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RESUMEN 

En Ecuador el cultivo de la caña de azúcar se ve afectado por diferentes agentes causales de 

enfennedades, entre los cuales están el vi.ros del síndrome de la hoja amarilla (Se YL V), 

detectado con al!os niveles de incidencia y distribución comercial, en los ingenios Valdez y San 

Carlos. 

Con el fin de contribuir con un mejor conocimiento epidemiológico de esta enfennedad, se 

establecieron cinco bioensayos, que consb1ieron en detenninar cual era el vector, los tiempos 

óptimos de ayuno, acceso a la adquisició•l e inoculación y la preferencia del insecto vector hacia 

cinco variedades comerciales y ocho clones ECSP del CfNCAE. Los bioensayos de transmisión 

se verificaron mediante la técnica «Tissue Blot lnmuno Assay TBIA" . 

Se comprobó bajo condiciones de invernadero, que el Mido blanco de la caña de azúcar 

J felanaphis sacchari, es un vector del ScYLV, mas no el saltahojas hawaiano Perkinsiella 

saccharicida. Se pudo determinar que para transmitir el ScYLV con M sacchari, el periodo 

óptimo de ayuno del insecto era de 30 minutos, el de acceso a la adqu isición de 48 horas y el de 

acceso a la inoculación de 30 minutos. 

Se encontró mayor preferencia de M sacchari a los clones ECSP98-169, ECSP98-127 y en la 

\3riedad PR 67- 1070, con un promedio de 108.3, 96.38 y 101.58 áfidos por planta, comparados 

ron los demás materiales. Por otro lado se presento un bajo numero de individuos en la variedad 

CR 74-250 y el clon ECSP98-149 con un promedio de 0. 13 y 4.63 áfidos por planta 

oespectivamente. 
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SUMMARY 

In Ecuador, the sugarcane crop is affected by different causal agents of diseases, among of 

them, there is tbe sugar c.ane yellow Jeaf vi.rus (Se Y LV) detected with higb levels of i.ocidence 

and commercial distribulion, in the Valdcz and San Carlos sugar mili. 

Wirh thc purpose of contributing with a better epidemic knowledge of this disea5e, five bioassay 

were settled do\\11 in to detennine the vector, the good time of unfe<l, access to 1he acquisition 

and inoculation, and !he preference of !he vector insect toward five commercia l varieties and 

eight ECSP clones of the CINCAE. The bioassay of transmission was verified by the "Tissue 

Blot lnmuno Assay TBIA" technique. 

As ú1c results under greenhouse conditions wa5 proveo that the white aphid of the cane of sugar, 

Me/anaphis sacchari, is a vector of ú1c Se YL V, but not thc sugarcanc plant hoppcr, Perkinsiella 

saccharü:ida. The good pcriod of unfed to transmit the ScYL V with M sacchari was 30 

minutes, and the access of the acquisition was 48 hours and access of the inoculation was 30 

minutes. 

The M sacchari had bigger preference to the clones ECSP98-169, ECSP98-127 and the PR 67-

1070 variety, with an average of 108.8, 96.38 and 101.58 aphid pcr plant, compared with the 

other materials. On the other hand, the CR 74-250 variety and the ECSP98-149 clone presented 

a low oumber ofaphids with an average ofO. 13 and 4.63 per plan! respectively. 
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t. INTRODUCCIÓN 

El azúcar uno de los principales elementos de la canasta básica alimenticia de nuestro país, es 

uno de los productos finales del cultivo de la caña de azúcares, e l que ocupa una importante 

participación en la economía ecuatoriana, con su contribución al Pl.B nacional del J .4 % y con 

relación al PIB agrícola del 12%. Originando en época de zafra (cosecha) 30.000 empleos 

directos y 80.000 indirectos (SICA, 2004). 

El área cultivada de esta gramínea en Ecuador es de 125.355 has. de acuerdo con el liltimo 

censo agropecuario año 2000, con 82.749 has. destinadas a la producción de azúcar y 42.606 

destinadas para otros usos (INEC, 2004). Del total del área sembrada para la producción de 

.!ZÚcar, la mayoría se encuentra sembrada con una sola variedad, conocida como Rag¡iar, con lo 

'iUC existe actualmente un problema epidemiológico, debido a la presencia de una nueva 

cufermedad denominada hoja amarilla la cual es causada por un virus denominado el virus de la 

lloja amarilla Suagarcane Yellow LeafVirus (SCYLV). 

'El incremento de la enfermedad de la hoja amarilla en semilleros de Ja variedad Ragnar de los 

-:i¿enios azucareros, de acuerdo a comparación de 1.os diag¡iósticos rea lizados eotre el afio 2001 

:? 2004, a sido alto, pasando la incidencia de 17.7 a 28.2 por ciento en el ingen io San Carlos, 

;;iientras que en e l ingenio Valdez pasó de 1.2 a 11.6 por ciento y en el ingen io la Troncal de 

:l a 5.6 por ciento (Garcés, 2003), detectándose altos niveles de incidencia y distribución en 

~meros comerciales sembrados con las variedades, Ragnar, CR 74132, PR 671070, B 7678, 

.:->lle otras, especialmente en dos de los tres ingenios más importantes, Valdez y San Carlos. En 

;;..xstro medio se desconoce e l vector del virus, que en el campo está diseminando la 

mfermedad y las interacciones que tiene con el virus y la caña de azúcar. 

=las áreas de producción del cultivo de la caiia de <17.Úcar del litoral ecuatoriano, esta el áfido 

-~ de la caíla de <17.úcar Mclanaphis sacclu1ri reportado como vector del virus en otras 

"'1aS ecológicas, Además tenemos otro insecto chupador con altas poblaciones denominado 

.....:.ahoja Hawaiano, Perkinsiel/a saccharicida, del cual ex.iste preocupación que pueda también 

= invo lucrado en la diseminación de la enfermedad. 

""n la zona tropical las altas temperaturas a diferencia de las zonas subtropical, aceleran la tasa 

c:r multiplicac ión y con esto las poblaciones de los insectos vectores, por lo que se esperaría 



una mayor diseminación de la enfem1edad, esto depende del tipo de transmisión que tenga el 

'irus, y de ello el control que se puede dar a la enfcnncdad por medio de variedades, evitando 

la aplicación de insectic idas, los cuales causarían un impacto económico y ambienta l en el 

agroecosistema de la caña de azúcar. 

Para tener un mejor conocimiento de la epidemiología del virus del síndrome de Ja hoja 

amarilla (ScYLV), es importante co nocer bajo nuestras condiciones la relación o interacción 

que existe con su vector y huésped, por lo q ue fue necesario establecer una metodología que 

nos permita transmitir y detectar la presencia del virus en las plantas de cafia de azúcar, 

delineando los siguientes objetivos: 

J. l. O bjetivos 

1.1.1. General 

• Contribuir a l mejor couocun iento epidemiológico del virus de Ja hoja amarilla (ScYLV) 

en crui a de a7ilcar. 

1.1.2. Específico 

• Determinar la capacidad de transmisión del v irus de la hoja amari lla por M sacchari y 

P. saccharicida. 

• Desarrollar una metodología que perm ita transmitir SCYL V. 

• Determinar el grado de preferenc ia del vector hacia cinco variedades comerciales y 

ocho clones ECSP del CINCAE. 

1.2. Hipótes is 

El insecto M. sacchari es un vector del virus de la hoja amari lla (ScYLV). 

P. saccharicida es vector del virus causante de la hoja amari lla . 

Existen d iferentes grados de preferencia del insecto vector hacia variedades de caña de 

azúcar. 

2 



2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Sintomatología de la enfermedad 

De acuerdo con Comstock et al. (1999) en el año de 1994, la sintomatología del problema fue 

registrada como enformedad. El Síndrome de la hoja amarilla YLS (Yellow leaf síndrome) se 

describe como un desorden en el crecimiento de la planta, se caractcri7.a por una serie de 

síntomas, que incluyen amarillamieoto especialmente en el envés de la nervadura y en la lamina 

foliar de las hojas 3 a 5 (Lockhart, 2000). 

Además, se presenta amarillamiento y necrosis desde el ápice de la hoja, expansión gradual del 

amarillamiento desde la nervadura hacia los bordes, acortam iento de entrenudos tenninales, 

acumulación de pigmentos de antocianina en las hojas, bloqueo en la translocación de azúcar 

desde las hojas hacia los tallos y acumulación de azúcar en la nervadura de la hoja (Comstock et 

al. 1999; Lockhart, 2000). 

