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EVALUACION bE CUATRO METODOS DE INOCULACION PARA LA
DETERMINACION DE RESISTENCIA A ESCALDADURA DE LA HOJA

(Xanthomonas albilineans Ashby, Dowson) EN CANA DE AZUCAR
' (Saccharum spp.)

EVALUATION OF FOUR ARTIFICIAL INOCULATION METHODS OF

LEAF SCALD DISEASE (Xanthomonas albilineans Ashby, Dowson)
ON SUGAR CANE (Saccharum spp.) TO DETERMINE 1TS
GENETIC RESISTANCE

RESUMEN

El Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacién de la Cafa de Azticar (CENGICANA), evalia
clones introducidos y generados en el mismo Centro, con el proposito de identificar aquellos que cumplan con

los requisitos necesarios en cuanto a contenido de sacarosa, tonelaje, habito de crecimiento, reaccion a plagas y

enfermedades, etc.

En la evaluacion de reaccic')rn a enfermedades, algunas de ellas requieren de la inoculacién del patdgeno
causante para asegurar la exposicion uniforme de los materiales evaluados. En esa situacidn se encuentra la
enfermedad escaldadura de 1a hoja. Hasta el momento se han usado tres métodos de inoculacion y los resultados
han sido variables dependiendo del método. El objetivo fue identificar el método de inoculacion adecuado para

fa evaluacién de resistencia a escaldadura de la hoja en cafia de azicar.

Se utilizaron cinco variedades de reaccion conocida (dos susceptibles, dos medianamente susceptibles
y una resistente), las cuales se inocularon con cuatro métodos distintos. Tres métodos fueron con plantulas en

bandejas y uno con plantas en ¢l campo. En todos se usd una suspension bacteriana preparada a partir del
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patégeno multiplicado en laboratorio con concentracion estandarizada en espectrofotémetro. Se identificd el
método més adecuado tomando como base la efectividad en ubicar a cada variedad dentro del tipo de reaccion

correcto. Tal método es en bandeja, con plantulas de 1.5 meses de edad, cortadas a una pulgada del nivel del

suelo e inoculadas con una gota de suspension bacteriana sobre la superficie del corte.



1. INTRODUCCION

El Centro de Investigacion vy Capacitacion de la Caiia de azicar -CENGICANA-. tiene dentro de sus
atribuciones principales la generacion de variedades de cafia de azicar (Saccharum spp.). Ln el proceso se
evaluan matetiales genéticos (variedades o clones) promisorios y se seleccionan aquellos que reunen los
requisitos de tonelaje de cafia y rendimientos de azicar en el tiempo y en el espacio, adaptabilidad. caracteristicas

agronbinicas, tolerancia a plagas y enfermedades, ete. (22).

En lo que respecta a enfermedades, éstas pueden ser controladas en forma préctica por medio de resistencia
varietal, por lo que es necesario realizar pruebas de inoculacion artificial a las variedades o clones de cafia de

aztcar para evaluarlas, ya que es un procedimiento en el cual los resultados se producen rapidamente y han

probado su utilidad en otros paises.

Dentro de las enfermedades reportadas en Guatemala, esta la escaldadura de la hoja cuyo agente causal es
la bacteria Xanthomonas albilineans, Ashby, Dowson. En CENG.CANA se ubica deniro de las 3 enfermedades
mas importantes. En criterio de técnicos de la indusiria azucarera ocupa el quinto lugar de importancia (9),

debido a que esta enfermedad bacteriana causa pérdidas tanto en el rendimiento aziicar por tonelada, como en

toneladas de cafia/hectarea (18).

En el proceso de evaluacién de resisiencia a escaldadura de la hoja. en CENGICANA se efectuian
inoculaciones en una de las fases del mejoramiento. Hasta el momento se han probado diferentes métodos usados

en otros paises. Los resultados han sido variables dependiendo del método probado.
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Por lo indicado anteriormente se hizo necesario definir el método adecuado para las condiciones de

Guatemala, lo cual se hizo evaluando los métodos conocidos sobre variedades de reaccion conocida en el campo.

El objetivo principal del trabajo fue identificar el método adecuado de inoculacion para la evaluacion de

la resistencia a escaldadura de la hoja (Xanthomonas. albilineans Ashby, Dowson) en cafia de azucar (Saccharum

spp.} en procesos de mejoramiento.

La metodologia utilizada consistié en inocular artificialmente cinco variedades de cafia de azicar
utilizando cuatro métodos de inoculacion: a) Tres métodos de inoculacion de plantulas en bandejas en un disefio
completamente al azar con 6 repeticiones y b) Un método de inoculacion en plantacién de cuatro meses de edad

con un disefio en bloques al azar con 6 repeticiones. La incidencia de enfermedad en los tratamientos se efectué

sobre infeccion sistémica.



2. DEFINICION Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

El rendimiento de la cafa de aziicar es afectado por diferentes factores, entre los cuales tenemos el material

genético, las plagas y enfermedades, malezas, practicas agrontimicas y otros.

Bl Centro Guatemalteco de Investigacién y Capacitacién de la Cana de Aztcar -CENGICANA-, evalta
materiales genéticos (variedades o clones) promisorias para lo cual se seleccionan aquellos que reunan los
requisitos de tonelaje de cafia y rendimientos de azicar en el tiempe y en el espacio, caracteristicas agrondimicas,
tolerancia a plagas y enfermedades, etc. Para ello se hace importacion de variedades de la Estacion Experimental
Canal Point, Florida, Estados Unidos, Estacién Experimental del Instituto de Mejoramiento de cafia de azicar
de Chiapas, México vy de la Estacion Experimental de Camamu, Brasil. Ademas se efectiian cruzamientos para

producir variedades propias con las cuales se pueda incrementar los niveles de produccion de azicar (22).

Estas variedades deben reunir caracteristicas tales como alto rendimiento. resistencia a plagas y
enfermedades, alta adaptabilidad a las diferentes zonas del cultivo y respuesta a las principales practicas
agrondmicas. Para evaluar la resistencia de las variedades promisorias se hacen inoculaciones para tener certeza

que las variedades que el Centro incorpore a la zona cafiera estén libres de enfermedades (22).

Actualmente, no existe un método adecuado de inoculacién artificial para evaluar resistencia o tolerancia
de las diferentes variedades de cafia de aztcar (Succharuni spp.) a la enfermedad bacteriana de la escaldadura

de la hoja (Xanthomonas alhilineans Ashby. Dowson). Para obtener resultados confiables en las prucbas de

inoculacion se deben utilizar métodos que hayan probado ser adecuados para las condiciones de Guatemala.
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Con el presente trabajo se determind dentro de los probados. el método adecuado para evaluar la

resistencia de variedades a la escaldadura de la hoja (Xanthomonas albilineans Ashby, Dowson), enfermedad

de la cafia de aztcar reportada en Guatemala, en 1995 (16).
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3. MARCO TEORICO

31 MARCO CONCEFPTUAL

3.1.1 Importancia del cultivo de la cafia de azicar

El cultivo de la cafia de aztecar en Guatemala ocupa actualmente aproximadamente un area de 170,000
hectareas (de 342,000 hectareas potenciales), localizadas principalmente en la planicie costera del Océano

Pacifico, entre las coordenadas 14° 00" -14° 40 Latitud Norte y 90° 307- 91° 45 Longitud Oeste (15).

Buenaventura (4), reporta rendimientos promedio de 78.89 toneladas de cafia por hectarea para el afio
azucarero 89-90 en Guatemala. En la zalra 95-96 se obtuvo una produccion total de 1.277 millones de toneladas
métricas de azicar en los 17 ingenios azucareros existentes en el pais, con lo que la cafia de azicar se ha

convertido en el segundo producto generador de divisas al pais, después del café y con una generacidn de empleo

de 50,000 jornales (2).

Gualemala figura como el tercer pais exportador de azucar en latinoamérica. después de Brasil y Cuba.
Para este afio azucarero se espera producir 1.364 millones de toneladas métricas de azicar. En la dltima zafra
la agroindustria generd un ingreso de divisas al pais por exportaciones al 1/agosto/1996 de US $ 205.9 millones,

cifra que supera en US$ 14.9 millones a la registrada en 1995 en el mismo periodo, no obstante que los precios

del mercado externo han bajado (3).
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La cafia de aztcar (Saccharum spp. ), es considerada como uno de los cultivos agroindustriales de mayor

importancia econdmica para Guatemala, es fuenle de trabajo para miles de personas, a la vez que genera divisas

para ¢l pais por la exportacion de aztcar (3).
3.1.2 Morfologia y anatomia de la cafia de aztcar

3.1.2.A Tallo

"El tallo de la caiia de aztcar se desarrollaen dos tipos: el subterraneo, denominado rizoma que es del tipo
definido o determinado, y el tallo aéreo, que es el que se aprovecha para la extraccion del aztcar. El tallo de la.
cafia se desarrolla a partir de las yemas de otro tallo que haya sido colocado en condiciones favorables, mediante
la propagacion asexual o vegetativa usual. Esta se realiza por medio de los trozos de tallo (estacas o propaguios)
que contienen una 0 mas yemas cada uno. Estas yemas pueden desarrollarse v dar paso a l.a formacion de un tallo,
que se denomina tallo primario, éste, a su vez, continuando el proceso iniciado en él, movilizara las yemas a su
porcion basal, lo que provocard la formacion de otros tallos, los llamados tallos secundarios. Este proceso se
repetira de forma ininterrumpida hasta que las condiciones del medio lo impidan. El factor que mayor incidencia
tiene en este proceso es la luz solar. Los entrenudos o canulos de tallos desarrollados a partir de las yemas son
muy cortos en la base, aumentan de longitud de manera paulatina hasta alcanzar un maxino aproximadamente
hacia la parte media y comienzan de forma gradual a decrecer hasta el apice, donde se tornan de nuevo muy
cortos, por lo que, de modo esquematico, el tallo de [a cafia puede definirse como un huso. La base del talio es
rica en sacarosa, mientras que la punta o dpice del mismo es muy pobre en el contenido de esta sustancia, pero
muy rica en sustancias melasigénicas (con mayor proporcion de azicares reductores) y con un bajo contenido en

fibra. Existe una parte del tallo que a simple vista no puede observarse, ya que se encuentra protegida por la

macolia o cogollo de la caiia" (14).



