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Resumen Ejecutivo

El objetivo de este proyecto fue fortalecer las cadenas de valor, mejorando el bienestar socioeconémico de los
productores de yuca y disminuyendo la enfermedad del Cuero de Spo (CS) en Colombia, Costa Rica y Paraguay, a
través de la implementacion masiva de tecnologias innovativas que permitan optimizar la productividad, reducir el
impacto del cambio climatico sobre el cultivo, proteger la seguridad alimentaria y el ambiente, aplicando un esquema
de investigacion con participacion de Universidades, productores y procesadores de yuca.

Componente 1. Analizar el impacto potencial actual y futuro del cambio climéatico sobre la enfermedad del CS
y los vectores que latransmiten, y ala vez, plantear un estudio epidemioldgico de la enfermedad en Colombia,
Costa Rica y Paraguay.

Se georreferenciaron zonas de cultivos de yuca con presencia de la enfermedad del cuero de sapo en los tres paises,
se hizo el modelamiento de la distribucion de la enfermedad; para lo cual se descarg6 informacion climatica de las
bases de datos WorldClim y posteriormente se generaron los mapas de distribucién de la enfermedad utilizando los
softwares Maxent y EcoCrop.

En zonas con presencia de CS en los tres paises se recolectaron muestras vegetales e insectos de las familias
Cicadellidae, Delphacidae y Membracidae, posteriormente se hicieron extracciones de ADN y detecciones moleculares
del fitoplasma del grupo 16Srlll utilizando la técnica de PCR anidado con cebadores especificos y PCR en Tiempo
Real con sondas TagMan® .

En Colombia se georreferenciaron 253 puntos de zonas con presencia y ausencia de la enfermedad en los
departamentos de Cauca, Tolima, Cérdoba, Sucre, Casanare, Meta, Vaupés. Se establecio la correlacion de las dos
zonas (con presencia y ausencia de la enfermedad), concluyéndose que factores climéaticos de precipitacion y
temperatura estén relacionados con la expresion natural de la enfermedad. Se generaron tres mapas por cada pais
de prediccion de la distribucion actual, y futura al 2020, y al 2050 de la enfermedad del Cuero de Sapo.

Se detecto el fitoplasma 16SrllI-L en el insecto Scaphytopius marginelineatus y se establecid la cria masiva utilizando
como huésped plantas de frijol del genotipo ICA-Pijao. Se hicieron estudios de transmision determinando el periodo
de adquisicion e incubacién del fitoplasma por el insecto potencial vector.

En las raices de yuca con sintomas de CS de Colombia asi como en las procedentes de Paraguay y Costa Rica se
detecto el fitoplasma 16Srlll-L. Adicionalmente en Costa Rica y Paraguay se detect6 un fitoplasma del grupo 16Srl.

En Costa Rica se georeferenciaron 42 puntos de zonas con presencia y ausencia de Cuero de Sapo. Se generaron
tres mapas de prediccion de la distribucion actual, futura al 2020, y al 2050 de la enfermedad del Cuero de Sapo.

En Costa Rica se detecto el fitoplasma 16SrllI-L en los insectos Macunola ventralis, Typholocy binae y Hortensia similis
colectados en la provincia de Alajuela en el cantén de San Carlos identificados como vectores potenciales.

En Paraguay se georeferenciaron 89 puntos de las principales zonas productoras de Paraguay en las localidades de
Caaguazu, Raul Arsenio Oviedo, Repatriacion, Coronel Bogado, General Artigas, San Juan Bautista, Altos, Loma
Grande, Nueva Colombia, Santa Elena, 1 de marzo, Itakyry, Minga Guazu, Caazapa, Maciel, General Higinio Morinigo,
San Juan Nepomuceno, Ybycui, Carapegua, Concepcion, Belen, Loreto, Horqueta, Yby yau, Pedro Juan Caballero,
Bella vista Norte, Capitan Bado, Paso Yobai, Mauricio José Troche, San Salvador, Borja, Chore, Curuguaty, Villa
Ygatymi, Yhovy, Chaco. Se generaron modelos de distribucion actual de la enfermedad y futura al 2020 y al 2050.

Se colectaron 16 morfoespecies de insectos pertenecientes a las familias Cicadellidae, Membracidae y Delphacidae.
En la familia Cicadelliidae se detecto el fitoplasma.

Componente 2. Implementar un sistema de produccion de semilla vegetativa certificada, mediante el uso de
un sistema in vitro y de camaras térmicas.

Se construyeron 5 camaras térmicas con sistema automatizado PLC para regular humedad, riego y temperatura
mediante la apertura y cierre de compuertas ubicadas en la parte superior del techo. Se sembré semilla vegetativa
(estacas) de 5 yemas de manera horizontal utilizando como sustrato arena de rio, luego de 15 dias se cortaron los
explantes generados y se colocaron a enraizar en bandejas utilizando como sustrato arena.