En algunas variedades se puede observar una decoloración rojiza sobre el haz de las nervaduras 

hs cuales a la vez presentan los síntomas de amaril lamicnto en el envés. En geneml, el 

<indro me se acentúa hacia la madurez de la caña (Comstock e1 al., 1999); aunque, desde los 

siete meses se pueden observar los síntomas (Garcés, 2001 ). 

1-2. Importancia de la enfermedad 

2.2.1. Distribución e incidencia 

El Síndrome de la hoja amarilla (YLS) fue registrado por primera vez por Ricaud (1968), citado 

por Garcés y Valladares (200 1), quien describe en plantaciones de caña de azúcar Saccharwn 

ficcinarum del oriente de África en 1960, un desorden caracterizado por un amarillamiento 

pronunciado del limbo de la hoja y acompañado e n algunas ocasiones por acortamiento de 

~nudos tcnninalcs. 

fi:r desorden fue referenciado como marchitamiento amarillo y después como síndrome de la 

-c;a amarilla (ScYLV). Esta enfem1edad fue registrada en 1994 en Hawai, Estados Unidos 

ICloria, et al, l 998). Luego fue menci.onado en numerosas áreas productoras de caña y sus 

::::somas fueron asociados con descensos en e l rendimiento y en la productividad de los cultivos 

i.z caña de azúcar (Lima et al., 1995; Vega et al., 1997). 



En el Ecuador se confinno la presenc ia del virus causante del síndrome de la hoja amarilla, en e l 

3ño 200 1, mediante la técnica del tissue - Blot assay (TBIA), utilizando un antisuero especifico 

¡iara el patógeno. Se detectó en semilleros de caña de azúcar de los principales ingenios del 

"'.oral ecuatoriano; con una incidencia promedio de 35 % (Garcés y Valladares, 200 1). 

De acuerdo con Garcés (2003), el virus del s.índrome de la boja amarilla (ScYLV) se detectó en 

zaoteros comerciales de los ingenios San Carlos, Valdez y la Troncal, con incidencias del 44.78, 

6.9 y 1.08% respectivamente, con un promedio del 26.32%, detectándose en el 73.82% de los 

.:an1eros evaluados. Los mayores niveles de infección se detectaron en variedades de reciente 

-D"Oducción como la CR 74-250, PR 67-1070, B 76-78. La enfennedad se detecto en 54% de 

os clones y en 26 de los 30 cruzamientos preseleccionados del Estado 11 2000 del CINCAE 

varcés y Valladares, 200 l ). 

2.2.2. Efecto en la proclucción 

E.::i Sudáfrica y Hawai, el YLS incrementó los complejos de polisacáridos (gomas), los cuales 

-lerfiercn en el proceso de Ja extracción de azúcar (Lockhart y Cro ngé, 2000). De acuerdo con 

ockhart, et al. ( 1995) en Brasil, los efectos co la producción fueron cuantiosos, especialmente 

':I° '<rriedades susceptibles como SP 71-6163, en la cua 1 presentó disminución entre cJ 60 y el 80 

pvciento. 

é:le acuerdo con Victoria, et al. (2000) la producción de las variedades CC 84-75 y CC 85-96, 

aminuyó eo .1,2 y 0,32 ton/ha respectivamente, por cada 1 % de infección. 

:J. Agente causal 

- enfermedad, presenta dos formas bio lógicas, la primera se la asocia con el virus, 

~mente en el hemisferio occidental, recibiendo el nombre de Sugarcane yellow leaf virus 

~YLV) según Lockhart, et. al., 1996; confinnado mas tarde por Vega et al. ( 1997) y el mismo 

o 0 hart (2000) y la segunda coo un fitoplasma, denomi.oándose Sugarcane yel low 

;oplasma (ScYP), de acuerdo con Crongé et al., (1998) quien observó mediante microscopia 

~ica en el floema de variedades surafricanas con síntomas de amarillamiento y más tarde 

=fumó su presencia mediante pruebas mo leculares utilizando la reacción en cadena de 

=->isa (PCR). 
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2.3.1. Clasificación 

\loonan y Mirkov (2001) mediante el análisis de secuencias utilizando técnicas moleculares a 

panir de Jos diferentes aislamientos y la asociación con otros virus relacionados con la familia 

~uteoviridae, detenninaron que e l virus del s índrome de la hoja amarilla es un Polerovirus. 

2.3.2. Características 

-• ,-rrus del síndrome de la hoja amarilla considerado un Poleruvirus de la familia Lutcoviridae, 

..me genoma RNA de una sola banda de 5 - 8 Kb (Schenk el al .. 2000): la proteína de la 

""(ISide tiene una masa molecular relativa de 27 KDa y no es glicosilada (Mansur y Lockbart, 

:"00), es degradado por RNasas, pero no por DNasas y esta confinado al flocma de la planta 

'cllenck e/. al., 2000) . 

.3S partículas virales fueron reconocidas por Vega et al. (1997) por su fonna c ircular, las que 

dÍan un diámetro de 22 a 24 nm., lo que después fue ratificado por Scagl iusi y Lockhart 

:100) pero con un diámetro de 25 a 29 nm. 

De acuerdo con los análisis de diversidad de genotipos realizados por Smith et al. (2000) 

r.'aeJan que el genoma del virus del síndrome de la hoja amarilla raza florida (ScYL V-F) es de 

~5 pares de bases, que incluye seis marcos de lectura abierta (ORF). de los cuales los dos 

~ están muy relacionados con el grupo de los polerovirus, el tres y cuatro con los 

.:.;;;ieo\-ÜUS y el quinto con cnamovirus, indicando que esras d iferencias en la afinidad se debe a 

=ombinació n genética. 

2.3.3. Razas 

...oan y Mirkov (2001) mencionan que e l virus del síndrome de la hoja amari lla tiene tres 

"Z:2S definidas como Floridaffexns (F/T), Brasil (B) y un posible nuevo grupo de origen 

-ibiano. 

t:mie, Ángel, e1 al. (2001) confirmó Ja presencia de las razas del síndrome de la hoja 

~la, razas Fff, B y una posible mezcla de las dos razas. Trabajos recientes, señalan la 

"""e&lllCÍa de un tercer grupo divergenle del virus en Colombia, afoctnndo especialmente la 

oined3d CC 85-96 scgúu, Moonan et al. (2000) citado por Ángel, et al. (2001 ). 
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2.4. Oiagnústico 

Para determinar que una enfermedad es causada por ciertos virus requiere de tiempo, 

conocimiento y trabajos complementarios; entre ellos la observación de síntomas, sin embargo 

esto se puede confundir con deficiencias o toxicidad de nutrientes, secreciones de insectos u 

ooos factores o patógenos (Agrios, 1996), por ello la necesidad de contar con una herramienta 

confiable y veras para la detenninación de la causa posible de la enfem1edad. 

De acuerdo con Velasco (2004) quien relata una historia de los métodos de diagnóstico de virus 

que afectan a las plantas, desde el año 1966 donde Avrameas y Urie l concibieron la idea de la 

=écnica inmunoenzimatica, a l marcar antigenos y anticuerpos con enzimas para uti lizarlos en 

pruebas de inm unod ifusión doble. Fueron Engvall y Perlmann (1971 - 1972) ciwdos por 

Velasco (2004) quienes describieron el denominado método ELISA (Enzyme Linked lnmuno 

Sorbent Assay) para titular inmunoglobulinas. El mismo autor, menciona que en 1976 

:"Ublicaron el primer e;-tudio de aplicación de ELISA, en su variante de "emparedado de 

.¡;¡,¡jcuerpos" para la detección de dos virus de vegetales. 

ta la actualidad se puede d iagnosticar e l virus ScYLV con: ELISA (Em:yme Linkeked 

.-munosorbcnt Assay), TBIA (Tissue Blot lnmuno Assay), DBIA (Dot Blot lnmuno Assay), 

"'.'"-PCR (Transcription Reverse Polyme111se Cbain. Reaction) y microscopia electrónica 

-.:beock et al .. 1997, Victoria et al., 1998, Moonan y Mirkov, 1999, Scagliusi y Lockhart, 

_ 10. Avellaneda el al., 2003). 