3.1.2.B Longitud del tallo

"Ei tallo de la caila se encuentra formado por canutos y estos a sit vez, s¢ conponen de los nudos y el
entrenudo. El entrenudo es la porcion del tatlo limitada por dos nudos, lo que convierte a cada canuto en una
unidad, cuya longitud esta limitada por factores internos y externos. La tendencia de los canutos a adquirir una
tongitud determinada esta {ntimamente asociada al periodo de crecimiento, y €ste, a su vez, se encuenira definido

tanto por las caracteristicas de la variedad como por los factores del ambiente en el cual dicha variedad se

desarrolle” (14).

3.1.2.C Diametro de los tallos

"1 diametro de tos entrenudos presenta una tendencia determinada. Estos son 1nds gruesos a partir del
nivel del suelo v van disminuyendo en grosor a medida que se asciende en altura hasta alcanzar un valor
constante, para comenzar, a partir de la parte media del tallo, con un decrecimiento gradual hasta el apice. Este
comportamiento corresponde con el manifestado por Ja fongitud de los canutos. Tal caracteristica es de gran

importancia practica, ya que un mayor grosor en la seccion basal indicard una mayor resistencia al acamado™ (14).

3.1.2.D Color del tallo

"l as variedades de cafia de azicar presentan en sus tallos una gran diversidad de colores y combinaciones
de éstos. El color de un tallo depende en gran medida de las condiciones en las cuales se desarrolla, ya que e
color propio puede ser modificado por el ambiente. en el que la luz solar tiene un lugar primordial. La altitud
y el clima, en general, son factores que pueden hacer cambiar el color de una variedad. La gama de colores que

presentan los tallos de la cafia se deben a dos pigmentos basicos y a sus combinaciones y mezclas: el color r0j0



8
y sus diversos matices se deben al pigmento conocido como antocianina, contenido en las células epidérmicas
del tallo, mientras que el color verde es provocado por la clorofila, contenida en los tejidos mas profundos de
aquel. De ambos pigmentos, el que mayor variacion presenta en su contenido es la antocianina. La combinacion

de los dos y la proporcion en que ambos se encuentran, dan como resultado la amplia gama de tintes que

caracterizan a la cafia de azucar” (14).

3.1.2.E Raiz

"La caiia de azdcar presenta dos tipos de sistemas radiculares: El primero, conocido como adventicio, se
forma a partir del anillo radicular de la estaca plantada y tiene como funcién absorber agua del medio para
facilitar la hidrélisis de los carbohidratos contenidos en el entrenudo, que serviran para nutrir al nuevo vastago
hasta que éste establezca relaciones con el medio en el cual se desarrollard. El otro tipo de raiz es el permanente,
es un sistema nodal y fasciculado, que puede presentar varias caracterizaciones: a) de sostén, b) de absorcion y
¢} de madeja o cordéon. Entre éstas, la Gltima, no se encuentra siempre en todas las variedades, sélo
esporadicamente; esta ausente en las variedades nobles. El desarrollo radicular de la cafia de azlcar sigue el
patron general de las monocotiledoneas. Los pelos radiculares se originan en la cuticula unicapa y son
protuberancias celulares de corta vida. La epidermis celular consiste en capas de células en las que el espacio

intercelular ¢s aeroconductivo. Los vasos lefiosos y cribosos enclavados en el cilindro central (haz {ibrovascular).

estan directamente conectados al tailo” (14).

3.1.2.F Hojas

"Las hojas brotan de los nudos del tatlo en forma alterna, formando dos hileras opuestas en un mismo

plano. Lahoja consta de dos partes fundamentales: la ldmina v la vaina. En los tallos muy jdvenes y hacia el
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apice, las vainas se superponen, lo que garantiza una magnifica proteccion a las yemas jévenes alli ubicadas, asi
como al meristemo apical. A medida que las hojas envejecen, se van separando del eje del tallo y toman la
posicién inclinada que las caracteriza, lo que esta intimamente ligado a la variedad. La posicion definitiva de
las mismas representan en la actualidad motivo de estudio de fisidlogos, ya que de ella depende el grado de
aprovechamiento de la energia solar. El ancho y el largo de la hoja son caracteres dependientes de Jas especies
originales. Asi, el Saccharum officinarum L. tiene hojas largas y anchas, el Saccharum robustum Jesw. las tiene
anchas v de mediano largo, el Saccharum barberi Jesw. presenta hojas cortas y estrechas. el Saccharum sinense

. las muestra lareas v estrechas, v por ultimo. el Saccharum spoptaneum L. posee hojas muy estrechas" (14).
gasy yp

3.1.2.G Vaina de la hoja:

Segtin Clements, 1961 citado por Martin (14) la vaina de la hoja esta formada por un tejido que representa
mas el tejido del tallo que el de la hoja, de ahi la importancia de este tejido como indicador, y el amplio uso que

tiene en los diversos sistemas de diagnosis tisular para el control de la fertilizacion, la irrigacion y la maduracion.

"La vaina de la hoja es de forma tubular y conica hacia el cueflo. En ella puede apreciarse dos caras: una
interior generalmente blanquecina y lisa, y otra exterior de color verde, que con frecuencia presenta abundantes
pilosidades o vellos. Estos fueron primeramente descritos y clasificados por Jeswiet (1916), y después
Arischwager (1940, 1942 y 1948) complemento la informacion sobre los mismos. lste sistema de pelos o
vellosidades fue propuesto como un método para la clasificacion de variedades por ¢l propio leswiet v sus
colaboradores en Java, Smith Twigg (1923 ay b) en Hawaii, Fawcett (1929) en Argentina y Artschwager (1942
y 1948) en los Estados Unidos. Por su parte Lva Mameli de Calvino (1925). en Cuba, puso en dudas el sistema,
ya que segln su opinion, el desarrollo de los grupos de pelos depende fuertemente de las condiciones del

ambiente, y dicho método solo es de utilidad al personal de alto adiestramiento técnico" (14).
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3.1.2.H Cuello de la hoja

"La union de la vaina con la lamina de la hoja se denomina cuello. Estas uniones varian en las diferentes
variedades, asi como también en una misma variedad, en la medida en que €sta madure.  La forma de los cuellos
en hojas ya maduras constituye una caracteristica varietal, Artschwager (1923 y 1940) clasifico tres tipos
principales: rectangular o cuadrado , deltoide o triangular y ligular. Aparte de los tres citados, existen infinidad
de tipos intermedios. Ademas de las partes mencionadas de la vaina, en la misma pueden observarse ligula y las
auriculas. La ligula no es mas que un apéndice membranoso que sirve de separacion enire la vaina y la Jamina.
Las condiciones ambientales ejercen poca influencia en la morfologia de la misma, por lo que es de gran utilidad
para las claves de identificacion, aspecto reconocido por Jeswiet (1916), Panje (1933) y Artschwager (1925, 1942,
1948 y 1951). Las auriculas, como su nombre indica, son unos apéndices de formas que recuerdan a las orejas,

ubicados en el margen de la vaina y en su extremo superior” (14).

3.1.2.1 Lamina de Ia hoja o limbo

"La lamina o limbo de la hoja de cafia puede alcanzar una longitud de hasta 2 metros, y su ancho varia entre
3 a 7 centimetros. Estas dimensiones cambian en cada variedad, de modo que se manifiestan los caracteres
predominantes de las especies originales. La lamina termina en un extremo puntiagudo. la nervadura central,
como su nombre indica, corre a lo largo y por la parte media de la lamina, y sirve para el acarreo de agua y
sustancias nutritivas de la planta, al mismo tiempo que cumple la funcion mecinica de proveer soporte a la hoja.
Paralelamente a la nervadura central corren diversos haces vasculares. En la cuticula. que se encuentra tanto en
el haz como en el envés de la l[amina, se hallan los estomas; en caso de escasez de agua, la presion osmodtica de
los mismos decrece y pierden volumen, lo que provoca que la hoja se enrolle (proteccion contra la evaporacion).
Los numerosos haces vasculares estan acompafiados por células esclerenquimatosas (xilema), que mejoran el

soporte estdtico de las hojas. Las células parenquimatosas de la hoja son de suma importancia para el
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metabolismo de la planta. Ellas rodean a los haces vasculares en dos capas: la mas profunda, consiste en células
grandes con granos gruesos de clorofila; la mas superficial, esta compuesta de células mas pequefias y con granos

mas finos de clorofila, El ntimero de haces f{ibrovasculares en la lamina aumenta a medida que el limbo se

ensancha, para volver a estrecharse hacia el dpice del mismo" (14).

