012 (Cuadro 7 y Figura 8). Para el caso de la escaldadura de la hoja se redujeron los
niveles por debajo del 1%, aunque se hayan multiplicado variedades susceptibles,
manteniendo niveles bajos por mas de 9 afios (Cuadro 7 y Figura 9). De la misma forma la
hoja amarilla ha disminuido sus niveles de incidencia de un 36.4% desde el 2001,
alcanzando los niveles mas bajos de incidencia del 9.6% en el 2012, gracias a la
multiplicacion y siembra de semilla sana de variedades tolerantes a la enfermedad (Cuadro 7
y Figuras 9 y 10). Actualmente las variedades con mayor &rea sembrada son la ECU-01
(31.8%), EC-02 (3.6%), CC85-92 (35.4%), Ragnar (9.7%), y CR74-250 (6.9%), teniendo en
el 2012 las tres primeras los menores niveles de incidencia ponderada en los tres ingenios
(Figura 11). Sin embargo, es importante continuar con el monitoreo, ya que en el 2012 se

observaron lotes con niveles méximos de incidencia del 42.5% para raquitismo, 10% para

18



[11 Congreso AETA, Sep.18-20 del 2013. Guayaquil-Ecuador
escaldadura y 56.7% para hoja amarilla, los cuales fueron descartados a tiempo como fuente

de semilla (Cuadro 7).

Cuadro 7. Promedios y méaximos porcentajes de incidencia de raquitismo, escaldadura y hoja
amarilla en semilleros y canteros cafia planta de los Ingenios San Carlos, La Troncal y Valdez
durante la zafra 2012. CINCAE, 2012.

RAQUITISMO ESCALDADURA HOJA AMARILLA

INGENIO AREA (ha) INCIDENCIA(%)”" MAXIMO(%)¥ INCIDENCIA(%) MAXIMO(%)  INCIDENCIA(%)  MAXIMO (%)

SAN CARLOS 594 05 25.0 0.4 5.0 15.8 100.0

LA TRONCAL 617 0.3 4.0 0.6 4.4 10.6 64.0

VALDEZ 1040 1.0 425 11 10.0 6.4 56.7
2251 0.7 42,5 0.8 10.0 9.6 100.0

1/Incidencia de hojas y tallos afectados en cada lote y ponderada por el area evaluada. 2/Maximo nivel de
incidencia detectado durante la temporada de diagndstico.
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Figura 7. Incremento del area de semilleros evaluados mediante diagndstico
inmunoenzimatico por DBIA y TBIA para la deteccion de raquitimo (Leifsonia xyli subsp.
xyli), escaldadura de la hoja (Xanthomonas albilineans) y hoja amarilla (SCYLV-
polerovirus), en la zona de influencia de los ingenios San Carlos, La Troncal y Valdez. El
area evaluada se ha incrementado hasta alcanzar el 100% de los semilleros. CINCAE, 1999-
2013.

19



111 Congreso AETA, Sep.18-20 del 2013. Guayaquil-Ecuador

50

45

40

35

30

25

20

Incidencia (%)

15

10

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Figura 8. Cambio multianual de incidencia o porcentaje de tallos infectados con raquitismo
(Leifsonia xily subsp. xily) en semilleros de los ingenios San Carlos, La Troncal y Valdez
1999-2012.
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Figura 9. Cambio multianual de incidencia o porcentaje de cepas infectadas con escaldadura
(Xanthomonas albilineans) en semilleros de los ingenios San Carlos, La Troncal y Valdez
2000-2012
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Figura 10. Cambio multianual de la incidencia o porcentaje de cepas infectadas con la hoja
amarilla (ScYLV-Polerovirus) en semilleros de los ingenios San Carlos, La Troncal y Valdez
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Figura 11. Incidencia del virus de la hoja amarilla en las variedades comerciales de los

ingenios San Carlos, La Troncal y Valdez. CINCAE, 2012. *Incidencia ponderada por el area
en1899 ha.
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La disminucion de los niveles de incidencia de raquitismo, escaldadura y hoja

amarilla, ha ocurrido por el manejo preventivo que los ingenios San Carlos, La Troncal y
Valdez, apoyados por el CINCAE, han realizado durante un periodo de 15 afos. El
establecimiento de un esquema de produccion de semilla sana, que utiliza todas las medidas
preventivas discutidas, se integran en un proceso que se inicia con el semillero Fundacion
sembrado en el CINCAE e ingenios, seguido por semilleros basicos y comerciales
establecidos en los ingenios. Donde el diagndstico seroldgico y molecular son una
herramienta de decision para seleccionar lotes sanos con criterios de sanidad. Adicional al
diagnostico, en cada una de las etapas se realiza una limpieza de la semilla, mediante
tratamientos térmicos y el cultivo de meristemos. EI CINCAE produce semilla sana para
establecer los semilleros Fundacion; luego, los ingenios realizan un tratamiento con agua
caliente antes de sembrar los semilleros basicos para asegurar la sanidad de la semilla. Para
evitar transmitir enfermedades sistémicas, durante todo el proceso desde la seleccion de las
plantas madres para extraer sus meristemos, hasta el corte de semilla para las siembras
comerciales, se realiza la desinfeccion de herramientas de corte con amonio cuaternario.
Adicional a este manejo, la basqueda de resistencia, o la identificacion de clones resistentes
es una medida de manejo importante. Los clones identificados como resistentes a
enfermedades como el raquitismo y la hoja amarilla pueden ser empleados como progenitores
en los cruzamientos del programa de mejoramiento, o ser liberados como futuras variedades.
Entre las liberadas por el CINCAE, la EC-05 se consider6 con bajo nivel de infeccion,
considerandose resistente a SCYLV. CINCAE ha planificado realizar un estudio de progenie
con el animo de estudiar la herencia a la resistencia del virus de la hoja amarilla, SCYLV,
teniendo en cuenta progenitores resistentes como la V71-51 y la SP80-1816. También,
experimentos a nivel de invernadero, empleando poblaciones controladas del vector
Melanaphis sacchari y cuantificando la poblacion del virus por gPCR, se llevaran a cabo con
el &nimo de confirmar el nivel de resistencia observado en el campo. Teniendo en cuenta los
efectos que enfermedades como el raquitismo y la hoja amarilla causan en variedades
susceptibles, la industria esta asegurando la produccion y su estabilidad a través de los cortes,
al permitir la expresion del potencial de las variedades de reciente introduccién y las
liberadas por el CINCAE, cuando produce y siembra semilla sana. La frase de cajon “es
mejor prevenir que lamentar”, aplica en un cultivo como la cafia de azucar, donde el 95% del
éxito del control de enfermedades depende de las medidas preventivas. Una vez establecido

un cantero es poco lo que se puede hacer si este se siembra con semilla contaminada.
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CONCLUSION

El manejo preventivo del raquitismo, escaldadura de la hoja y la hoja amarilla ha permitido ir
disminuyendo los niveles de estas tres enfermedades en los semilleros de los ingenios, a
través de la seleccion de semilla sana, desinfeccion de herramientas de corte y la siembra de

nuevas variedades tolerantes a enfermedades sistémicas.
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