Ecuador Garcés y Valladares (2001) para el diagnóstico del ScYLV util izaron la 

-e.OOOlogia desarrollada por Shenck et, al., ( 1997) y mod ificada por Guzmán y Victoria (2000) 

;...direr (2001), La técnica de diagnóstico TBIA consiste, en realizar la impresión de la 

=-adura de la hoja, en una membrana de nitrocelulosa de 0.45 µm (BIO RAD). Para luego 

=-nr una prueba que consiste en incubar la membrana con d iferentes soluciones (antisueros), 

finalmente visua lizar indirectamente la presencia/ausencia de la proteina viral, mediante 

_ reacción de color, esta visualización puede ser a simple vista o con la ayuda de un 

..:¡Q)ffiicroscopio. 
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;..5. Transmisión del virus 

2.5.1. Mecanismos de t ransmisión 

Les virus que infectan a las plantas provocan una gama de reacción en su hospedante pero casi 

;;:.:¡ca abandonan espontáneamente (viento o agua) para infectar otra, a menos que entren en 

=xto con los contenidos de una célula viva afectada (Agrios, 1996). 

De acuerdo, con Bedendo ( 1995) existen diferentes fonnas en las que se diseminen los virus 

QO es la propagación vegetativa, mecánicamente a través de la savia, semi lla, polen, insectos, 

-==ros. nematodos, la ctL~cuta y hongos. 

2..5.2. Transmisión por vectores 

- de los métodos mas eficientes del cual se vale la naturaleza para propagar los virus es con 

•:• uda de ciertos animales, en especial los insectos, denominados vectores (Sánchez et.al., 

. La interacción virus - vector - planta es extremadamente compleja ya que cada uno de 

c,;a; se caracterizan de acuerdo al medio donde viven, a la especie vegetativa, a la raza del 

- ..5 > a la relación intrincica del virus con su vector . 

...a .ansmisión de los virus más comunes y económicamente más importante en el campo .lo 

<tituyen los insectos vectores, de acuerdo a una estimación realizada por Bustillo y Sánchez 

donde mencionan que los insectos transmiten entre el 80 y 90% de las virosis vegetales, de 

• ..ales destacan a los pulgones o áfidos como el grupo más numeroso y eficiente . 

...a ~ión que existe entre el vector y los virus, en cuanto a los periodos de adqu isición, de 

a-...--ia y de retención del.a partícula viral por parte del vector pennite clasificarlos en: virus no 

<Rnte, semipersistentes y persistentes o circulatívos (Sánchez et al, 2000, Bedeodo, 1995, 

;imhy, 1998). 

1rus transmitidos de manera no persistentes están presentes en tej idos superficiales de la 

mientras que los vi.rus transmitidos persistentemente están localizados siempre en tejidos 

al-Os como el floema. Los semipersistentes, tales como el enanismo del maíz, tiene 

~es intermedias de transmisión del virus, persistentes y no persistentes de acuerdo con 

l!::;:zi:ie(l99 1) citado por Satapaty (1998). Estos virus (Polerovirus) no se repl ican en su vector, 

este tiene la habilidad de retener la partícula y transmitirlo en pocos días (Satapaty, 1998). 
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Los vectores de los Luteoviros eo especial el de ScYLV parecen ser específico, ya que la 

;wtícula viral puede ser transmitída por uno o varios especies de áfidos (Molinero y Rasochova, 

997) citado por Schenck, S. (200 l ), esta especificidad esta determinada por las glándulas 

.al.i,aJes ad icional a l lemma y membranas del plasmalcma basal donde es reconocida la 

- rtícula viral (Schenck, 2001 ). 

2.5.3. Transmisión del virus en caña de azúcar 

'iros del síndrome de la hoja amaril la (ScYT, V), es trasmitido de manera semi-persistente por 

• ~fido blanco de caña de azúcar MelanaphL5 sacchari, Rhopalusiphum maidis del maíz y por 

rufwbdominales del arroz y no es trasmitido mecánicamente (Scagliusi y Lockhart, 2000; 

-.....'lenck, 2000). 

'-aliusi y Lockhart (2000) registraron la traosmisi.óo del ScYLV por med io de los insectos 

-.:.clOres M sacchari y R. maidis, con un periodo de acceso a la adquisición de 48 a 72 horas, 

tdmlás indican que observaron los primeros síntomas de la enfermedad, aunque no uniformes, a 

.exta semana después de la inoculación, y luego los segundos s íntomas entre los 8 y 1 O 

r&5CS. esporádicamente. 

:=-= xuerdo con, Avellaneda et. al. (2003) los áfidos adquirieron el virus en un periodo mínimo 

-8 horas de alimentación en plantas infectadas, empleando grupos de 20 individuos por 

~-

:.a. Descripción de los vectores 

'nsectos son importantes por el efecto que causa cada uo.o de e.llos; en la caña de azúcar, se 

identificado alrededor de 1300 especies, de acuerdo con Box ( 1953) citado por Rao y Ford 

_ • de los cuales han sido reportados 48 insectos y 2 hongos como transm isores de virus y 

•cplasmas bajo cond ic ión natural y experimental (Rao y Ford, 2000). 

::..6.1. Descripción y bioecología del áfido blanco de la caiia de azúcar 

...-.: insecto esta clasificado taxonómicamente en el Orden: Homóptera, Familia: Aphididae, 

...-e-rro: Melanaphis y Especie: sacchari (Zchnthcr), sus sinónimos son: Aphis sacchari y 

, • igiguis sacchari (Zchncher), de acuerdo a lo descrito por Bustil los y Sánchcz (s/f). 
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i:fido blanco de la caña de azúcar. Melanaphis sacchari, tiene un cuerpo de color amarillo 

~y se lo encuentra en dos formas, ápteros (sin alas) y alados, los ápteros con antenas son 

.eg¡nentos, a lcanzando un poco mas de la longirud de su cuerpo q ue llega a med ir 1,5 mm, 

~ oscura notoriamente contrar1ida ligemmente mas larga que los comiculos, con 

'\imadamcnte 4 pelos en cada lado (Mendoza, 2003; Busti llos y Sánchez, si!). 

alados, tienen cabeza y tórax de color negro, cuatro segmento aotenal es co n pocas o 

sensoria, el tercer segmento con cerca de 7 sensorias, setas sobre el abdomen 

.JlaS, cauda casi cónica. con cinco pares de pelos (13ustillos y Sánchez, si!). 

:idos presentan un ciclo de vida poco común y muy complejo, en el trópico la 

'C;r:¡¡,,oucción es permanente y no se producen machos, ni las hembras ponen huevos. Las 

!C" aciones son partenogenéticas. es decir las poblaciones que se originan por este sistema son 

as. la dispersión ocurre cuando por carencia de alimento o aglomeración de colonias se 

ir.a:..en las fom1as haladas (Busti llo, 1988). 

"'18)-ores poblaciones de M. saccliari, se presentan en época seca y en variedades 

llS='IJbles, son parasitados exitosamente por la avispita LysiplebtL~ testaceipes y predadas por 

• adultos de coccinélidos, sirfidos y crisopas (Mcndoza, 2003). 

:...6.2. Descripc ión y bioecología del saltahojas bnwaiano 

• ..sificado taxonóm icarnente en e l Orden: Homóptera. Fami lia: Delphacidne, Genero: 

- ella y Especie: sacclmricida (Kirkaldy) 

%ll (2003), indica que los adultos de P. saccharicida son pequeñas chicharritas que miden 

• "'211 de largo, son de color marrón claro, generalmente son macroptcros (alados) aunque 

pequeño porcentaje de hembras braquiptera (sin alas), la.~ hembras alcanzan a ovipositar 

mas de 100 huevos, en grupos de 3 a 6, gcoera lmente lo hacen en la nervadura central 

de vida de Perkinsiella saccharicida, torna cerca de 30 - 35 dias, desde huevo a adulto, 

de incubación dura en promedio 11 dias, con variación de 9 a 13 días; con un periodo 

...-:nprendidos por cinco instares que duran de 4 - 7 dias cada uno, estas ninfas son 
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-prias, pennanccen agrupadas en la cara inferior de las hojas y en las vainas que están 

~as al tallo (Mcndoza el. al., 200 1 ). 

10 



3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Localización 

El presente ensayo de investigación se desarrol ló en invernadero y laboratorio de las áreas de 

Fitopatología y Entomología de la estación experimental del Centro de Investigación de la Caña 

de Azúcar del Ecuador (CINCA E). 

e· CTNCAE, se encuentra ubicado en el kilómetro 49,5 de la vía Durán - Tambo, en el cantón 

E.: Triunfo, p1·ovincia del Guayas, a 02º 19' 33" de Latitud Sur y 79° 26' 83" de Longitud 

Jeste, con una temperatura promedio anual de 25 ºC, precipitación media anual de 1202,2 mm, 

_,.., Humedad Relativa del 80, 1 % a 60 m.s.n.m. * 

3..:?. Materiales 

-"l!'e los principales materiales, reactivos y equipos, que se utilizaron en el presente trabajo 

estigativo, se citan los siguientes: 

Materiales de laboratorio y campo: fiola, probeta, puntas, pipetas, microtubos, piedra 

-;nética, espátula, papel aluminio, papel toaHa, cinta de papel, fundas de polieti leno, 

:uetaS de identificación, pinzas, vasos icopor, macetas, fundas, hielcra, cajas petri de todo 

=Do, tubo de ensayo, algodón, papel filtro, estilete, jaula entomológica, esponja orgánica, 

:::c:i.;eja, sustmto (suelo, cachaza, arena y ceniza) cuchillo, marcadores permanentes, trampas de 

~. libreta de registro. 