3.1.2.J Biologia Floral

"La inflorescencia de la cafia de aztcar (Sgcchariom spp.), como ocurre con otras gramineas, depende en
forma natural de la polinizacion aneméfila. Cuando la planta ha alcanzado cierto grado de desarrollo, puede
cambiar, bajo determinadas condiciones, de la fase vegetativa a la fase reproductiva. es decir, que el punto de:
crecimiento cesa en su formacién del primordio foliar y comienza la produccién del primordio floral. La
inflorescencia de la cafia de aziicar es una panicula abierta y ramificada. con forma de espiga o flecha. Dicha
forma varfa de acuerdo con Ia longitud de los ejes principales y laterales. es caracteristica para cada espiga y varia
atin mas dentro de variedades. Las espiguillas estan dispuestas en pares, y en cada par una espiguilla es sésii y
la otra pedunculada. Lo que se llama semilla de la cafia de azicar es en realidad un caridpside o fruto. Estas
semillas son extremadamente pequeiias. El embrion se encuentra separado del endospermo por el escutelo.

drgano que segrega las enzimas que moviiizan el alimento almacenado en el endospermo” (14).

3.1.3 Descripcion de la Cafia de azicar

Aguilar, citado por Tejeda (23). indica que "es una graminea perenne, y que ademds posee la caracteristica
de ser una de las mejores captadoras de energia y transformadoras de carbohidratos en azicares, se ubica dentro

del género Saccharum y tiene asignada la especie Saccharum officinarum L".
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“Esta especie del género Sgecharam es conocida como cafia noble, a causa de su riqueza en sacarosa y de

su relativamente bajo contenido de fibra. En sus células somaticas existen 80 cromosomas. Los tallos de los
representantes de la especie Saccharum officinarum L. son en general vigorosos, altos v gruesos. Estas cafias son
las usadas para producir aziicar en forma comercial (o combinaciones en las cuales su porcentaje es muy alto).
Normalmente, cuando se sefiala la especie de officinarum, aunque, en la época actual, a causa de la complejidad

genética de los individuos que se explotan comercialmente sc estd generalizando el uso del término Sacharum

spp. hibrido" (14).

"Sin embargo, la taxonomia del género Saccharum, y de otros géneros afines, que de una u otra forma han

contribuido a formar las variedades o cultivares hibridos comerciales actuales, permanece con muchas incognitas

que alin es necesario esclarecer” (14).

"La cafia de aziicar fue clasificada por Linneo en 1753 como Saccharum officinarum, y posteriormente
sufrid numerosos intentos de sistematizacion por diversos autores (Roxburgh, 1832; Hackel, 1887; Hooker,
1897). En el transcurso del tiempo y en la medida en que se producian los adelantos cientificos, nuevos intentos
en la sistematizacién de la cafia se produjeron, entre ellos los estudios de Jeswiet (1916, 1925 v 1927). Los

trabajos de Jeswiet son en la actualidad reconocidos como validos por la mayoria de autores y 1 dividio al género

Saccharum en cinco especies” (14).

Segun Botta (1978), citado por Martin Oria. y a su vez por Martin O.. LE. (14), "se acepta como

clasificacion taxonomica de la cafia de azucar el siguiente esquema:”



Reino: Eukariota

Subreino: Cormobionta
Division: Magnoliophytina
Clase: Liliatae

Orden: Poales

Familia: Poaceae (Gramineae)
Tribu: Andropogenotideae
Género; Sacharum

Especies: Succharum officingrunt L.

Saccharum robustum Jesw.

Saccharum spontaneum L.

Saccharum barberi lesw.

Saccharum sinense L.

3.1.4 Enfermedades de la cafia de azficar

Fi cultivo de la cafia de azicar, como otros cultivos. es susceptible al ataque de insectos y enfermedades.

los cuales afectan i desarrollo de la cafia v disminuyen el rendimiento en un 10% (8).

Entre las enfermedades reportadas en Guatemala v que pueden causar dafios econdmicos al cuitive de la

cafia de aztcar tenemos: a) Causadas por hongos: carbén {(Usiilago scitasminea H. Syd & P. Syd.), roya (Puccinia

melanocephala H Syd & P. Syd.). pokka boeng (Fusarium moniliforme Sheld. Snyd et Hans.). peca amarilla

(Mveovellosiella koepkel (Kriiger) Deighton). mancha plrpura (Dimeriella sacchari (8. de Haan) Hanstordy.

mancha de ojo (Helminthosporium sacchari (Butler v Kahi) Shoemakery.  mancha café (Cercospora longipes

Butler), mancha de anillo (Lepthosphaeria succhari B. de Haany, muermo rojo (Colletotrichum falcatum Went),
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chamuscado de la hoja (Stagenospera sacehori Lo and Ling), mal de pifia (Ceratocpstis paradoxa de Seynes),

enfermedad de la corteza (Phacocviosiroma sacchari (Ell y Ev) Sutton), v raya negra (Cercospora atrofiliformis

Yen Lo et Chi). b) Causadas por virus: mosaico (SCMF) y sindrome de Ia hoja amarilla (YLV). ¢) Causadas por

bacterias: raya roja (2seudomonas rubrilineans (Lee et al.) Stapp), raquitismo de las socas (Clavibacter xvli

subsp. xyli Davis), raya moteada (Pseudomonas rubrisubalbicans (Cristopher y Edgerton) Hayward) vy

escaldadura de la hoja (Xanthomonas albilineans (Ashby) Dowson) ( 9).

3.1.5 Bacterias

Las bacterias son organismos microscopicos sumamente pequefios. Se conocen alrededor de 1,600
especies. La inmensa mayoria de ellas son organismos estrictamente sapréfitos v comeo tales benefician al
hombre. Se conocen alrededor de 200 especies de bacterias que producen enfermedades en las plantas. Todas
las bacterias patdgenas son organismos saprofitos facultativos y pueden cultivarse en medios nutritivos, Las
bacterias son microorganisimos simples que normalmente estdn constituidos por células procarioticas simples,
es decir células que contienen un sole cromosoma pero carecen de membrana nuclear o de organelos internos
equivalentes a las mitocondrias y los cloroplastos. Las bacterias pueden tener forma de bastdén (bacilo), ser
esféricas, elipsoidales, espirales, en forma de una coma o filamentosas. Algunas de ellas se desplazan en medio
liquido, mediante flagelos, mientras que otras, carecen de ellos y son estaticas. Algunas pueden transformarse
en esporas y ciertas formas filamentosas pueden producir esporas, denominadas conidias, en el extremo del
filamento. Sin embargo, algunas bacterias no producen ningin tipo de espora. Las etapas vegetativas de la
mayorfa de los tipos de bacterias se reproducen mediante simple fision. Las bacterias se reproducen con una
rapidez asombrosa y su importancia como patogenos radica principalmente en que pueden producir cantidades
enormes de células en un breve lapso. Las enfermedades bacterianas de las plantas se reproducen en cualquier
sitio que sea suficientemente hiimedo o calido y afectan a casi todos los tipos de plantas y, bajo condiciones

ambientales adecuadas, pueden ser extremadamente destructivas (1).
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3.1.6 Clasificacion e identificacion de Xanthomonas

En el Manual de Bacteriologia Determinativa de Berger (1974). citado por Agrios (1), Xanthomonas

albilineans se ha clasificado de la siguiente manera:

REYNO: Prokaryotae

DIVISION: Procariontes

CLASE: |

GRUPO: Cocos y bacilos aerobios gram negativos

FAMILIA: Pseudomonadaceae

GENERO: Xanthomonas
ESPLECH:: Xanthomonas albilineans

3.1.7 Caracteristicas de Xanthomonas

Son bastones reclos, con dimensiones de 0.4 a 1.0 X 1.2 a 1.3 micras. Se desplazan por medio de un
flagelo polar. Cuando se desarrollan en un medio de agar, a menudo son de color amarillo. La mayoria de ellas

crece muy lentamente. Todas las especies son fitopatogenas y se encuentran sélo en asociacion con plantas o con

organos de éstas (1)

3.1.8 Escaldadura de Ia hoja

La escaldadura de la hoja fue identificada como una enfermedad bacteriana {ibrovascular de la cafia de
azicar en los afos 1920 en Australia y en fava. Fue descubierta poco después en otros paises. Ocasiono serias

pérdidas durante los primeros afios en las caiias nobles pero su control fue graduaimente asegurado por el
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reemplazamiento de variedades hibridas resistentes. Actualmente la enfermedad ha sido catalogada en 44 paises.
El organisme causante de la enfermedad (Xagnthomonas albilineans Ashby, Dowson) es una bacteria en forma

de baston de 0.25 a 0.3 micras, solitarias o en cadenas con un solo flagelo polar. Las colonias son de color

amarillo palido, son viscosas pero no mucosas (19).