El proceso de macropropagacion y limpieza duré 30 dias durante los cuales las plantas crecieron a una temperatura
entre 45-50°C. Al terminar el proceso de macropropagacion y limpieza, las plantas fueron evaluadas por presencia o
ausencia del fitoplasma utilizando la técnica de PCR en Tiempo Real, estandarizada e implementada en CIAT
(Colombia), INTA (Costa Rica) e IPTA (Paraguay). La técnica permite certificar el material de siembra limpio en los
tres paises

Se produjeron 40.520 plantas en las cdmaras térmicas. Por cultivo in vitro a partir de yemas apicales se produjeron
6.200 plantas, y se distribuyeron a agricultores en Colombiay Costa Rica. En Paraguay se introdujeron 55 genotipos


http://scholar.google.com.co/scholar?q=Cicadellidae,+Membracidae+y+Delphacidae&hl=en&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart&sa=X&ved=0CBkQgQMwAGoVChMI2YLnjbuIxgIVKUWMCh3rBAN1

FONTAGRO es patrocinado por //[A_ \3 Q!PW

FONTAGRO

de yuca in vitro y se multiplicaron en CODIPSA 5.800 plantas in vitro para su evaluacion y distribucion posterior a los
agricultores

Componente 3. Evaluar el efecto de micronutrientes, fertilizantes y extractos vegetales sobre el
comportamiento de la enfermedad del CS en variedades locales.

Se evaluaron en campo en un disefio de bloques completos al azar los inductores de resistencia: Glutation +
oligosacéridos (Kendal), Cloruro de potasio, y fertilizantes compuestos de micro y macroelementos (Nutryphyte y
Cuneb forte). En el ensayo se utiliz6 como fuente de in6culo material de siembra proveniente de plantas con sintomas
de cuero de sapo.

Se obtuvo un incremento en el rendimiento del 20% con el uso del inductor de resistencia Kendal y una disminucion
en el porcentaje de incidencia de la enfermedad del 10%.

Componente 4. Seleccionar genotipos de yuca resistentes o tolerantes al CS para las zonas de estudio.

Se sembraron en cada uno de los paises parcelas de yuca con 5 repeticiones, en un disefio de bloques completos al
azar, utilizando como esparcidores de in6culo material de siembra proveniente de plantas enfermas con CS.

Se identificaron como tolerantes los genotipos HMC-1, Amarga (genotipo local del Departamento del Cauca) y CM
1495-7 los cuales presentaron altos rendimientos y una incidencia de Cuero de Sapo inferior al 5% y severidad grado
2. Los genotipos susceptibles fueron identificados Mcol 1505 y NIG 11 con una incidencia del 60% y alta severidad
(grado 3-4).

Los genotipos de yuca Sefiorita, Valencia, MBra 383, CG 1450-4 y Reina (CM 6740-7) presentaron plantas con
sintomas de Cuero de Sapo. El genotipo Sefiorita presentd la mayor incidencia mas del 40% p<0.0001 seguido por
Valencia 30% y MBra 383 23% p<0.0001.

El genotipo de yuca MPER-183 se identificO como resistente no presentd sintomas de la enfermedad del Cuero de
Sapo
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Fin

Fortalecer las cadenas de valor, mejorando el bienestar socioeconémico de los productores de yuca y disminuyendo
la enfermedad del CS en Colombia, Costa Rica y Paraguay, a través de la implementacién masiva de tecnologias
innovativas que permitan optimizar la productividad, reducir el impacto del cambio climético sobre el cultivo, proteger
la seguridad alimentaria y el ambiente, aplicando un esquema de investigacion con participacion de Universidades,
productores y procesadores de yuca.

Objetivos especificos
Componente 1. Analizar el impacto potencial actual y futuro del cambio climatico sobre la enfermedad del CS y los
vectores que la transmiten, y a la vez, plantear un estudio epidemiolégico de la enfermedad en Colombia, Costa Rica
y Paraguay.
Componente 2: Implementar un sistema de produccion de semilla vegetativa certificada, mediante el uso de un sistema
in vitro y de camaras térmicas.
Componente 3: Evaluar el efecto de micronutrientes, fertilizantes y extractos vegetales sobre el comportamiento de la

enfermedad del CS en variedades locales.

Componente 4. Seleccionar genotipos de yuca resistentes o tolerantes al CS para zonas de estudio.
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Metodologia y actividades realizadas

Actividad 1. Analizar el impacto potencial actual y futuro del cambio climatico sobre la enfermedad del CSy los
vectores que la transmiten, y a la vez, plantear un estudio epidemiolégico de la enfermedad en Colombia, Costa Rica
y Paraguay.