• tfros: membrana de nitrocelulosa, cloroformo, Tris-base, Tris-hcL, albúmina de suero 

. leche seca descremada, antisuero especifico para el virus en estudio, conjugado, 

.-\. cloruro de sodio, cloruro de magnesio, NBT, BCIP, cloro y amonio cuaternario 

fectante). 

~: Estéreomicroscopio, Equipo Dot-blot Bio-Rat, micro centrifuga, agitador magnético, 

::Cor horizontal, potenciómetro. balanza analítica, saca yemas, machete, tennómetro, pilón, 

:a;¡;z~o y vehículo . 

..-~del CINCAE 



33. Establecimiento y mantenimiento de colonias 

33.l. Áfido blanco de la caña de azúcar M. saccl13ri. 

Se recortaron trozos de hojas que contenían colonias del áfido blanco, Melanaphis sacchari de 

los diferentes lotes del campo experimental del CINCAE, posterionnente se llevaron a 

.:oodicioncs de invernadero del mismo centro, donde se eliminaban los insectos parasitados, 

~rtos o material extraño presente en la colonia colectada, con la flllalidad de obtener 

~piares sanos y vigorosos para luego establecerlos. 

ll'ml el e~tablecimiento y mantenimiento se evaluaron varias metodologías, entre las mas 

-portantes constan: 

• En pequeños trozos de hoja y estos dentro de una caja petri con una perforación en la 

tapa (Fig . l .a), 

• T rozo de hoja sobre esponja orgánica y esta dentro de una jaula entomológica (fig. 

1.b), 

• En planias pequeñas, sobre esponja orgánica húmeda cubierta totalmente con un botella 

plástica con una perforación en la pm1e superior (Fig. 1 .c ), 

• En trozos de hojas, en esponja orgánica húmeda y aislados, con una botella plástica 250 

ce. Con uJJa perforación en la parte superior (Fig. l .d). 

_ escoger la metodología que se utilizo en e l mantenimiento de las colonias del áfido blanco 

;.xchari, se recurrió a una matriz de decisión e laborada de acuerdo a las necesidades del 

~te trabajo. Se contrastó las metodologías con las características tomadas para la desición 

~ 2), las cuales fueron calificadas de 1 a 5, donde uno era muy malo y cinco muy bueno, 

se sumo para seleccionar la metodología de mayor punrajc . 

.!J.2. Saltahojas hawaiano, PcrkinsieUa saccbaricida 

:ic. cstablecer la cría de P. saccharicida bajo condiciones de invernadero, al inicio se 

-": '°'' manualmente los insectos, desde un cantero infestado, localizado en e l ingenio San 

.:r. sector El Paraíso, con la ayuda de un embudo plástico para luego depositarlas en varias 

eawmológicas debidamente confeccionadas y equipadas, de acuerdo a la metodología 

~en el departamento de entomología del CINCA.E. 
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La cría de P. saccharicida, partió de las posturas de varios adultos capturados, se colocaron en 

diferentes jaulas entomoJógicas 40x40x60 cm. debidamente confeccionadas de acuerdo a la 

edad de las posturas (Fig. 2). 

El mantenimiento de los diferentes individuos (ninfas y adultos) de M. sacchari y P. 

saccharicida, se realizó med iante la renovación oportnna de los trozos de bojas las cuales 

fueron desin fectadas con hipoclorito de sodio al 0.3% por 5 minutos y luego tres lavados con 

agua limpia. 

a 

b 

e d 

F'~ l. Mctodologias evaluadas de establecimiento y mantenimiento de las colonias de 

# S1JCchari. a . trozo pequeño de boja en caja petri, b. trozo de hoja sobre esponja orgánica 

e caja entomológica, c. planta cubierta con botella plástica grande, d. Trozo pequeño de 

~sobre esponja cubierto con botella plástica pequeña. 
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rtgnra 2. Caja entomológjca empleada para el establecimiento y mantenimiento de la colonia 

de P. saccharicida. 

3.4. Técnicas inmunoenzimaticas para detectar el ScYLV 

3.4.1. Técnica de diagnóstico Tissue - Blot inmuno assay (TBIA) 

¡o metodologia consiste en rea lizar la impresión de la nervadura de la hoja, en una membrana 

~nitrocelulosa de 0.45 µm 610-RAD (Fig. 3). 

f"lf:V'l 3. Impresión de la nervadura de la hoja de caña de azúcar en una membrana de 

nitrocelulosa, para el diagnostico inmunoquimico del ScYLV. 

• =-izada la impresión, se efectuó el bloqueo de la membrana en Tris buffer TBS pH 7.5, 

..:..ciooando leche seca descremada de BIO-RAD (1%) y albúmina de suero bovino libre de 

......Wioas, y se dejó eo agitación horizontal. Luego se realizó tres enjuagues con TBS pH 7.5, 

'S¡7 rs de transcurrido el tiempo de bloqueo, se realizaron dos lavados rápidos con TBS pi 1 7.5 

..:z;p se incubó en agitación con el antisuero policlonal específico para el virus. 
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:c;xlés de treS la•adm -... TBS pH 7.5, se encubó en agitación la membrana en 

~ulioa anb-R.m': pepma.la en cabras y conjugada con fosfatada alcalina de marca 

.. R.AD. Se mannr.o en agitación con TBS pH 7.5, adicionando leche seca descremada de 

-R.AD (1%). 

"Zll.te para visualizar la presencia/ausencia de la proteína viral. se observó una reacción de 

-mción de color púrpura a nivel de la huella de las células del flocma al incubar la 

"rana en buffer de sustrato pH: 9.5, ad icionando NOT (nitro blue tetrazolium), BCIP (5-

~loro-3-indolyl phosphato), NaCI y MgCl2• una vez terminado e l tiempo de incubación 

"!ISIT3to (20 min .), se obtuvo la reacción con dos enjuagues en agua des tilada. 

3 4..2. Establecimiento de técnica de diagnóstico Dot 81ot Jnmuoo Assay (DBJA) 

~on varias pruebas para el establecimiento de la técnica dot-blot con el fin de 

oSlicar la presencia del virus del amarillamicnto en plántulas a temprana edad. De acuerdo 

::xtodología desarrollada por Scaliusi y Lockhart (2000) y modificada por Guzmán y 

2000). 

:idologia consistió en cortar en trozos pequeños del tejido foliar, se maceró 100 mg. en 

:ero a~..ando el buffer (Fig. 4), después se colocó la savia en microviales para ser 

;a.da (12000 rpm por 2 min, a 4 ºC.) y a partir del sobrenadante se reali7.ó una dilució n 

- pH: 7.5 y DIECA para luego ser colocada en el equipo de Dot-blot, el cual contenia 

c:¡¡l¡rana de nitrocelulosa (MNC : 0.45 u), se dejó por 6 horas a temperatura ambiente o 

=...x a 4 °C. para luego realizar la prueba de acuerdo a lo expl icado en el punto anterior. 

\{acerado del tejido foliar en un mortero para semipuri ficar el virus ScYLV para el 

~co por DBIA. 
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5.. Obtención de plantas sanas y en fermas 

P':r1 ~ diferentes biocnsayos de adquisic ión y transmisión del virus se utilizaron plantas de la 

~ Ragnar infectadas por el ScYLV en donde los insectos adquirieron el virus y plantas 

- libres del virus de la misma variedad a las cuales se transm itió la enfermedad, para la 

"'1 de éste materia vegetativo se a nalizaron muestras de plantas de 7 meses de edad 

--5r.te el diagnostico serológico Tissue-Blot inmunoassay (TBJA) colectadas en el CINCA E. 

resultados, se procedió a cortar la semilla sana y enferma debidamente identificada; al 

_... .. sano se le practico el trntam iento térmico cono de baño maría (5 1 ºC/30 min.), para de 

"'"13 activar su germinación y eliminar patógenos, mientras que ni enfermo no se le 

ningún tipo de tratan1icnto . 