La escaldadura de la hoja afecta el rendimiento de la cafia asi como la calidad del jugo. La enfermedad
frena el crecimiento, reduce el nimero de tallos y afecta el crecimiento de los brotes. La fase aguda puede

acarrear serias pérdidas. La escaldadura de la hoja es controlada principalmente por el cultivo de variedades

resistentes (19).

3.1.8.A Historia de la enfermedad

La escaldadura de la hoja atrajo la atencién de la industria azucarera durante los afios 1920 a 1926 en Java,
muchos investigadores la confundieron con la gomosis. Algunos creyeron que se trataba de una fase de la

enfermedad conocida por Sereh. En Australia se reporté primeramente en la variedad Mahona. (13)

La enfermedad fue estudiada simultaneamente por Wilbrink en 1920 en Java; y North, en 1926, en

Australia y Java aislo la bacteria responsable de la enfermedad y demostré que se trataba de una especie distinta

a la que causaba la gomosis (13).

Esquivel (7) menciona que Ashby, en 1926 estudio la bacteria suministrada por North, clasificandola como

Bacterium ulbilineans, que significa "bacterias que producen lineas blancas" que son los sintomas foliares

caracteristicos de la enfermedad. En 1943, Dowson reclasifico la bacteria en el género Xanthomonas por sus

caracteristicas morfologicas y fisiologicas.
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3.1.8.B Sintomas

Los sintomas de la enfermedad se caracterizan por la aparicion de rayas largas y estrechas de color blanco.
con bordes bien definidos y paralelas a la nervadura central. En algunos casos, dichas rayas pueden pasar a la
vaina vy al tallo. Cuando las condiciones ambientales son favorables y en presencia de variedades susceptibles.
se presenta el enanismo de los tallos como resultado del acortamiento de los entrenudos, las yemas laterales
brotan (lalas), pueden morir las plantas o el plantén completo. Los nuevos brotes exhiben los mismos sintomas

que las plantas adultas; existe una tendencia a aumentar la enfermedad en relacion con el numero de cosechas

de la plantacion (19).

La escaldadura de la hoja se manifiesta en dos fases diferenciadas: la forma crénica y la forma aguda. La
fase cronica presenta varios sintomas exteriores. El sintoma mds tipico es la presencia de una raya blanca fina
de 1 - 2 mm de ancho que sigue la direccion de las venas principales, con rayas necroticas rojas. La raya puede
extenderse a lo largo de la vaina donde puede tomar un tinte malva. En la fase aguda, la raya puede ser mas
ancha y més difusa y puede extenderse hasta el borde de la hoja, provocando un marchitamiento y una necrosis.
La enfermedad puede también presentar clorosis parcial o total. Se puede producir un desarrollo abundante de
brotes laterales en los tallos adultos. partiendo de la base hacia lo alto del tallo. Los tallos pueden ser enanos y
mostrar signos de marchitamiento, con hojas rigidas que se vuelven hacia el interior en las extremidades. Sise
cortan los talios infectados se observan rayas de un rojo vivo o pardo en el interior. debidas a la necrosis de los
vasos vasculares, Lstas rayas son mas evidentes en los nudos gque en los entrenudos y estan siempre presentes
en las yemas laterales. En los nudos y entrenudos pueden aparecer cavidades prominentes. En la fase aguda, la

enfermedad desarrolla un marchitamiento brusco. seguido de la muerte de los tallos. a menudo sin mostrar

sintoma alguno previamente (19).
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Uno de los inconvenientes de la escaldadura de la hoja es que puede existir a menudo en lorma latente.

En variedades tolerantes, v cuando las condiciones son muy favorables al crecimiento, los tallos infectados
parecen recuperarse; las cepas pueden no mostrar ya sintomas durante largos periodos, ni las plantas salidas de
esquejes que han sido sacados de ellos, hasta que un dia, ciertas condiciones desencadenan la reaparicion de la
enfermedad. La fase aguda se manifiesta en socas donde la enfermedad subsiste bajo forma latente. Este aspecto
de la enfermedad crea problemas en cuarentena y necesita el recurso de téenicas de diagnostico precisas v la

adopcidn de termoterapia, como medida de precaucion (19).

La bacteria estd confinada en los vasos vasculares como los que muestran la raya blanca fina. No esta
presente en el parénquima de las partes cloroticas. Ha sido demostrado que la clorosis es debida a una fitotoxina
Hamada albicidina, que afecia el desarrollo de los cloroplastos. El aislamiento puede hacerse cortando un trozo

4 P

de hoja desinfectada que contiene raya blanca o por exposicién de exudacion de tejidos de las hojas o de tallos

infectados macerados en agua (19).

3.1.8.C Importancia economica

Ricaud, C. y Ryan C.C., citados por Victoria K., J. (24) indican que los efectos econdémicos de la
escaldadura de la hoja en la produccion dependen mucho del nivel de susceptibilidad de la variedad afectada, de

fas condiciones ambientales existentes en la zona y de la virulencia que presente el organismo causal.

Ricaud, C. citado por Victoria K., 1. (24) indica que la enfermedad se ha observado con mayor severidad
en variedades susceptibles sembradas en zonas con altas precipitaciones y sobre todo cuando éstas siguen un
periodo de sequia, en contraste con los efectos producidos en zonas de ambiente estable donde la enfermedad no

reviste mayor importancia, principalmente en variedades con cierto nivel de resistencia,
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En las zonas en donde la enfermedad ha tenido condiciones favorables para su desarrollo se han presentado
reducciones significativas en la produccion, principalmente cuando las variedades afectadas son altamente
susceptibles. Ademés del efecto en la produccion, la calidad de los jugos se ha visto seriamente deteriorada, tanto

por reducciones en el Brix como en la pureza, efectos estrechamente correlacionadas con el nivel de infeccion

(24).

En Guatemala se encontraron pérdidas del 8.69% de sacarosa en la variedad CC 84-75y de 2.48% enla

variedad CP 70-1547 (11) (18).

3.1.8.D  Plantas huéspedes

En distintos pafses se han registrado diversas gramineas como hospedantes naturales de la bacteria
Xanthomonas albilineans Ashby, Dowson, agente causal de la escaldadura de la hoja. Entre otras se cuentan los
pastos dallis (Paspalum dilatum Poir.), borquetilla (Paspalum commerconii Lam.), brachiaria (Brachiaria
piligera R.S. W), guinea (Panicum maximum Jacq.), elefante (Penniserum purpureym Schum.), maiz (Zea mays

L.), bambu (Bymbusa vulgaris Schrad.) (24).

3.1.8E Transmision v control

I a transmisién de Ia bacteria causante de la escaldadura de la hoja ocurre principalmente por la utilizacién
de semilla infectada en el establecimiento de campos cometciales ¥ por empleo de equipo y hetramienta
infestada, sobre la cual se ha comprobado que el patdgeno puede sobrevivir hasta por seis dias. Una vez las

herramientas son contaminadas, éstas transmiten con relativa facilidad la bacteria causal de la afeccidn a tallos

sanos (24).
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También ha sido demostrado que la bacteria puede ser diseminada dentro de un campo, por efecto de

lluvias y vientos fuertes (24).

En Australia, una de las principales regiones del mundo afectadas por la enfermedad, la propagacion de
la bacteria ocurre durante el corte de cafia, a través del uso de cosechadoras mecanicas cuyas cuchillas se
contaminan facilmente al cortar tallos enfermos, convirtiéndose en excelentes diseminadoras de la bacteria hacia
los tallos sanos. Eventualmente, el agua de riego superficial. utilizada en una plantacion afectada, también puede
constituirse en un agente efectivo de transmision, al pasar la bacteria de plantas enfermas a sanas, o cuando los

sobrantes del riego de una plantacién afectada son utilizados para el riego de otras plantaciones (24).

Para su control se recomienda el empleo de variedades resistentes, la seleccion de la semilla y la

desinfeccién del machete y otros medios utilizados para la cosecha (5).

Como el uso de semillas enfermas es en gran medida responsable de la propagacion de la escaldadura de
la hoja de un campo y de un pais a otro, deben imponerse regulaciones de cuarentena para evitar que la

enfermedad se propague. Por lo general, se usan los tres métodos siguientes para controlar la enfermedad: (13)

1} Variedades resistentes. En los paises donde [a enfermedad ha estado presente durante algun tiempo, el

método mas satisfactorio para controlarla consiste en sustituir las variedades susceptibles con las

resistentes.

2} Establecimiento de restricciones de cuarentena

3y  Erradicacion de plantas madres enfermas
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En 1972, Bgan, citado por Liu L. J. y Bernard AL F. (13}, reporto que las fuenles originales de la resistencia

a la escaldadura de la hoja quizas pueda atribuirse a los clones de Saccharum spontaneum L. Los clones de

Saccharum robustum Jesw. y Saccharum officinarym L. eran muy susceptibles.

Un procedimiento de control es el uso de un tratamicnto terapéutico que comprende remojo en agua fria
durante 72 horas, seguidas de un tratamiento en agua calienie a 50 grados centigrados durante 3 horas, en el

establecimiento de viveros con semilla sanas (19).