Se hicieron recorridos por las principales zonas productoras de yuca en Colombia, Costa Rica y Paraguay buscando
sintomas de la enfermedad del CS en raices de mas de 10 meses. Los lugares donde se encontr6 la enfermedad
fueron georreferenciados generandose una base de datos. Posteriormente se descargé de la base de datos WorldClim
toda la informacion climatica de las zonas donde se encontrd la enfermedad.

La informacion de clima actual se trabajé con datos histéricos procedentes de la base de datos WorldClim (Hijmans et
al. 2005, disponible en www.worldclim.org). Estos datos representan promedios de largo plazo (1950-2000) de
precipitacion y temperatura maxima, minima y media mensuales, con 30 arco-segundos de resoluciéon espacial
(aproximadamente 1 km? en el Ecuador), generados a partir del método de interpolacién spline7 usando longitud,
latitud y altitud como variables independientes y con datos provenientes de estaciones meteoroldgicas.

Entre diferentes modelos de nicho ecolégico se seleccionaron Maxent y EcoCrop, el primero, por ser un algoritmo
robusto de ajuste de distribuciones probabilisticas, que ha demostrado buen desempefio bajo un diverso rango de
condiciones (Phillips & Dudik 2008; Elith et al. 2006; Hijmans & Graham, 2006) y, el segundo, por la posibilidad de
involucrar parametros de crecimiento del cultivo que permiten conocer zonas donde probablemente la enfermedad se
encontrara como consecuencia de contar con caracteristicas idéneas para el crecimiento del cultivo de yuca.

En los tres paises se recolectaron insectos de las familias Cicadellidae, Membracidae y Delphacidae identificados
previamente como posibles vectores del fitoplasma, se hizo extraccion de ADN usando el protocolo propuesto por
Doyle 1990. Posteriormente las muestras fueron evaluadas por PCR en tiempo real empleando una sonda Tagman®
especifica para la deteccion del fitoplasma 16Srlll-L (CIAT, 2013) asi mismo las muestras se evaluaron también por
PCR anidado empleando los cebadores P1/Tint, R16F2n/R16R2 (Lee et al., 1998) y R16(llI)F/R respectivamente los
cuales amplifican la region del gen 16Sr y posteriormente se secuenciaron los productos de PCR.

Para la deteccion del agente asociado al CS se colectaron muestras de plantas de yuca con sintomas de la enfermedad
en los tres paises. Posteriormente se hizo extraccion de ADN mediante el método propuesto por Doyle 1990. Las
muestras fueron amplificadas por PCR anidado empleando los cebadores P1/Tint, R16F2n/R16R2 y R16(III)F/R
respectivamente los cuales amplifican la region del gen 16Sr.

Actividad 2: Implementar un sistema de produccién de semilla vegetativa certificada, mediante el uso de un sistema
in vitro y de camaras térmicas.

Se identificaron clones de interés y/o con potencial de desarrollo (tolerante/resistente) que ameriten los procesos de
limpieza y/o multiplicacion in-vitro para programas de diseminacion. Se implementd un sistema de produccion de
semilla limpia a través de técnicas in-vitro de clones de interés/potencial; ademas se implement6é un sistema de
escalamiento en vivero y campo para aumentar la eficiencia de produccién del material de siembra y apoyar programas
de renovacion en campo de material de siembra contaminado con la enfermedad del CS.

La camara térmica es una estructura que con temperaturas entre 54-55°C, humedad relativa de 98% permite la
limpieza y macropropagacion de material de siembra de yuca. Esta compuesta por una estructura de polietileno de
baja densidad, sistema de riego por nebulizacién y dos compuertas en la parte superior para regular la temperatura;
toda la estructura esta controlada automaticamente por un programador l6gico PLC que controla de manera automatica
el riego y la temperatura . Se instalaron en total cinco cAmaras térmicas: tres en Colombia, una en Costa Ricay una
en Paraguay. Se recolectaron en campo tallos de 12 meses, los cuales se cortaron en estacas de 5 yemas, se
sembraron al interior de la camara térmica utilizando como sustrato arena de rio, se mantuvieron a una temperatura
promedio de 48°C y una maxima de 55°C durante 15 dias, tiempo en el cual se realizé el corte de los explantes que
fueron enraizados en bandejas con sustrato arena durante 15 dias (Protocolo completo Anexo 1), para entrega a los
agricultores. Para garantizar que el material de siembra se encontraba libre del fitoplasma 16Srlll-L se hicieron
detecciones utilizando la metodologia desarrollada por Pardo et al., 2013.