...alió a sembrarlas en bandejas plásticas (Fig. 5 izq.), previa inmersión en un fungicida 

. Vitavax (5%) por 5 minutos. se empleó como sustrato ceniza y cachaza zarandeada, 

::ss permanecieron en sustrato por 15 dias, luego se las transplanto a vasos de plumafon 

...siraro de suelo y cachaza 1: 1 (Fig. 5 der.), cuando alcan7;iroo un tamaño adecuado (15 

--~-~)se las transplanto finalmente a fundas de polietileno 20 x 40 cm. s in disturbar el 

: -erra. quedando listas para los tratamientos. Todo este proceso se reali7.o bajo 

__ ,.~de invernadero. 

~- ~taterial vegetativo sembrado sobre sustrato de ccni7;i + cachaza, en bandejas 

plásticas (i¡:q) y vasos de plumafon-icopor ( dcr). 

==::i 111e realizó la siembra del material requerido para la prueba de preferencia, cortando y 

=::::=::lo.ernas como semillas de las variedades: Ragnar, B 76-78, PR 67- 1070, CR 74-250, 

_ . !os 8 clones del estado IV 98 del programa de mejoramiento del CINCA E. 
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J.4. Bioensayo de transmisión del virus 11or M. sacclJ:Jri y P. snccbaricidn 

;;a vez establecidas las colonias de los dos insectos, el áfido blanco Melanaphis sacchari y 

,..kin.siella saccharicida, se coloca ron adultos en plantas infectadas naturalmente con ScYLV 

la ayuda de un pincel húmedo + caja petri para 1.os áfidos y un tubo de ensayo para los 

.a.ohojas, (Fig. 6), previo ayuno de 30 minutos para las dos clases de insectos. Se dejaron los 

~os durante un tiempo de 48 horas para que estos se alimentaran y pudieran adquirir el 

::us. según lo descrito por Scagl iusi y Lockhart (2000) y Avellaneda, et al. (2003). Una vez 

-=Pleco el tiempo de alimentación, con la ayuda de un pincel húmedo, un tubo de ensayo y 

~ petri, se tras.ladaron los insectos cuidadosamente a plantas sanas (Fig. 7 A) 

r-ra 6. Adultos de P. saccharicida, alimentándose en plántulas infectadas con el Se YLV. 

>!!'llnl 7. Colocación de M. sacchari virulífero en plántulas sanas (A). Cilindros entomológicos 

.os cuales se evito contaminación en las pruebas de transmisión del ScYLV, con P. 

~icida (izq) y M Sacchari (der.), en plántulas de la variedad Ragnar (B). 
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Se colocaron 20 especimeoes de M sacchari y 20 de P. saccharicida por plántula (20 

-.:peticiones), dejándolos por un periodo de 48 horas (Scagliusi y Lockhart, 2000), protegidos 

:'<111 un c ilindro entomológico por cada planta la cual fue tomada como un idad experimental 

'."ig. 7B), luego fueron eliminados con un insecticida (Malatión 2cc/I de agua) . 

...a infeccióo se verificó a los 3, 4, 5 y 6 meses después de rea lizada la prueba, mediante la 

=nicaTBIA. 

-=a vez confirmada la inocu !ac ión y conociendo el vector de Se YL V, se trabajo en los 

_ erentes bioensayos, los cuales se llevaron bajo condiciones de invernadero, detallados a 

_ -ninuación: 

.1.6. 1. Periodo de Ayuno de Me/anaphis saccbariprevio a adquirir SeYLV 

t'\·aluaron cuatro periodos de ayuno de 0.05, 0.5, 1 y 1.5 horas, mas el testigo absoluto, con 

repeticiones cada uno. Consistió en mantener los áfidos en cajas petri selladas, con papel 

-;o en e l fondo y con una perforación en la lapa para facilitar la respiración del insecto y evitar 

uerte. Después de someter los insectos al ayuno en los tiempos antes mencionados, estos se 

111::\'.lSitaron sobre las plantas e1úermas. donde se los mantuvo por 48 horas de acceso a la 

~ición, cumplido este tiempo se los pasó a plantas sanas donde se los dejó por un lapso de 

:c:po de 48 horas de acceso a la inocu lación, se les aplicó un insecticida para su eliminación 

~ 8). La verificación de la transmisión se evaluó a los 3, 4 y 5 meses después de realizada la 

:cha, mediante la técnica TBIA . 

.3.6.2. Periodo de acceso al.a adquisición del virus ScYLV por i"1e/an;1phís snc:chari 

,,.aluaron 7 tiempos diferentes de acceso a la adquisición del virus, desde las plantas 

..c;;;¡as, 0.05, 0.5, 1.5, 4.5, 12, 24 y 72 horas mas e l testigo absoluto, con 1 O repeticiones cada 

Consistió en dejar los insectos alimentándose o en acceso a la adquisición del virus en las 

_,,,.,.,... eofermas durante los tiempos antes mencionados, previo ayuno de 30 minutos; 

=-:urrido este tiempo los insectos se trasladaron a las plantas sanas, donde se los dejó por 48 

.::r2S y luego se les aplicó un insecticida para detener la alimeotación (Fig . 8). La infección fue 

= ...... ec!...,.a a los 3, 4 y 5 meses después de realizada la pnreba, mediante la técnica TBIA. 
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3.6.3. Periodo de Accao ah hocebtcióu del ~irus ScYLV por Me!anapbis u«llvi 

f'\&luaron 4 periodos 0.05, 0.5, 1.5 y 4.5 horas, de acceso a la inoculación del virus. la cual 

<>lió en la alimentación de los insectos viruliferos, en plantaS sanas, inicialmente los 

msrL-t.os se dejaron por 30 minutos de ayuno para luego dejarlos alimentando en plantaS 

~con el virus durante 48 horas. Después se los traslado a las plantas sanas donde se los 

durante los tiempos antes mencionados, al final de cada periodo se le apljcó un insecticida 

s La infección se verificó a los 3, 4 y 5 meses después de realizada la prueba, mediante la 

_.. ... -o..TBJA 

Preferencia del vector 

~base la realizó con el objetivo de determinar la preferencia del áfido blanco de la caHa 

~. Melanaphis sacchari. hacia 5 variedades comerciales, y 8 clones del estado IV serie 

oll:I programa de mejoramiento del CINCAE, de acuerdo a su capacidad de 
1 himiento y multiplicación. La prueba consistió, en colocar en cada una de las plantas; 3 

11111..C.ra:. maduras, con la ayuda de un pincel húmedo. las cuales se mantuvieron en cajas 

>gicas bajo condiciones de invernadero, estableciendo 1 O repe1iciones (Fig. 9). Se 

-;.;6 el total de insectos establecidas por planta para asociarlo con la preferencia. Se 

-m:z:or "'4 evaluaciones cada 8 días después de colocados los insectos. 

-:::1e~•· Cajas entomológicas en las cuales se real izó la prueba de preferencia de M. sacchari 

hacia las plantaS de caila de a7.úcar. 
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l 

1. Colonia de inscc!os 
no viru li foros 

5. Verificación: 3, 4 y 5 
meses después transmisión 

3. Periodo de acceso a la 
adquisición . 

Figum 8. Etapas evaluadas en ~I proceso de transmisión del Se Y LV por Ai sacc/l(/ri 
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3.8. Análisis estad.ístico 

3.8. t . Biocnsayos de tnrnsmisión de Se YL V 

La primera prueba de transmisión por los insectos M sacchari y P. saccharicida, se realizó bajo 

Wl diseño irrestrictamcnte al aJ:.at (D!A), teniendo como tratamientos a los dos insectos antes 

mencionados mas el testigo y verificando e l comportamiento, mediante diagnostico en cuatro 

tiempos diferentes, cada tratamiento contó con 20 repeticiones para realizar la transmisión, 

10111ando en cuenta cada p lanta como unidad experimental. Además se realizo la comparación 

je medias util izando la pn1eba de Duocan al 0.05 de probabilidad. 