1.1.9 Resistencia varietal

{1 nivel de resistencia requerido en una region dada depende de las condiciones climaticas que afectan In
enfermedad v también de la eficacia con la cual otros métodos de control complementarios pueden ser
asegurados. La resistencia de las nuevas variedades puede ser probada segiin un método de inoculacion que

simula la transmision por machete. Los tallos jovenes son cortados por encima de la yema apical e inoculados

con una suspension de cultivo bacteriano.
Prucbas de resistencia especilica para la enfermedad de la escaldadura de la hoja en la cafia de azacar en
Houma, Louisiana. (12). Puesto que la enfermedad puede ser controlada efectivamente solo por medio de

variedades resistentes. es necesario realizar pruebas de variedades de cafia de azicar para la resistencia donde

la enfermedad se encuentre presente.  Los factores que se necesita ser considerados son:

1) Edad de la planta al tiempo de la inoculacion

2)  Limitaciones de la prueba bacteriana
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3)  Preparacion del indeculo

4)  Métodos de introduccion del indculo

5)  Condiciones ambientales de acuerdo a su afectacion en el sintoma

6)  Grado de la respuesta de las plantas en términos de susceptibilidad y resistencia

3.1.10 Métodos artificiales de inoculacion

A través del tiempo se han usado métodos artificiales de inoculacion en pruebas de resistencia con
dependencia muy limitada en la infeccion natural. Los métodos artificiales de inoculacién producen resultados
mas rapidamente y en exposicion mas uniforme para todas las variedades en las pruebas para el organismo causal.

Se han utilizado varios métodos artificiales de inoculacion (12).

1) El método de la copa de presién usa un aparato consistente en un cilindro montado en una base rectangular.
Una copa de acero inoxidable se coloca adentro de la base; la porcion superior de la copa es modelada para
dar una orilla de corte fino. El cilindro es llenado con el indeulo de tal manera que el nivel de indculo sea
un poco mayor que la orilla de corte de la copa. El corte fresco preparado es luego puesto central y
verticalmente en la orilla de la copa y forzado hacia abajo hasta que es parado por los flancos. El inéculo
es asi [orzado hacia arriba a través de los haces vasculares. El método de la copa de presion ha sido

modificado por otros investigadores y usado ampliamente en diferentes paises.
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2)  El método de inoculacién por corte, en el cual la copa central del inoculador de presion es reemplazado
por cuatro piezas de punta de metal de acero inoxidable. El corte es presionado verticalmente hacia abajo

de tal manera que es atravesado por dos piezas de metal o mas.

3)  Inmersion del corte durante 20 minutos en una suspension machacada de hojas infectadas y colocacion del

tallo en agua, inmediatamente antes de plantar.

4)  Inoculacion de los tallos con una aguja hipodérmica, cerca del punto de crecimiento, con una suspension

de la bacteria en agua.

5)  Inoculacion de partes vegetales cortadas, por medio de la cual los tallos se cortan y este corte fresco es

inoculado, colocando el indculo con una brocha suave. Las superficies inoculadas son luego cubiertas con

remanentes vegetales.

6)  Se cortan pequeiios brotes por encima del punto de crecimiento y el indeulo se coloca en la superficie de
corte. La superficie inoculada pucde ser cubierta con una pieza de algodon empapado en el indeulo antes

de ser cubierto con remanentes vegetales. o la superficie inoculada puede ser una cubierta de aluminio. si

el dia es soleado, o dejada sin cubrirse si el dia es nublado.

En Hawaii se evaluaron diversos métodos de inoculacion los cuales no dieron resultados confiables,

posteriormente, el método de la cubierta de aluminio {ué el mas confiable (12}
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Otro de los métodos de inoculacion utilizados en CENGICANA es el de presion {usado también en el
Programa de Mejoramiento en COPERSUCAR, Brasil), el cual es realizado cortando los nudos de la variedad

a inocular; al nudo se le coloca una gota de suspenston bacteriana de Xanthomonas albilineans Ashby, Dowson,

luego se hace penetrar esta gota por presion. Esto se realiza antes de la siembra en bandejas’.

3.2 MARCO REFERENCIAL

3.2.1 Descripcién del drea de estudio

La finca Santa Elisa se localiza en el municipio de La Democracia. km 97.5 de la carretera que conduce
de La Democracia hacia La Gomera, Escuin:la; en ecsta se ubico el ensayo de inoculacién por atomizado en
plantas de cuatro meses de edad.  La finca San Patricio, del Ingenio Magdalena, se localiza en el km 101

carretera que conduce de La Democracia hacia La Gomera, Escuintla, en esta se ubico el trabajo de inoculacién

por bandeja a los dos meses de edad.

Las fincas Santa Elisa y San Patricio se encuentran a 50 msnni, con una temperatura promedio de 27.9 °C.,
precipitacidn anual minima de 1,719 mm, maxima anual de 2.441 mm y con promedio del periodo de 2,002 mm.
Poseen suelos del orden mollisol, suelos medianamente evolucionados, de perfil arenoso y complejos saturados.
Se localiza en el cuerpo vy parte distal de los abanicos aluvio-coluviales, con relieve ligeramente plano, presenta
un horizonte superficial grueso de color obscuro. rico en materia organica, el cual es un suelo medianamente
evolucionado de perfit ABC con textura predominantemente [ranco arenosa y complejo saturado, saturacion de

bases mayor del 50% en todos sus horizontes. El pll es ligeramente acido (13).

L 8OTO. G. 1996. Inoculacién por presion en Brasil. CENGICANA (comunicacién

personal).



4. OBJETIVO

tdentificar el método adecuado para la evaluacion de resistencia a escaldadura de la hoja (Xgnthomonas

gibilineans Ashby, Dowson) en caiia de azacar (Saccharum spp.) bajo condiciones de Guatemala.




26
5. HIPOTESIS

Al menos un método de inoculacidn serd adecuado para la evaluacion de resistencia a escaldadura de la

hoja (Xanthomonas albilineans Ashby, Dowson) en cafia de aztcar (Saccharum spp.) en Guatemala.
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6. MATERIALES Y METODOS

Qe evaluaron cuatro métodos de inoculacion de la bacteria Xunthomonas albilineans Ashby, Dowson en
cinco variedades de cafia de azticar (Sgccharum spp.). Las variedades en las cuales se midio la eficiencia de la

inoculacién con la bacteria (porcentaje de incidencia) fueron las siguientes:

CUADRO 1: Variedades con reaceitn conocidn utilizadas en el trabajo de evaluacién de cuatro métodos
de inoculacién para la determinacion de resistencia 2 escaldadura de la hoja (Xautiiomoenas

albilineans Ashby, Dowson) en cafia de azdcar (Sgeclarunt spp.)

VARIEDAD REACCION

CCB4-75 Susceptible { + 30% incidencia)
MEX 64-1487 Susceptible { + 30% incidencia)
Cp72-1210 Medianamente susceplible (11 - 2995 de incidencia)
MEX 69-290 Medianamente susceptible (11 - 29% de incidencia)
CP 72-2086 Resistenie ( 0 - 10% de incidencia)

En el proceso de seleccion. CENGICANA mide la enfermedad escaldadura de la hoja en tres reacciones:
susceplibles, arriba del 30% de incidencia; medianamente susceptible, entre 11% al 26%: y resistente, de 0%
a 10%.

La variedad CC 84-75 se utilizé debido a que ha causado pérdidas econdmicas al cultivo de cafia en
Guatemala (11, 18). La MEX 64-1487 ha sido afectada en México provocando la pérdida 800 hectareas vy,
ademads, con una alta incidencia en Guatemala (20). La CP 72-1210 y MEX 69-290 son variedades que han
mostrado sintomas de la enfermedad pero sin llegar a ser severos. La CP 72-2086 es una variedad que no ha

presentado sintomas en el campo y aunque ha sido inoculada repetidamente en CENGICANA, presenta un bajo

porcentaje de incidencia de infeccion sistémica (9).
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6.1 METODOS DE INOCULACION

Se¢ evaluaron cuatro métodos de inoculacion, los cuales fueron tres métodos rapidos que se hicieron en

bandejas de plastico y el otro fue sobre plantas en campo definitivo. A continuacion se describen los cuatro

métodos:

6.1.1 Inoculacién de plantas de 1.5 meses de edad en bandejas por corte de apice a una pulgada del suelo,

aplicando sobre el corte 0.033 cc de suspension de Xanthomoneas albilineans Ashby, Dowson.

6.1.2 Inoculacion de plantas de 1.5 meses de edad en bandejas por corte de apice a una pulgada del suelo,
atomizando 9.504 cc/bandeja de 24 plantas de una suspension de Xanthomonas glbilineans Ashby,

Dowson. Se utilizd para la aspersion un atomizador manual de medio litro,

6.1.3 Inoculacion de trozos de semilla con una yema por medio de presidn. aplicando 0.033 ¢c de suspension de

Xanthomonas aibilineans Ashby, Dowson. Esta inoculacion se hizo antes de sembrar las yemas en

bandeja, utilizando para el efecto un compresor de aire.