Actividad 3: Evaluar el efecto de micronutrientes, fertilizantes y extractos vegetales sobre el comportamiento de la
enfermedad del CS en variedades locales.

Se evaluaron los inductores de resistencia: Kendal, Bion, KCL y Nutriphyte P+K en Colombia y Costa Rica utilizando
los genotipos BRA 383 y Valencia respectivamente. En Paraguay se utilizé6 Kendal, KCL, Nutriphyte y Cuneb Forte
(Similar en composicion a Nutriphyte). Se utilizé un disefio de bloques completos al azar con 5 repeticiones.

Se evaluaron las variables: Severidad de CS (escala 1-5), incidencia, peso de raices totales, peso de raices
comerciales, Numero de raices comerciales y no comerciales y materia seca.

Actividad 4: Seleccionar genotipos de yuca resistentes o tolerantes al CS para las zonas de estudio.

En Colombia se seleccionaron los genotipos HMC-1, Amarga, CM 1495-7, Cumbre 3, Plateada y Algodona, CM4574-
7, Per183, Roja, Mcol 1505, Negra, CM527-7, Verde y NIG 11. Son genotipos de interés debido a que se cultivan entre
900 msnm y 1700 msnm alturas que contemplan las principales zonas productoras de yuca del Cauca y Valle del
Cauca. En Costa Rica se escogieron los genotipos MBRA 383, MPER 183, CG 1450-4 y CM 7640-7 por sus
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caracteristicas tipo exportacion. En Paraguay se escogieron los genotipos de importancia en seguridad alimentaria y
con altos contenidos de materia seca: Yubucu, Canario, Porotue, Rama Ava, Caranda’y, Tacuara, Matambre, Cané
Pyta, Cano.

El ensayo de evaluacién de resistencia de los genotipos de yuca se sembrd en los tres paises usando un disefio de
bloques completos al azar con mas de tres repeticiones. La evaluacion se hizo a los 12 meses. Se tuvieron en cuenta
las mismas variables del ensayo de inductores de resistencia.
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Resultados

Componente 1. Analizar el impacto potencial actual y futuro del cambio climético sobre la enfermedad del
CSy los vectores que la transmiten, y a la vez, plantear un estudio epidemiolégico de la enfermedad en
Colombia, Costa Rica y Paraguay.

. Desarrollo de modelos de nicho y determinacion de la distribucién espacial del CS:
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Figura 1. Mapas de distribucion de la enfermedad en Colombia y Costa Rica. A. Mapa de distribucion actual de la
enfermedad en Colombia. B. Mapa de distribucién de la enfermedad en Colombia para el afio 2020. C. Mapa de
distribucién de la enfermedad en Colombia para el afio 2050. D. Mapa de distribucién actual de la enfermedad en
Costa Rica. E. Mapa de distribucion de la enfermedad en Costa Rica para el afio 2020. F. Mapa de distribucion de la

enfermedad en Costa Rica para el afio 2050.
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Figura 2. Mapas de distribucion de la enfermedad en Paraguay. A. Mapa de distribucion actual de la enfermedad. B.
Mapa de distribucién de la enfermedad para el afio 2020. C. Mapa de distribucion de la enfermedad para el afio 2050.
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e  Colecta de hemipteros asociados con la transmision del fitoplasma 16Srlll en Paraguay.

—

Figura 3. Morfoespecies de insectos recolectados en Paraguay en el departamento de San Pedro, Distrito de Chore,
colonia Hugua Poti, Calle Che Compa.

En Paraguay se colectaron 16 morfoespecies. Se detecté el fitoplasma 16Srlll por PCR anidado y PCR en tiempo
real en la especie cidadellidae.

En Costa Rica se colectaron 37 morfoespecies de insectos, en tres especies Macunola ventralis, Typholocy binae
y Hortensia similis se detect6 el fitoplasma por PCR anidado con los cebadores (P1/Tint, R1L6F2n/R16R2 y
R16(I1)F/R) y por PCR en Tiempo Real, estos insectos se colectaron en la provincia de Alajuela, canton de San
Carlos.