!odelo matemático: Yijk = µ+Ti+ Eij + Dk + (TxE)ik + Eijk 

'.'londe: 

Yijk 

µ 

Ti 

Eij 

: La observación correspondiente al tratamie11to i y tiempo j 

: Media general de la población 

: Efecto del tratamiento (vectores) 

: Error experimental del tratamiento (efecto aleatorio) (a) 

Dk 

(VxT)ik 

Eijk 

: Efecto de la evaluaciones en el t iempo sobre e l tratamiento 

: Interacción del vector con el tiempo 

: Error experimental del tratamiento en el tiempo (b) 

ANDEVA 

F uente de Variación Grados de L iber tad 

Tratamientos t- l 2 

Error experimental (a) t(r- l) 57 

E (época de evaluación) d- 1 3 

TxE (t- l)(d- 1) 6 

Error experimenta l (b) t(r- l){d- 1) 171 

Total trd- 1 239 

_..., siguientes pruebas de ayuno, adquisic ión e inocu lac ión, también se realizaron bajo un 

.ale> irrestrictaroente al azar (DIA), con 4 tratamientos (tiempos) para las pruebas de ayuno e 

culación y 7 tratamientos para la prueba de adquisición, incluido un testigo (Cuadro, 1 ). Se 

ilttVÓ el compo1tamiento en el tiempo, med iante diagnóstico en tres tiempos diferentes, 

=ido cada tratamiento con 10 repeticiones, ten iendo en cuenta que cada planta se tomó 
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. 0010 unidad experimental. Además se realizó la comparación de medias util i7..ando la prueba de 

D!mcan al 0.05 de probabilidad. 

kldelo matemático: Yijk = µ + Ti + Eij + Dk + (TxE) ik + Eijk 

:Joode: 

Yij 

µ 

Ti 

Eij 

: La observación correspondiente al tratamiento i y tiempo j 

: Media general de la población 

: Efecto del tratamiento (t iempos) 

Dk 

(Vx1)ik 

Eijk 

: Error experimental de Jos tratamientos (efecto aleatorio) (a) 

: Efecto de la eva luaciones en el tiempo sobre e l trntamiento 

: Interacción del tratamiento con el tiempo 

: Error experimental del tratamiento en el tiempo (b) 

ANDEVA ENSAYOS DE AYUNO E lNOCULACION 

Fuente de Variación Grados de Libertad 

Tratamientos t-1 4 

Error experimental (a) t(r- l) 45 

E (época de evaluación) d-1 2 

TxE (t- IXd-1) 8 

Error experimental (b) t(r- l)(d-1) 90 

Total trd-1 149 

ANDEVA DE ADQUISICION 

Fuente de Variación Grados de Libertad 

Tratamientos t-1 7 

Error experimental (a) t(r- 1) 72 

E (época de evaluación) d-1 2 

TxE (t- J)(d-1) 14 

Error experimental (b) t(r- J)(d- 1) 144 

Tota l trd-1 239 

:nálisis de varianza y comparación de media se reali7..Ó con Jos datos previa transformación 

:nedio de ..J Yi + 0.5 y con Ja ayuda del programa estadístico MST A T-C. 
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' Testigo ~ 

1 • . 
T , 0.05 ¡¡~ CJS 

Ti 0.5 0.5 .5 

T, 1 1.5 1.5 

T, l.5 4.5 4.5 

Ts - 24 -
T• - 48 -
T, - 72 -

.-S.1. Preferencia del insecto 

_-.se realizó bajo un diseño de bloques al azar (DBA) con 13 tratamientos (Variedades) 

r:¡ieticiones, divididas en el tiempo para cada tratan:liento, con un total de 130 unidades 

:-"-e1Jtales. Todos los datos previos al ANDE V A, fueron transfom1ados a log. Base 1 O y se 

comparación de medias utiliw.ndo la prueba de Tukey al O.OS de probabilidad. 

Jj 

Eij 

-¡ 

l'xl)ík 

Eijk 

: La observación correspondiente al tratamiento i y tiempo j 

: Med ia genera l de un tratamiento 

: Tratamiento panicular (variedad) 

: Bloque 

: Erro r experimenta l del tratamiento 

: Efecto del tiempo sobre e l tra1.U111 icnto 

: Interacción de la preferencia del vector en el bloque en el tiempo 

: Error experimental del tratamiento en el bloque en el tiempo 
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ANDEVA 
- Fuente de Variación Grados de L ibertad 

Variedades (tratamientos) v-1 12 

Bloque r-1 9 

Error experimental (a) (v- IXr-1) 108 

T (tiempo de evaluación) t-1 ' .) 

VxT (t- IXv-1) 36 

Error experimental (b) v(r-1 Xt-1) 351 

Total vrt- 1 519 
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4. RESULTADOSYDISCUSIÓN 

4.1. Capacidad de transmisión del virus de la boja amarilla en caña de azúcar por 

M. sacchariy P. Sacchsrícída. 

4.l.l. Establecimiento y mantcnimie11to de colonias 

.a matriz de decisión nos pcnnitió definir la mejor metodología usada en el establecimiento y 

-.antenimiento de colonias de áfido blanco, Melmtaphis sacchari, la que consistía en tenerlos 

In trozos de bojas, e n esponja orgánica húmeda y aislados, con una botella plástica con una 

:icrforación en la parte superior (Fig. 10). Esta metodología facilitó la manipulación de los 

:.;ectos, un mejor establecimiento de las colonias con insectos de buen vigor aptos para la 

:'flleba, es de bajo costo y permitió un control eficiente de parasitoides. tales como: Lysiplúebus 

Hymenoptera: Braconidac) y de predatores (Cuadro 2) como los Coccinélidos (Coleóptero: 

-.ccinellidae). 

Caadro 2. Matriz de decis ión para metodología~ de establecimiento y mantenimiento de 

.ooias de M sacchari. 

ARACT. DE DECISIÓN Manipu- Control de Crecimiento Vigor de mat. 
TODOLOGÍA lación parasitism de colonia 

ost 
Vegetalivo 

::weDo trozo de hoja dentro de una caja 
5 2 3 =on una perforación en la tapa 

de hoja sobre esponja orgánica y 
5 2 5 3 2 

dentro de tma jau la entomológica 

~...eilas plántulas en vasos icopor y estos 
con una botella plástica 3 3 ' ~ 3 3 

.-arlas en su parte superior 

de hoja sobre esponja orgánica 
con una botella plástica con una 5 5 s 4 2 
das en su parte superior 

los trabajos que se registra el establecimiento de la5 colonias de áfidos. normalmente lo 

::.'izan sobre plántulas. pero de acuerdo a lo observado, se presentaban problemas de 

i;sz¡itismo, el crecimiento de la colonia era lento y dificil manipulac ión de los insectos. 

Total 

12 

17 

15 
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...a.> colonias de Perkinsiella saccharicida crecieron y se reprodujeron muy bien ooo b 

"!IC!odología establecida en e l CINCAC:. De lo observado se puede mencionar que en esta ofa 

>e ruvo la presencia de arañas que fueron controladas manualmente (Fig. 11 ). 

F"igura 10. Colonia de ,\,f. sacchari establecida bajo condiciones de invernadero (izq) y aduho 

(dcr). 

F~ura 11 . Adulios de P. soccharicida establecidos b¡tio condiciones de invernadero 

4.1.2. Selección de plantas sanas y enfermas par.1 la t ransmisión 

cdianie la técnica serologica "Tíssuc Blot lnmuno Assay TBIA", se realizo las evaluaciooes, 

..., las muestras de hoja TVD (hoja con el último coello visible) de las plantas de variedad 

~ar. tomadas del lote 2 1 del CINCAE y de un semillero básico del ingenio Valdez. p!n 

• -nocer la presencia o no del virus del amarillamienlo. 

26 



L.. ScYLV se detecto en el lote 21 del CINCAE, con un 75% de incidencia, mientras que en el 

;emillero básico del ingenio fue mayor, alcanzando el 85,34%. 

~.1.3. Establecimiento de la técnica de diagnóstico 

-,pleando la técnica denominada DBIA, los resultados de todas las pruebas no fueron 

_ orables, ya que en las muestra~ se obtuvieron reacción inespecificas, esta situación se 

~ntó a pesar de realiwr variaciones en la titulación del antisuero cedido por B.E.N. Lockhart 

ti producido por CENICAÑA, y la semipurificación de partículas virales (Fig. 12 izq .) . 

1 

• • • ' 

• • • • 

• • • • 

• • • • 
' 

• 
• • • 
• • 

• • • • 
-.ra 12. Reacción de precipitación en los d iagnósticos inmunoenzirnatico DBIA (izq) y 

TBIA (der) para la detección de ScYLV. 

;as reacciones inespecificas se pueden deber a la dificultad que se tiene con este virus en el 

Y""ttSO de su semipurificación; por ello la metodología mas conveniente para veri ficar la 

nl'Nllisión del virus en el trabajo fue la técn ica TBIA, empleada en el CINCAE para el 

Dot;JlOstico rutinario de la cnfcm1edad (Fig. 12 der.) 