6.1.4 Inoculacién de plantas de cuatro meses edad por corte de dpice, entre el segundo y tercer cuello visible

atomizando 1.118 ce/tallo cortado con una suspension de Xamhomonas alhilineans Ashby, Dowson. Para

la aspersion se uséd un atomizador manual de medio litro.

En los tres casos la suspension bacteriana se prepard con 77.9% de transmitancia (es una indicacion de la
fraccién de luz inicial que pasa a través de la muestra y llega al detector y el porcentaje de transmitancia es

expresado en términos de porcentaje %T= 100 I{/10) a 600 nanémetros de longitud de luz. La lectura se hizo

dos meses después de la inoculacion,
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6.2 MANEJO DEL INOCULO

6.2.1 Obtencion del indculo

£l inaculo se obtuvo de variedades con sintomas de escaldadaura de la hoja (linea de lapiz en las hojas y

brotacién de yemas laterales), las cuales se obtuvieron en la finca Santa Elisa, Ingenio Magdalena, municipio

La Democracia, Fscuintla,

Luego de localizar las plantas enfermas, se procedio a cortar aquellas hojas con el sintoma de linea de lapiz

y brotacion de yemas laterales, las cuales se introdujeron en una bolsa de polietileno y se trasladaron al

laboratorio de Fitopatologia de CEN GICANA.

6.2.2 Aislamiento del patogeno

Para efectuar el aislamiento de la bacteria se utilizé el método de Dean (6). Se procedio a separar una tira

delgada de hoja con linea de lapiz, se cortaron trozos de uno o dos milimetros y se observaron al microscopio

compuesto de contraste de fases, para comprobar exudado abundante de la bacteria.

Una vez comprobado. se cortaron pequefios trozos (10-15 mm) y se sellaron en los bordes con barniz para
ufins. Se introdujeron en hiploclorito de sodie al 3% durante cinco minutos y luego se enjuagaron {res veges en

agua destilada estéril. A continuacion se eliminaron los bordes sellados v se colocaron los trozos en 0.33 cc de

agua esteri! sobre un portacbjetos en una caja de Petri para permitir el exudado de Nanthonionas albilineans

Ashby, Dowson. La suspensidn bacteriana que se obtuvo se sembrd en medio Bacto Agar Nutritive 1.5 %

dehidratado (DIFCO) sellando las cajas petri con Parafilm. Todo este proceso se realizo en una camara de flujo
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laminar (Labconco Purifier Class 1) previamente desinfectada y aplicando luz ultravioleta durante 25 minutos.

Las cajas de petri cultivadas se dejaron diez dias en camara de incubacion, a 28 grados centigrados,

posteriormente, se trasladaron a la refrigeradora a una temperatura de cuatro grados centigrados para su

conservacion.

La identificacion se baso en apariencia de las colonias y velocidad de crecimiento, tomando como base las
caracteristicas observadas en aislamientos originales efectuados en el proceso de determinacion de la presencia
de la enfermedad escaldadura de la hoja. En medio bacto agar nutritivo  Xanthomonas albilineans Ashby,
Dowson presenta crecimiento lento, colonias pequefias (menos de 1/2 milimetro de diametro) despuies de 10 dias

de incubacion y una coloracion miel claro de poco contraste,

6.2.3 Procedimiento de inoculacion

La suspension bacteriana se preparé agregando 15 cc de agua destilada estéril por caja de petri frotando
con una asa para separar las bacterias del medio. Se agité y se tomé una muestra de 15 cc de la suspension la cual
s¢ usé como base para medir la ‘transmitancia. Se coloco en una celda de cuarzo y se introdujo en el
espectrofotdmetro de luz visible (Perkin Elmers, Lambda [IB ), calibrado a 600 nandmetros de longitud de luz
(la calibracién se hace por ajuste digital en el aparato). Por adicion gradual de volimenes conocidos de agua
destilada se Ilevo la suspension a 77.9% de transmitancia. Por calculos mateméticos se determing el volumen

necesario para lograr la misma transmitancia en la suspension bacteriana a usar en la inoculacion.
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6.2.3.A Inoculacion en bandejas

Para la inoculacion por el método de gota y atomizada, se procedi6 a cortar el dpice de los tallos a una
altura de aproximadamente una pulgada del suelo; posteriormente se colocé el indeulo, {(suspensién bacteriana
que durante el traslado y proceso se mantuvo en hielera portatil para su preservacion) en la superficie del corte.
La inoculacion se efectud bajo techo para proteccién del sol; se dejaron toda la noche y al dia siguiente se

trasladaron al campo. Este sitio conto con riego diario.

Para el método de presion. se procedio a cortar rozos de tallo con una yema de cada variedad por medio
de una méaquina cortadora de yemas, posteriormente se coloco el inoculo (suspension bacteriana que durante ¢l
traslado y proceso se maniuvo en hielera portatil para su preservacion) en fa porcién cortada, y se aplicé presion

utilizando un compresor haciendo pasar el aire a través de un quitasato con un tapon perforado.

Se sembraron los trozos inoculados de las cinco variedades en bandejas. Este procedimiento se realizo bajo

techo para evitar efectos de sol directo. Al dia siguiente se trasladaron al campo junto a las bandejas con los

otros maiodos.

i.as plantas recien inoculadas se protegieron del sol ya que segin Koike (i2) en pruebas de campo en
Brishane, Australia los tallos inoculados y sin cubrir, presentan infeccion excelente cuando los dias son nublados
y con baja humedad. Esto se realizé ya que segin Egan (1970}, citado por Koike (12). indica que los resultados
de dos evaluaciones mostraron que si el corte del tallo e inoculacion se hace en dias nublados la cubierta de
sluminio no es necesaria; en esas pruebas, los sintomas de infeccion sistémica no fueron inlectados por eliminar

1a cubierta de aluminio, aunque con la cubierta ocurrio una mayor produccion de lineas en las hojas inoculadas.



6.2.3.B Inoculacion en campo definitivo

Para la inoculacion se procedio a cortar el dpice de los tallos de una edad de cuatro meses, a una altura entre
la 2da. y 3era. ligula visible, tal como lo indica Koike (12) en evaluaciones de resistencia a escaldadura realizadas
en Hawaii, posteriormente se asperjé con un atomizador manual el indculo, (suspension bacteriana que durante
el traslado y proceso se mantuvo en hielera portatil para su preservacion), en la superficie del corte. La

inoculacion fue realizada alrededor de las cinco de la tarde y en dia lluvioso.

6.3 DISENO EXPERIMENTAL

Para la evaluacion en bandejas de plastico se utilizé un disefio experimental completamente al azar. El

arreglo de los tratamientos fue producto de una estructura factorial. siendo ol siguiente:

CUADRO 2: Estructura factorial del arreglo de los tratamientos por bandeja

FACTOR VARIEDAD FACTOR METODO
CC 84 -75
MEX 64-1487 GOTA
CP72-1210 ATOMIZADO
MEX 69-290 PRESION
CP 72-2086

Los tratamientos se replicaron seis veces.



El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

¥y = W+ A B+ Ayt ey, i=1,...rpk=1..t

en donde

i = Efecto observado en la ijk-ésima unidad experimental

i} = Efecto de Ia media general

A, = Efecto de la i-ésime nivel del factor A (variedades)

B, =  Lfecto de la j-ésimo nivel del factor B (inétodos)

AB. = Efecto debido a la interaccién del i-ésimo niveles del factor A (variedades) con los j-ésimos niveles

del factor B (métodos)

T Efecto del error experimental

Para el caso del corte de dpice a los cuatro meses se utilizo un disefio esperimental en bloques al azar con

seis repeticiones, siendo los tratamientos:

CUADRO 3: Estructura factorial del arreglo de los tratamientos por inoculacion a los cuatro meses

FACTOR VARIEDAD FACTOR METODO

CC 84 -75

MEX 64-1487
CP 72-1210 ATOMIZADO

MEX 69-290

CP 72-2086
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El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yy=ut+B+T+e.i=l.rj=1,.1

u*

En donde
Yy 0= Efecto observado en la ij-ésima unidad experimental
u =  Electo de la media general
B; = Efecto del i-ésimo bloque
7, = Efecto de la j-ésima variedad
e = Etfecto del error experimental

6.3.1 Unidad experimental

6.3.1.A Bandeja de plastico

La unidad experimental fue una bandeja de plastico de 28 em de ancho X 40 cm de largo vy 15 cm de
profundidad en la cual se deposité sustrato (partes iguales de cachaza, tierra negra vy arena) previamente
esterilizado con bromuro de metilo. En cada unidad experimental se sembraron 24 plantulas de la variedad
respectiva, Para los métodos de got& y aspersion fueron puestas a germinar las yemas en camas germinadoras

{en una proporcién de 2/4 de arena de rio. 1/4 de tietra negra y 1/4 de cachaza seca) 15 dias antes de ser llevadas

a bandeja.

6.3.1.B  Campo definitivo

La unidad experimental fue de 4 surcos de 5 metros de largo inoculando 20 tallos por surco. la unidad

experimental fue de 5 metros X 6 metros = 30 m?



Lod
h

6.3.2 Variables respuesta

La variable respuesta fue el grado de incidencia (en porcentaje) de la enfermedad, la cual se determind

contando el namero de plantas con sintomas de reaccion sistémica (hojas sin inocular con linea de lapiz y/o

emisién de brotes laterales) y el nimero de plantas sanas.