Figura 4. Insectos en los cuales se detecto el fitoplasma mediante PCR anidado y PCR en Tiempo Real. A. Macunola
ventralis, B. Typholocy binae, C. Hortensia similis. Obtenidos en Costa Rica

e Deteccién de fitoplasma por PCR en Tiempo Real en insectos
A B

Well Name | Assay | Well Type | Threshold (dRn) | Ct (dRn) |
FAM  NTC 0.1463 3849
FAM  NTC 01463 3841
FAM  Unknown 0.1463 26.79
FAM  Unknown 0.1463 2611
.. FAM  Unknown 0.1463 26.08
FAM  Unknown 01463 25.90
FAM  Unknown 0.1463 25.89
FAM  Unknown 01463 2586

FAM  Unknown 0.1463 2583
FAM  Unknown 0.1463 2583
FAM  Unknown 01463 2541
FAM  Unknown 0.1463 2529
FAM  Unknown 01463 2503
FAM  Unknown 0.1463 2496
FAM  Unknown 0.1463 2485
FAM  Unknown 0.1463 2486
FAM  Unknown 0.1463 2481
FAM  Unknown 0.1463 2453
FAM  Unknown 0.1463 2419
FAM  Unknown 01463 pEE:]
FAM  Unknown 0.1463 B9
FAM  Unknown 0.1463 817
FAM  Unknown 0.1463 2206
FAM  Unknown 0.1463 2266
FAM  Unknown 0.1463 n3
FAM  Unknown 0.1463 087

Figura 5. Deteccién por PCR en Tiempo Real del fitoplasma 16Srlll en Costa Rica. A. Gréafica de amplificaciones por
PCR en Tiempo Real. B. Tabla con valores de Ct y codigo de insectos colectados.

En la figura 5 se observan amplificaciones positivas al fitoplasma 16Srlll.
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En Colombia se identific6 como insecto vector potencial a Scaphytopius marginelineatus detectandose
consistentemente el fitoplasma 16Srlll en esta especie de insectos colectados en cultivos de yuca infectados con CS
en el municipio de Santander de Quilichao departamento del Cauca.

Figura 6. Insecto adulto de la especie Scaphytopius marginelineatus colectado en el municipio de Santander de
Qulichao (Cauca).
Se hizo la identificacién de la especie Scaphytopius marginelineatus observando la genitalia. Figura 7.

.. - vy

Figura 7. Scaphytopius (convelinus) marginelineatus. A. Habitus lateral. B. Vista general de la genitalia masculina
en vista ventral. C. Vista general de la genitalia masculina en vista lateral. D. Detalle en vista lateral del edeago (ed).
La flecha indica los procesos apicales con longitud cercana a la mitad de la longitud del tallo del edeago, ligeramente
doblados o inclinados en la mitad de su largo con una diminuta espina en este punto. E. Detalle en vista ventral del
conectivo y los estilos (es). La flecha inferior derecha sefiala la banda esclerotizada en el conectivo en su punto de
union con el edeago. F. Detalle en vista ventral del edeago. La flecha inferior indica el &pice con una abertura.

e Secuencias del fitoplasma 16Srlll registrada en el Banco de genes (USA), obtenidas a partir de ADN de
Scaphytopius marginelineatus amplificado con los cebadores R16(111)F2/R16(11I)R1 (Lapage et al., 1992).

KP759897, KP759898, KP759899, KP759900, KP759901, KP759902

e Se estableci6 la cria masiva de Scaphytopius marginelineatus para el ensayos de transmisién, se determiné el
periodo de adquisicion e incubacion del fitoplasma.

Se colectaron insectos de la especie Scaphytopius marginelineatus en la estacién del CIAT ubicada en Santander de
Quilichao. Se utilizaron redes manuales de captura, posteriormente los insectos del género Scaphytopius se separaron
del resto de insectos utilizando aspiradores manuales. Los insectos se colocaron en jaulas con malla antiafidos y se
utilizé como planta huésped el genotipo de yuca SM 909-25 de 1 mes de edad. Una vez se observaron estados
inmaduros del insecto y sintomas de alimentacién en las plantas de yuca (Figura 8A) se cambié el huésped por frijol
del genotipo ICA-Pijao, en la cual se multiplica el insecto mas rapido (Figura 8B).

Figura 8. Cria de Scaphytopius marginelineatus en plantas de yuca y frijol. A. Amarillamiento de hojas con manchas
de bordes irregulares producto de la alimentacion de los insectos. B. Insectos en plantas de frijol del genotipo ICA-
Pijao.
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Figura 9. Estados inmaduros del insecto Scaphytopius marginelineatus observados en la cria masiva.

e Desarrollo de técnicas de PCR anidado y qPCR para la deteccion del fitoplasma asociado al CS en
Colombia, Costa Rica y Paraguay.

Se colectaron raices de plantas de yuca con sintomas de la enfermedad de CS en Colombia, Costa Rica 'y
Paraguay. Mediante las técnicas de PCR anidado y PCR en Tiempo Real se detecto el fitoplasma del grupo 16Srlil
identificado por secuenciacion. En la tabla 1 se presentan las secuencias reportadas en el Banco de Genes

Cuadro 1. Reaccién por PCR anidado y gPCR de las muestras de raices de yuca con CS colectadas en Colombia,
Costa Rica y Paraguay.