A. Ensayo de t ransmisióo del virus por M. sacchmi y P. s:1ccbaricida 

»ez real izado el d iagnostico del bioensayo de transmisión del virus de la hoja amari lla de la 

~de azúcar, teniendo como tratamientos al áfido blanco, Melanaphis sacchari y el saltahojas 

:ano, Perkinsiella saccharicida. a los 3, 4, 5 y 6 meses después del acceso a la inoculación, 

m:ontró diferencia significativa entre los tratamientos (Cuadro 3). 
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lo: acuerdo a la comparación de medias de tratamientos (Duncan <O.OS) se encontró que el 

~to M sacchari transmitió e l virus en 7.5/20 plantas inoculadas. mientras que con 

.trcharicida el resultado fue 0/20, observando diferencia altamente s ignificativa entre los 

insectos (Cuadro 4). 

-iro 3. Transmisión del virus ScYL V por M sacchari y P. saccharicida (ANDEVA) 

Fuente de Grados de Suma de C uadrado F -

,.-ariacióo libertad cuad rndos medio Ca lculada 
Significancia 

~ ratam ientos 2 1.95 l 0.975 15 •• 
~ 57 3.706 0.065 

:liagiósticos 3 0.082 0.027 5.0845 •• 
J.[) 6 0.165 0.027 5.0845 •• 
- « 171 0.923 0.005 

'.DI 239 6.828 

- -cttncia altamente si,gnificai iva 

- .<nte de variación: 9 .50% 

<....i1n 4. Transmisión del virus ScYLV con M. sacchari y P. saccharicida (Comparación de 

medias) 

Tratamientos 
Evaluaciones (plantas ScYLV) 

Media* 
l ra. 2 da. 3 ra. 4 ta. 

his sacchari 4 10 8 8 7.50 a 

lla saccharicida o o o o 0.00 b 

o o o o 0.00 b 

.os. Letras distinlas indican diferc.ncia significativa 

nanera se contim10 bajo condiciones de invemadero que M sacclwri es vector de 

.1e11iendo en cuenta lo indicado por Lockhart (2000) y Avellaneda (2002), dejando el 

acc:cso a la adquisición por un periodo de 4 8 horas ya que de acuerdo con Shenck 

~insecto transmite e l v inis. 

~ '-Mlfirmada la inoculación y conociendo el vector de ScYLV. M sacchari se comen7.0 

...:::5:::cerlos diferentes bioensayos para optimizar la metodología de transmisión del virus. 
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-.rYI..\) 

&:1c::::!b a la e--a&u.:: ... Z'""~C a b l. - ~ 5 :z9'S dcsrioés de instalado el ensayo, el 

~ m los cmln se e< .c::ic.. = ~°'" oUmcro de planw positivas fue el de 30 

~llllO (Cuadro 6). aunque esadisricamcnte no se detecto diferencias significativas 

!:::Clm»enros (Cuadro 5). 

c....,., e Periodos de ayuno de M. sacchari en la transmisión del virus ScYLV (ANDEVA) 

' dr Grados de S uma de Cuadrado F-
libertad cuadrados medio Calculada 

Sigoificancia 

4 0.329 0.082 1.3925 ns. 

45 2.662 0.059 

2 o o o ns. 

8 0.035 0.004 0.8036 

90 0.486 0.005 

149 3.511 

'º 
_de variación: 9.65% 

••-.6.. Periodos de ayuno de M. sacchari en transmisión del virus ScYLV (Comparación de 

;;:IC(j ias) 

r ruamientos Evaluaciones (plAntas ScYLV) 
Media* 

mi.Duros) 1 ra. 2 da. 3 ra. 

3 2 2 1.67 

30 2 3 2 2.33 

60 o o o 0.00 

90 l LOO 

T~igo o o o 0.00 
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.:.roo con Sanipl!!) 1998) el ayuno no mejora la eficiencia de transm isión de los insectos 

-«eS de los lutem.;rus. Sin embargo a lo observado en el trabajo era ncc<.'Sario someter a 

=ios a este periodo con el fin de que iniciaran su proceso de alimentación una vez 

-O::loWllS sobre plántulas con e l virus. Cuando no se sometían al ayuno, la mayoría de los 

-=:ssedcsprendian de las plánwlas s in haberse alimentado. 

• Periodos de acceso a la adqui~ición del vi rus ScYLV por Melanaphis sacchori 

.a:::......C!o a la evaluación realizada a los 3, 4 y 5 meses después de instalado el ensayo, no se 

•K:loi.!iferencia estadística entre los tratamientos (Cuadro 7 y 8) s in embargo fue evidente 

"""IS de acceso a la adquis ición, se obtuvo el mas alto nivel de infección de ScYLV. 

<.. .. ,. -. Periodos de acceso a la adquisición por M sacchari en la transmisión del virus 

ScYLV (ANDEVA) 

de Grados de 

wwióo libertad 

7 

72 

2 

14 

144 

239 

'º 
de variación: 12.37% 

Suma de Cuadr.:ido 

cuadr.tdos medio 

0.364 0 .052 

3.0 17 0.042 

0.035 0.017 

0. 104 0.007 

1.248 0.009 

4.769 

F-
Calculada 

1.24 14 

2 

0.8571 

Significancía 

Ns. 

Ns. 

'1:"Jltado, se confirma lo descrito por Scal ius i y Lockhart (2000) y Avellanr.>da et. al. 

Jr: ~ el periodo de acceso a la adquisición de Se YL V por J\l sacchari es de 48 horas y 

=:;;::s:lla por Shenck (2001) sobre la naturaleza semi persistente del virus. 

r.n.dos de acceso a la Inoculación del virus ScYLV por Melanoplds sacc/111rí. 

:=adlo a la evaluac ión realizada a los 3, 4 y 5 meses después de instalado el ensayo, :;e 

Dl3yor número de plantas positivas con el acceso a la inoculación de 30 minutos. 

-~:-.. ., se vio reflejado estadísticamente (Cuadro 9 y 1 O). 
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e-aro 8. Periodos de acceso a la adquisición por lvf. sacchari en la transmisión del virus 

ScYLV (Comparación demedias) 

Tratamientos 
Evaluaciones (plantas Se YL V) 

Media* 
1 ra. 2 da. 3 r.l. 

~minutos o 0.67 

~3 minutos o o 0.33 

'le> minutos o 1 2 1.00 

: -o minutos o o o 0.00 

:! horas 2 2 l.67 

- S horas 2 3 2 2.33 

~horas o 0.67 

- $igo o o o 0.00 

... _,,.. 9. Periodos de acceso a la inoculación por M. sacchari en la transmisión del virus 

ScYL.V (AN DEVA) 

f wnte de Gmdos de 

'Viación libertad 

-z.z;niencos 4 

r 45 

~cos 2 

8 

90 

149 

..ignifieativo 

-..ente de variación: 12.45% 

Suma de C uadrado 

cuadrados medio 

0.336 0.084 

2.5 14 0.056 

0.024 0.0 12 

0.028 0.003 

0.815 0.009 

3.718 

31 

F-
Calculada 

l.5052 

1.3404 

0.383 

Significancía 

ns. 

ns. 



adro 10. Periodos de acceso a la inoculación por M sacclu1ri en la transmisión del virus 

ScYLV (Comparación de medias) 

Tratamiento.~ 

(minutos) 

3 

30 

90 

270 

Testigo 

Evaluaciones (plantas SeYLV) 

1 ...... 

o 

o 

2 da. 

2 

o 

o 

3 ra. 

2 

2 

o 

Media* 

1.33 

1.67 

0.33 

1.00 

0.00 

U. Grado de preferencia del vector cu cinco variedades comerciales y ocho clones ECSP 

delCINCAE. 

acuerdo aJ anál isis realizado de las cuatro evaluaciones (Cuadro 1 l) existe diferencia 

ificativa entre la preferencia y diagnósticos semanales. En el Cuadro 12, se puede observar 

µreferencia de M. sacchari a los Clones ECSP98- l 69, ECSP98- l 27 y ECSP98-l 68, con 

:3. 96.38 y 86.40 individuos promedio por planta respectivamente. Las variedades 

:rim:iales con mayor preferencia fueron PR 67-1070, con 101.58 áfidos por planta, mientras 

con la variedad CR 74-250 no se estableció ningún insecto, demostrando una baja 

~ión . 