6.3.3 Manejo de la unidad experimental

A cada unidad experimental {en bandejas) se le dio riego diario y control de malezas. En el campo al
momento de 1a siembra, se aplicé fertilizante 18-46-0 a razon de 4 qg/ba y el insecticida Diasagran 5g (Diazinon)

a razén de 40 kg/ha para control de insectos.

6.3.4 Analisis de la informacion

Para el analisis de la informacién se utilizo el sistema SAS. Se realizaron analisis de varianza para cada
uno de los ensayos; para el de bandejas se probaron cuatro transformaciones sin tograr normalizar la distribucién
de los datos. Derivado de lo anie.rior se procedié a utilizar estadistica no paramétrica utilizando para el efecto
Ia técnica de Kruskal Wallis; se realizé el andlisis de varianza y separacion de medias por el método de Tukey.

Para la etapa de campo se utilizo analisis de varianza y separacion de medias por el método de Tukey. -
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7.  RESULTADOS Y DISCUSION

CUADRO 4: Andlisis de varianza para porcentajes de incidencia de escaldadura de Ia hoja (Xanthomonas
albilineans Ashby, Dowson) en cafia de aziicar (Sacchrarum. spp.) en inoculacién en bandeja

FV GL SC CM Fe Pr>F
VARIEDAD 4 24384.17892 | 6096.04473 20.81 0.0001 **
METODO 2 6053.81331 3026.90606 10.35 0.0001 **
VARIEDAD Y METODO 8 4939.59110 617.44889 2.11 0.0451 *
ERROR 74 21632.91667 292.33671
TOTAL 88 57010.50000
C.V.=3799

Previo a realizar el andlisis de varianza cuya variable respuesta fue porcentaje de incidencia se probé la
normalidad de los datos por medio de la prueba de Shapiro Wielks, con lo cual se determiné que la distribucién
no era normal, por lo que se intentd normalizar la misma con las transformaciones de raiz cuadrada, raiz cuadrada
inversa, logaritmo de base 10 y ércoseno de la incidencia. Con las transformaciones anteriores no se logrod
normalizar la variable respuesta incidencia, por lo que se procedio a usar estadistica no paramétrica,
especificamente la téenica de Kruskal Wallis (X* aproximado) en el andlisis de varianza. Finalmente se utilizé

la prueba de comparacion miltiple de medias Tukey al 0.05p, dado que hubo diferencias para Ia interaccion

variedad por método.

En el cuadro 4 se presentan los resultados obtenidos en el andlisis de varianza para la variable porcentaje

de incidencia de escaldadura, podemos observar que para el factor variedad se encontraron diferencias altamente
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significativas. Esto indica que al menos una variedad. cn promedio de diferentes métodos. tuvo diferente

reaccion de susceptibifidad a la enfermedad.

Para el factor método se encontraron diferencias altamente significativas, lo que demuestra el probiema

que dio origen a la presente investigacion.

CUADRD 5 Prueba de medias (Tukey) para la interaccién variedad por método de la variable
porcentaje de inecidencia de escaldadura de 1a hoja (Xaathemonas albilineans Ashby.
Dowson) en las variedades de eafia de azdear (Saccharwm spp.), inoculadas en bandeja

Nao, METODO YARILDAD MEDIA GRUPO
| (ola MEX 64-1487 53.47% a
i Presion MIZX 64-1487 35.12% aby
ém i Alomizado MEX 64-1487 31.31% be !
4 Gota MEX 69-290 23.31% be 2
Presion OP 72-1210 30.42% be
& Gota C( B4-75 21.53% be
7 Gola CP 72-1210 17.06% bed
B Presion CCB4-75 17.93% bod
G Atomizads MEX 69-290 11.11% cde
1 Atorizads | CP F2-12140 7.89% _def
i Atomizado U 84475 5.56% cfy
17 Gola P 722086 2.81% elp
x Presion MK 69-290 2.00% i
14 Presion P 72-2086 0.00% g
5 Atomizado CP72-2086 0.00% g

Dara la interaccion de variedad por método se encontraron diferencias significativas, lo cual indica que

cada variedad va reaccionar de diferente manera a los métodos evaluados. Derivado de lo anterior se procedio




a realizar prucba de medias para la interaccion,

Para el método de atomizado en bandeja (cuadro 6), la agrupacion estadistica ubicd correctamente (de
acuerdo con su reaccién natural en campo) a las variedades MEX 64-1487, MEX 69-290, CP 72-1210 y CP 72-
2086. Sin embargo la variedad CC 84-75 fue clasificada como intermedia ( en campo se manifiesta como una
variedad susceptible). Tal fenémeno es similar al observado por Hughes, Steindl y Egan en Australia (1966),
cuando utilizaron el método de corte, gota y cubierta de aluminio. En ese caso la reaccidon de las variedades
evaluadas estuvo de acuerdo con su reaccidn en campo, exceptuando una variedad (Q57) que comercialmente

se mostraba resistente y en la prueba presentd 33 % de infeccion sistémica (12).

CUADRO 6: Agrupacién estadistica de medias de reaccién a inoculaciéon con Xauthemonas albilineans

Ashby, Dowson, por el método de atomizado en bandeja

" VARIEDAD MEDIA
MEX 64-1487 3131 a
MEX 69-290 1.1 b
CP72-1210 . 7.89 b
CC 84-75 5.56 b
CP 72-286 0.00 C

Con el criterio de seleccion de CENGICANA (10% de incidencia como limite de aceptacién para
variedades resistentes), las variedades CP 72-1210 (de susceptibilidad intermedia) y CC 84-75 (susceptible),
habrian sido seleccionadas equivocadamente como resistentes. Este fenomeno fue indicado por Koike (12) para
la isla de Mauricio con diversos métodos de inoculacion, los cuales no fueron satisfactorios ya que los resultados

obtenidos en las pruebas no siempre estuvieron de acuerdo con la reaccion en el campo.
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CUADRO 7: Agrupacién estadistica de medias de reaceién a inoculacién con Xauthomonas albilineans

Ashby, Dowson, por el método de presion en bandeja

VARIEDAD MEDIA
MEX 64-1487 3512 a

CP 72-1210 30.42 b
CC 84-75 17.93 b
MiX 69-290 2.00 c
Cp 72-2086 0.00 C

Para el método de presion y siembra en bandeja (cuadro 7), las variedades MEX 64-1487, CP 72-1210y
P 72-2086 fueron ubicadas correctamente. Con el criterio de seleccion de CENGICANA. la variedad MEX 69-

290 {de susceptibilidad intermedia) habria sido seleccionada como variedad resistente lo cual es incorrecto.

CUADRO 8: Agrupacién estadistica de medias de reaccion a inoculacion con Xanthomonas albilineans

Ashby, Dowson, por el método de gota en bandeja

VARIEDAD MEDIA ﬁ%!
MEX 64-1487 5347 a

MEX 69-290 2331 b

CC 84-75 2155 b

CP 72-1210 17.06 b

CP 72-286 2.81 ¢

Como se observa en el cuadro 8. para el método de gota solamente la variedad CC 84-75 fue clasificada
dentro de un grupo incorrecto (como de susceplibilidad intermedia cuando su reaccion natural en el campo es

de susceptibilidad). Con el criterio de seleccion de CENGICANA habria sido seleccionada solamente la CP 72-
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2086 lo cual es correcto.

Para la etapa de campo, se probo la normalidad de la variable respuesta incidencia por medio de la prueba
de Shapiro Wielks, con lo cual se determiné que su distribucion es normal, por lo que se procedid a realizar el
andlisis de varianza, habiéndose obtenido diferencias significativas entre variedades. Posteriormente, se utilizo

la prueba de comparaciéon multiple de medias Tukey al 0.05p.

CUADRO 9: Aniilisis de varianza para porcentajes de incidencia de escaldadura de Ia hoja (Xanthomonas
albilineans Ashby, Dowson) en cafia de aziicar (Saccharum spp.) en inoculacidn en campo

por el método de atomizado a los cuatro meses de edad

Fv GL SC CM Fe Pr>F
BLOQUE 5 948.381870 189.676374 2.58 (LOSB7 NS
VARIEDAD 4 6267.434933 | 1566.858733 21.32 0.0001 **
ERROR 20 1469.865347 73.493267
TOTAL 729 8685.682150
C.V.=3747

Para el método de atomizado en campo, a los cuatro meses de edad, como se observa en el cuadro 9, el
factor variedad mostré diferencias altamente significativas, por lo cual se efectud prueba de medias para ese

factor.
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CUADRO 10:  Prucba de medias de reaceion a inoculacion con Xanthomonas albilineans Ashby. Dowson,
por el método de atomizado en eampo a los cuatro meses de edad

[

VARIEDAD MEDIA GRUPO
MEX 64-1487 37.710 a
CP72-1210 36.625 a
MEX 69-290 26.943 b
CC 84-75 13.007 b
CP 72-2086 00.000 c

En el cuadro 10 se observa que dos variedades fueron ubicadas en grupos de reaccion incorrectos ( CP 72-
1210y CC 84-75). La variedad CC 84-75 es de reaccion susceptible. En cuanto ala CP 72-1210 (de reaccién
intermedia) el método la ubica dentro del grupo de susceptibles. Las tres variedades que se ubicaron con su

reaccion natural fueron MEX 64-1487 (reaccion susceptible). MEX 69-290 (reaccion intermedia) y CP 72-2086

(reaccion resistente).