Cédigo | Nested | gPCR Accesioén Pais
muestra PCR Gen Bank

6 + + KF701517 Colombia
19 + + KF701516 Colombia
7 + + KF701515 Colombia
3 + + KF701514 Colombia
33 + + KF701512 Colombia
15 + + KF701511 Colombia
21 + + KF701510 Colombia
10 + + KF701509 Colombia
29 + + KF701508 Colombia

1 + + KF701507 Colombia
17 + + KF701506 Colombia
28 + + KF701505 Paraguay
13 + + KF701504 Paraguay
4 + + KF701503 Paraguay
10* + + KF701502 Paraguay
32 + + KF701501 Paraguay
48 + + KF701499 Paraguay

2 + + KF701498 Paraguay
34 + + KF701497 Paraguay
26 + + KF701496 Paraguay
19 + + KF701495 Paraguay
30 + + KF701494 Paraguay

2 + + KF701493 Paraguay
16 + + KF701492 Paraguay

5 + + KF701491 Paraguay

4 + + KF701490 Paraguay
23 + + KF701489 Paraguay
22 + + KF701488 Paraguay
35 + + KF701487 Paraguay
27 + + KF701486 Paraguay
25 + + KF701485 Paraguay
36 + + KF701484 Paraguay
27 + + KF418785 Paraguay
22 + + KF418786 Paraguay
22* + + KF581157 Paraguay
16 + + KF418787 Paraguay
33* + + KF418788 Paraguay

FONTAGRO
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15 + + KF418789 Paraguay
10 + + KF581153 Paraguay
20* + + KF581156 Paraguay
28 + + KF581154 Paraguay
24 + + KF581155 Paraguay
45 + + KC999115 Colombia
40 + + EU346761.1 Colombia
39 + + AY737646.1 Colombia
33 + + AY737647.1 Colombia
49 + + KC999116 Colombia
55 + + KC816736.1 Colombia
44 + + KC816736.1 Costa Rica

1 + + KC283218 Paraguay

16Srl

Estandarizacion de condiciones de PCR en Tiempo Real en Colombia, Costa Rica y Paraguay.
La implementacion de la técnica de PCR en Tiempo Real para la deteccion del fitoplasma 16Srlll en los tres paises
va a permitir certificar que el material llevado al campo y los bancos de germoplasma de yuca de los tres paises se
encuentran libres del fitoplasma asociado con la enfermedad CS.
En Colombia, Costa Rica y Paraguay, se hizo la capacitacion a personal del INTA e IPTA en:
v' Cuidados y manipulacién de los reactivos utilizados para PCR en Tiempo Real .
v' Manipulacién y programacion del equipo de PCR en Tiempo Real StepOne Plus (Applied Biosystems).
v' Elaboracion de la curva estandar para cuantificacion relativa y determinacién de reproducibilidad de los
reactivos.
v' Utilizacién de genes sintéticos para la construccién de la curva estandar y de controles positivos, para evitar
el proceso de clonacién de amplicones previamente obtenidos.
v' Diagnéstico de las muestras vegetales de campo e insectos.
v" Deteccién de fitoplasma 16Srlll asociado con la enfermedad del Cuero de sapo en yuca.

La capacitacion se hizo en la ciudad de San José, en el laboratorio de sanidad vegetal del INTA.

Figura 10. A. Investigadores del INTA de Costa Rica realizando aetecciones moleculares del fitoplasma 16Srlll
mediante la técnica de qPCR en los laboratorios de fitoproteccion en la ciudad de San José. B. Amplificaciones de
curva estandar, se utilizaron las diluciones de gen sintético de 10.000, 1000, 100 y 10 femtomoles.

Standard Curve

Cuarasy

Target: Target 1 Slope: -3.271 Y-Inter: 36.899 g2; 0.962 Effts: 102.183

Figura 11. Curva estandar de diluciones del gen sintético de diluciones 10.000, 1000, 100 y 10 femtomoles. R? 96,
eficiencia 102.

Se hizo la capacitacion y estandarizacion de las condiciones de PCR en Tiempo Real para la certificacion de semilla
de yuca en los laboratorios de Biotecnologia en la estacion experimental Hernando Bertoni en la ciudad de Caacupé.

10
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Figura 12. Investigadores de CIAT e IPTA de Paraguay realizando detecciones moleculares de fitoplasma 16Srlll
mediante la técnica de qPCR en los laboratorios de Biotecnologia en la estacion experimental Hernando Bertoni en la
ciudad de Caacupé.
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Target: Target 1 Slope: -3.264 Y.Inter: 33.014 Ezi 0.988 Eff%: 102.471

Figura 13. Amplificaciones en Tiempo Real de la curva estandar utilizando diluciones del gen sintético de 10.000,
1000, 100 y 10 femtomoles. Curva estandar de diluciones de gen sintético de diluciones 10.000, 1000, 100 y 10
femtomoles. R2, eficiencia 102.