..iro 11. Preferencia de M. sacchari a variedades y clones promisorios de caña de azúcar 

(ANDEVA} 

fuente de Grados de Suma de 

'-ariación liberlad cuadrados 

_.que 9 2.915 

-aoamientos 12 150. l 

-ir 108 30.1 

.:;nósticos 3 67.73 

.D 36 24.086 

;::;ir 351 25.144 

-al 5 19 300.075 

.m significati\'O •• all:unentc significativo 

diciente de variación: 22.51 % 
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Cuadrado F-
medio Calculada Significancía 

0.324 1. 162 ns. 

12.508 44.8802 •• 

0.279 

22.577 315.1662 ** 
0.669 9.3398 .. 

0.072 



La preferencia observada de M sacchari por los clones ECSP del CINCAE en el ensayo, 

concuerda con lo observado en condiciones de campo por Meodoza, (2004) evidenc io una 

infestación del 23.3 % para el clon ECSP98- 169 y 13.33 % para ECSP98-127, tomando en 

cuenta el total de hojas infestadas, en evaluación reali7..ada en el cantero 030233 del ingenio San 

Carlos. 

Cuadro 12. Preferencia de M sacchari a variedades y clones promisorios de caña de azúcar 

(Comparación de medias). 

Tratamientos 
Evaluaciones (áfidos/planta) 

Media• 
l ra. 2 da. 3 ra. 4 ta. 

ECSP98-169 19 .6 103.6 175.9 133.4 108.13 a 

PR 67- 1070 6.8 37.6 112.4 249.5 101.58 a 

ECSP98-127 12 .1 64 134.9 174.5 96.38 ab 

ECSP98-1 68 20.4 100.7 114.4 110.1 86.40 ab 

ECSP98-425 9.2 53.5 107.2 135.7 76.40 ab 

ECSP98-392 8.6 24.5 53.7 115.2 50.50 abe 

C.CSP98-499 6.4 21. 1 50.4 112.8 47 .68 abe 

"'GNAR 8.4 27. 1 51.9 78.7 4 1.53 abe 

CSP98-4 19 1.9 4.8 9.9 26.5 10.78 bcd 

X 85-92 1.6 3.9 6.6 15. 1 6.80 cd 

3 - 6-78 3.6 4 .8 8. 1 8.3 6.20 ccl 

U::SP98-l 49 3.9 3.8 4.5 6.3 4.63 d 

"R 74-250 0 .5 o o o 0.13 d 

• .... ukey <O.OS. Lecras distinta_, iodican difere~lc.ia significativa 

~esperaba observar una alta preferencia por la variedad B 76-78, de acuerdo a lo observado en 

campo, pero Jos insectos que se establecieron y se multiplicaron a nivel experimental fue 

'9ja. es probable que debido a la edad de las plantaS que se emplearon en la prueba (60 días), 

~ variedad no sea deseada por e l insecto y necesita otras condiciones. Por esta razóo seria 

-:..omeodable repetir esta prueba en plantas de mayor edad. 
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S. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

< l. Conclusiones: 

La prueba DBIA, bajo nuestras condic iones experimentales, no fue adecuada para la 

detección temprana del virus ya q ue no se la pudo establecer. 

El áfido blanco, Melcmapilis sacchari, transmite el virus de la hoja amarilla Se Y LV. 

El saltahojas hawaiano. Perlri11siella saccharicida, no transmitió el virus de la hoja 

amarilla con los parámetros empleados en el ensayo. 

Los niveles más altos de transmisión del ScYLV con M. sacchari. se presentaron con 

30 min. de ayuno del insecto, un periodo de acceso a la alimentación de 48 horas sobre 

plantas enfcnnas y con periodo de acceso a inoculación del virus de 30 min. sobre 

plantas sanas. 

De 13 materiales de caña de azúcar probados, la variedad PR 67-1070 y el clon 

ECSP98- 169 del programa de variedades del CINCAE, presentaron preferencia por 

M. sacchari. Las variedades CR 74-250 y el Clon ECSP98-l 49 tuvieron menor 

preferencia por el insecto. 

!..:.. Recomendaciones: 

Realizar un diagnóstico de hospederos alternos de M sacchari, en lotes comerciales. 

Analizar insectos chupadores naturales y ocasionales en el cultivo de la caña de azúcar 

eo Ecuador a partir de muestreos de campo. 

Evaluar la preferencia del áfido M sacchari, hacia plantas de calla de az(1car con mas 

edad (4 - 5 meses). 
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ANEXOS 



Cuadro 4A. Resuhado de diagnóstico de la verificación en transmisión de ScYLV por 

J\1. sacchari y P. saccharicida (3. 4, S y 6 meses después de la transmisión). 

Resultados Diagnóstico Se YL V 

M. S:JCC/J:JrÍ P. snccl1nrícíd11 
Planh1 

3 mdl 4 11u.lt 5 mdt 6mdt 3 mdt 4 mdt 5 mdt 6mdt 

1 - + + + - - - -

2 + + + + - - - -
3 + + + + - - - -

4 - 1 + + - - - -

5 - - - - - - - -
6 - - - - - - - -
7 - - - - - - - -

8 - + + + - - - -
9 - - - - - - - -

10 + + + + - - - -
11 - - - - - - - -

12 - + + + - - - -

13 - - - - - - - -
14 + + + + - - - -

IS - - - - - - - -
16 - - - - - - - -
17 - 1 - - - - - -

18 - - - - - - - -

19 - + - - - - - -
20 - - - - - - - -

To1a1 (+) 4 10 8 8 o o o • 



Cuadro 6A. Transmisión del ScYLV con diferentes periodos de ayuno de M sacchari (3, 4 y 5 

meses después de la transmisión). 

Resultados Diagnóstico ScYLV - Tiem pos de ayuno (mío.) 

o 30 60 90 
P lan ta 

3 mdt 4 mdt 5 mdt 3 mdt 4 mdt 5 mdt 3 mdt 4 mdt 5 mdt 3 mdt 4 mdt 5 mdt 

1 - - - - - - - - - - - -

2 - - - + + - - - - - - -

3 - - - + + + - - - - - -

4 + - + - - - - - - - - -

5 - - - - - - - - - + + + 

6 - - - - - - - - - - - -

7 - - - - + + - - - - - -

8 - - - - - - - - - - - -

9 - - - - - - - - - - - -

10 + + + - - - - - - - - -

Total(+) 2 1 2 2 3 2 o o o 1 1 1 



Cuadro 8A. Transmisión del ScYLV con diforentes periodos de adquisición del virus con 

M sacdiari (3, 4 y 5 meses después de la tnmsmisión). 

Resultados Diagnóstico ScYLV - Tiempos de adquisición 

Tiempos de Planta Total 

adq. Eva l. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (+) 

3 mdt - + - - - - - - - - 1 

Omin. 4 mdt - + - - - - - - - - 1 

5 mdt - - - - - - - - - - o 
3 mdt - - - - - - - - - - o 

30 min . 4 mdt - - - - - - - - - - o 
5 mdt - - - - - + - - - - 1 

3 mdt - - - - - - - - - - o 
90 min. 4 mdt - - - - - + - - - - 1 

S md! - - - - - + + - - - 2 

3 mdt - - - - - - - - - - o 
270 min . 4 mdt - - - - - - - - - - o 

5 mdt - - - - - - - - - - o 
3 mdt + - - - - - - - - - 1 

24 hr. 4 mdt + - + - - - - - - - 2 

5 mdt + - + - - - - - - - 2 

3 mdt + + - - - - - - - - 2 

48 hr. 4 mdt + + - - + - - - - - 3 

5 mdt - + - - + - - - - - 2 

3 mdt - - - - - - - - - - o 
72 hr. 4 mdt - - - + - - - - - - 1 

5 mdt - - - + - - - - - - 1 



Cuadro IOA. Transmisión del ScYLV con diferentes periodos de inoculación del virus con 

M sacchari (3, 4 y 5 meses después de la transmisión). 

Resultados Diagnóstico ScYLV -Tiempos de inoculación (min.) 

o 30 90 270 
Planta 

3 mdt 4 mdt 5 mdt 3 mdt 4 mdt 5 mdt 3 mdt 4 mdt 5 mdt 3 mdt 4 mdt 5 mdt 

1 - - - + + - - - - - - -
2 - - + - - + - - - - - -
3 - - - - + + - - - - - -

4 - - - - - - - - - - - -

5 - - - + + + - - - - - -

6 - - - - - - - - - - - -

7 - - - - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - - + + + 

9 - - - - - - - - + - - -

10 + + + - - - - - - - - -

Total (+) l 1 2 2 3 3 o o l 1 1 1 
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Figura 13. Crecimiento de las colonias de M sacchari, en el tiempo (CINCJ\E). 