Con base en las medias de incidencia, CENGICANA habria seleccionado la variedad CP 72-2086 como

una variedad resistente a la escaldadura de la hoja (Xaathomonas albilineans Ashby, Dowson). lo cual es su

reaccion normal en campo.

Tomando como base lo discutido en los cuadros del 4 al 10, con el préposito de seleccion para resistencia
a escaldadura de la hoja (Xawthomonas albilineans Ashby, Dowson), los métodos que pueden permitir una
seleccién correcta son el de gota y el de atomizado en campo. Sin embargo, por consideraciones de costo v
tiempo necesario pata cada uno de ellos, el mélodo a elegir es el de gota con plantas en bandeja. Esto concuerda

con Koike (12), cuando indica que la principal objecion al método de campo es el tiempo necesario para obtener



42
resultados los cuales pueden ser muy similares a los obtenidos con métodos de bandeja en menor tiempo y que

el objetivo primario de las pruebas de resistencia es la determinacion de la reaccién de nuevas variedades a la

enfermedad en un periodo tan corto como sea posible.

Ninguno de los métodos evaluados ubico a todas las variedades en su grupo correcto de reaccién natural
a la enfermedad (como se observa en el campo a las variedades utilizadas) , pero el que més se aproximo a ello,
fue el método de gota con plantas en bandeja. Este método permite, a la vez, utilizar una cama germinadora

para aumentar el porcentaje de brotacion. Cuando se utilizé este método, las plantulas tenian buen vigor con

o cual se obtuvo una brotacion del 160%.



8.1

8.2
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8. CONCLUSIONES

Dentro de los evaluados, el método de gota en bandeja, aplicado en plantulas de dos meses de edad, es el

méas adecuado para evaluacién de resistencia a escaldadura de la hoja (Xanthomonas albilineans Ashby,

Dowson) en variedades de cafa de azucar (Saccharum spp.).

Ninguno de los métodos evaluados permitié la diferenciacion clara entre variedades susceptibles y
variedades de resistencia intermedia. Para propdsitos de seleccion, tiene importancia relativa, ya que en

el proceso de seleccion las variedades o clones de resistencia intermedia y susceptibles son eliminadas.



9.1

9.2

9. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar el método de inoculacién por gota en bandejas a las variedades y clones

promisorios que CENGICANA esta generando en el Programa de Mejoramiento de Plantas.

Dentro del proceso de siembra en bandejas se recomienda que previo a la siembra, se haga una cama de

germinacion, a efecto de unificar el tamafio y vigor de las plantulas.
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APENDICE 1. PORCENTAJE DE INCIDENCIA DI ESCALDADURA EN TRES METODOS EN

BANDEJA
REPETICION FACTOR A FACTOR B INCIDENCIA MEDIA
VARIEDAD METODO Yo %
1 CC 84-75 GOTA 16.67
2 CC 84-75 GOTA 37.50
3 CC 84-75 GOTA 25.00
4 CC 84-75 GOTA 16.67
5 CC 84-75 GOTA 20.83
6 CC 84-75 GOTA 12.5 2.153.00
1 CC 84-75 PRESION 00.00
2 CC 84-75 PRESION 00.00
3 CC 84-75 PRESION 39.13
4 CC 84-75 PRESION 25.00
5 CC 84-75 PRESION 29.17
6 CC 84-75 PRESION 14.29 17.93
t CC 84-75 ATOMIZADO 00.00
2 CC 84-75 ATOMIZADO 8.33
3 CC 84-75 ATOMIZADO 8.33
4 CC 84-75 ATOMIZADO 00.00
5 CC 84-75 ATOMIZADO 16.67
6 CC 84-75 ATOMIZADO 00.00 5.56
1 CP 72-1210 GOTA 26.09
2 CP 72-1210 GOTA 4.35
3 CP 72-1210 GOTA 8.33
4 CP 72-1210 GOTA 8.33
5 CP 72-1210 GOTA 29.17
6 CP 72-1210 GOTA 26.09 17.06
t CP 72-1210 PRESION 12.50
2- CP 72-1210 PRESION 20.00
3 CP 72-1210 PRESION 66.67
4 CP 72-1210 PRESION 33.33
5 CP 72-1210 PRESION 00.00
6 CP 72-1210 PRESION 50.00 30.42
1 CP 72-1210 ATOMIZADO 9.09
2 CP 72-1210 ATOMIZADO 4.17
3 CP 72-1210 ATOMIZADO 17.39
4 CP 72-1210 ATOMIZADO 0
5 CP 72-1210 ATOMIZADO 4.17
6 CP 72-1210 ATOMIZADO 12.5 7.89




REPETICION FACTOR A FACTORB INCIDENCIA MEDIA
VARIEDAD METODO Yo %
1 CP 72-2086 GOTA 00.00
2 CP 72-2086 GOTA 4.17
3 CP 72-2086 GOTA 4.35
4 CP 72-2086 GOTA 4.17
5 Cp 72-2086 GOTA 4.17
) CP 72-2086 GOTA 00.00 2.81
1 CP 72-2086 PRESION 00.00
2 CP 72-2086 PRESION 00.00
3 CP 72-2086 PRESION 00.00
4 CP 72-2086 PRESION 00.00
5 CP 72-2086 PRESION 00.00
6 CP 72-2086 PRESION 00.00 00.00
1 CP 72-2086 ATOMIZADO 00.00
2 CP 72-2086 ATOMIZADO 00.00
3 CP 72-2086 ATOMIZADO 00.00
4 CP 72-2086 ATOMIZADO 00.00
5 CP 72-2086 ATOMIZADO 00.00
6 CP 72-2086 ATOMIZADO 00.00 00.00
1 MEX 64-1487 GOTA 66.67
2 MEX 64-1487 GOTA 37.50
3 MEX 64-1487 GOTA 54.17
4 MEX 64-1487 GOTA 62.50
5 MEX 64-1487 GOTA 45.83
] MEX 64-1487 GOTA 54.17 53.47
1 MEX 64-1487 PRESION 35.00
2 MEX 64-1487 PRESION 77.78
3 MEX 64-1487 PRESION 33.33
4 MEX 64-1487 PRESION 00.00
5 MEX 64-1487 PRESION 33.33
6 MEX 64-1487 PRESION 31.25 35.12
1 MEX 64-1487 ATOMIZADO 25.00
2 MEX 64-1487 ATOMIZADO 60.87
3 MEX 64-1487 ATOMIZADO 37.50
4 MEX 64-1487 ATOMIZADO 52.00
5 MEX 64-1487 ATOMIZADO 00.00
6 MEX 64-1487 ATOMIZADO 12.50 31.31
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REPETICION FACTOR A FACTORB INCIDENCIA MEDIA
YARIEDAD METODO Yo %
1 MEX 69-290 GOTA 21.74
2 MEX 69-290 GOTA 12.50
3 MEX 69-290 GOTA 34.78
4 MEX 69-290 GOTA 16.67
5 MEX 69-250 GOTA 20.83
6 MEX 69-290 GOTA 33.33 23.31
I MEX 69-290 PRESION 0
2 MEX 69-290 PRESION 0
3 MEX 69-290 PRESION 0
4 MEX 69-250 PRIESION 0
5 MEX 69-290 PRESION 0
6 MEX 69-290 PRESION 10 2.00
I MEX 69-290 ATOMIZADO 8.33
2 MEX 69-290 ATOMIZADO 12.5
3 MEX 69-290 ATOMIZADO 4.17
4 MEX 69-290 ATOMIZADO 33.33
5 MEX 69-290 ATOMIZADO 4.17
6 MEX 69-290 ATOMIZADO 4.17 1110




APENDICE 2. PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE ESCALDADURA POR EL METODO DE
INOCULACION EN CAMPO

REPETICION VARIEDAD INCIDENCIA ( %) MEDIA (%)
1 MEX 64-1487 50.00
2 MEX 64-1487 28.57
3 MEX 64-1487 30.00
4 MEX 64-1487 2111
5 MEX 64-1487 65.00
6 MEX 64-1487 31.58 37.71
1 CP 72-1210 43.36
2 CP 72-1210 35.60
3 CP 72-1210 40.00
4 Cp 72-1210 15.79
5 CP72-1210 50.00
6 Cp 72-1210 35.00 36.625
1 MEX 69-290 30.00
2 MEX 69-290 36.00
3 MEX 69-290 35.00
4 MEX 69-290 25.00
5 MEX 69-290 25.00
6 MEX 69-290 16.66 26.943
i CC 84-75 15.79
2 CC 84-75 5.50
3 CC 84-75 21.00
4 CC 84-75 15.00
5 CC 84-75 15.79
6 CC 84-75 5.50 13.096
1 CP 72-2086 00.00
2 CP 72-2086 00.00
3 CP 72-2086 00.00
4 CP 72-2086 00.00
5 CP 72-2086 00.00
6 CP 72-2086 00.00 00.00
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