Componente 2: Implementar un sistema de produccion de semilla vegetativa certificada, mediante el uso de
un sistemain vitro y de camaras térmicas.

e Fortalecer en cada pais un sistema de produccién de plantas in vitro mediante la técnica de propagacion a través
de yemas apicales.

Costa Rica: Se hizo la produccion de semilla de yuca a partir de plantas in vitro, el método de micropropagacion
utilizado permitié multiplicar con éxito los explantes de yuca de todos los genotipos, en total se reprodujo CG-1450-
1(82), CUB-75 (59), CM7033-3 (86), SM-1433-4 (72), CM-2766-5 (86), COL-2063 (90), PER-183(90), SM-1821-
7(96), CM-4919-1(36), SM-909-25(10), TAI-8 (57), CM-7951-5 (80),CM-7514-8 (80). En el genotipo Valencia se
obtuvo material in vitro 1750 y 3220 en camara térmica, 1300 plantas fueron sembradas en campo en la Estacion
los Diamantes en Guépiles. Se hicieron 3 talleres para capacitar técnicos y agricultores en técnicas de propagacion
(30 personas). Se hizo transferencia del método de endurecimiento de vitroplantas, establecido por Clayuca que
permitio producir plantas con el desarrollo adecuado para ser llevadas al campo.

11
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Figura 14. Camara térmica instalada en Costa Rica, en la estacién de los Diamantes, en Guapiles en la provincia de
Limon. A. Plantas para corte de los explantes de la caAmara térmica, B. Enraizamiento de las plantas en la camara
térmica observado por investigadores del INTA. C. Bandejas de enraizamiento de explantes antes de ser llevados al
campo. D. Plantas multiplicadas en camara térmica listas para ser llevadas al campo.

Colombia: Se produjeron cerca de 37.500 plantas bajo el sistema de camaras térmicas y 8.000 plantulas mediante
la técnica de multiplicacion de yemas apicales. El sistema de propagacién en Camara térmica se presenta en la figura
15

Figura 15. A Multiplicaciéon masiva de semilla de yuca en camara térmica, CIAT, Colombia. B.C. Esquejes de 20 dias
en enraizamiento. D. Enraizamiento de esquejes en bandejas para facilitar transporte al campo.

Paraguay: En el laboratorio de Biotecnologia del Centro de investigacion Hernando Bertoni (CIHB) situado en
Caacupé se implementé un sistema de produccién de semilla vegetativa mediante las técnicas de cultivo in vitro, donde
se producen plantas madres para la macropropagacion en camara térmica, actualmente se estan multiplicando cuatro
genotipos que fueron seleccionados por su alto rendimiento y tolerantes a las principales enfermedades que afectan
al cultivo de yuca en el pais.

En el Campo experimental de Choré se instalé la camara térmica, se hizo la macropropagacion de semillas de yuca
sana, para proveer a los productores con semillas de alta calidad genética y sanitaria. En este campo se mantiene la
coleccion de genotipos nacionales.

Figura 16. Camara térmica construida en Choré, Paraguay. A. Estructura de Camara Térmica. B. Plantas
macropropagadas en sustrato arena dentro de la camara térmica.

12
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e Capacitar a los productores para implementacion de nuevas tecnologias.

En Colombia se construyeron 3 cdmaras térmicas para la produccion de semilla vegetativa certificada, la cAmara
maneja una temperatura entre 50-55°C. Para la multiplicacion de material se utilizé la técnica de macro propagacion
utilizando estacas de 5 nudos, de las cuales se obtienen 5 explantes pasados 15 dias, éstos son enraizados dentro
de la cdmara térmica utilizando como sustrato arena de rio.

Hasta el momento se han producido 37.500 plantas en cdmara térmica y por la técnica invitro de cultivo de yemas
apicales 4.500 plantas, las cuales se distribuyeron a agricultores del Departamento del Cauca y Llanos orientales.

El material distribuido se cosechd con los agricultores de las asociaciones y se evalud el rendimiento por planta, la
calidad comercial de las raices y la sanidad mediante visualizacion de sintomas en raices (Figura 19). Los resultados
indicaron una incidencia de 0% de plantas con sintomas de cuero de sapo. Las plantas que presentaron los mejores
rendimientos fueron seleccionadas para el establecimiento de nuevos lotes de incremento, que seran fuente de
material de siembra para las zonas en Colombia.

Figura 17. Cosecha en parcela de incremento de material de siembra de yuca libre de la enfermedad; actividad de
evaluacion del rendimiento y estado fitosanitario en la parcela de la Asociacion de productores del yuca del municipio
de Morales (ASOYUMOR).

Adicionalmente se produjeron 4500 nuevas plantas por la técnica in vitro, que se distribuyeron a agricultores en los
Departamentos Cauca y Meta en Colombia (Figuras 20, 21, 22, 23). Los genotipos entregados fueron: SG 427-64,
COL 2061, SM 707-17, COL 1522, CM 6438-14, PER 183, CM 2766-5, CG 1450-4.

Figura 18. Material in vitro de yuca (Izquierda) y entrega del material libre de la enfermedad a agricultores del consejo
comunitario del PILAMO en el municipio de Guachené (Derecha).
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Figura 19. Siembra de plantas para incremento de material de siembra de yuca libre de la enfermedad en el Norte del
Cauca, en lote de la Asociacion Municipal de Usuarios Campesinos del municipio de Santander de Quilichao
(izquierda) y lote del consejo comunitario del PILAMO en el municipio de Guachené (derecha).

Se capacitaron 53 agricultores del Cauca de las regiones de Guachene y Morales, en técnicas de macropopagacion
y seleccion de material de siembra libre de Cuero de Sapo.

Adicionalmente se hicieron tres capacitaciones: una en el municipio de Morales (15 personas), otra en el municipio de
Santander de Quilichao (ocho personas) y la tercera en el municipio de Guachene (15 personas), en el tema de
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produccion de material de siembra sano para el manejo de la enfermedad en yuca, reconocimiento de sintomas de la
enfermedad de cuero de sapo y su manejo, clones mejorados disponibles para cada zona y su potencial uso, uso de
hidro-retenedor para conservar la humedad en el suelo como estrategia ante eventos adversos de cambio climatico
por sequia en las zonas (Figura 21).

El material de siembra entregado a los agricultores cuenta con el certificado fitosanitario, expedido por el laboratorio
de germoplasma del CIAT y el permiso de movilizacion otorgado por el Instituto Colombiano Agropecuario que es la
entidad de vigilancia fitosanitaria en Colombia.

Figura 20. Capacitacion a grupo de agricultores pertenecientes a la asociacion ASOYUMOR en el municipio de
Morales (Izquierda) y a grupo de agricultores del Consejo Comunitario del PILAMO en el municipio de Guachene
(Derecha).

El material de siembra fue evaluado mediante técnica de PCR en tiempo real para confirmar el estado sanitario del
mismo.

Figura 21. Grupo de 40 agricultores participantes del departamento del Meta municipio de Granada en capacitacion
en manejo de la enfermedad del CS y macropropagacion de yuca.

El INTA (Costa Rica) hizo la capacitacién de agricultores semilleristas en el que participaron 15 agricultores lideres
de sus agrupaciones, a los mismos se les hizo entrega de 4.500 semillas de yuca (multiplicadas en camaras térmicas)
para su posterior entrega a sus asociados, ademas se les hizo entrega de folleto que incluye informacién del manejo
de la semilla y la enfermedad el cual esta titulado “Manejo de semilla de calidad y de la enfermedad de cuero de sapo
en el cultivo de yuca”

Se hicieron 3 talleres de capacitacion a técnicos y agricultores sobre la técnica de propagacion para un total de 30
personas. Se hizo transferencia del método de endurecimiento de vitroplantas, establecido por Clayuca que permitié
producir plantas con el desarrollo adecuado para llevarlas al campo.

Figura 22. Entrega de 4.500 plantas de yuca a asociaciones de agricultores en mayo de 2015.
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Figura 23. A. Entrenamiento a agricultores para reconocimiento de la enfermedad de CS en Campo en el 2013, B.

Capacitacion sobre CS a agricultores de Guacimo.

D il |

Figura 24. Curso de capacitacion a técnicos y agricultores en Guapiles.

En Paraguay

a) Capacitacion de un investigador en técnicas moleculares para la detecciéon del microorganismo asociado a la
enfermedad de CS en yuca e identificacion de insectos vectores CIAT- Colombia 9 al 20 Abril, 2012

b) Capacitacion de tres investigadores sobre sintomas y manejo de la enfermedad CS INTA-Costa Rica 14 al 18 de
Julio, 2014.

c) Capacitacion de un investigador en analisis de ADN de insectos INTA-Costa Rica 21 al 25 de Julio, 2014.

d) Asesoramiento de un especialista del CIAT al laboratorio de biotecnologia para la puesta a punto del protocolo de
PCR en tiempo Real para la deteccion del fitoplasma asociado a la enfermedad CS Caacupé-Paraguay 18 al 23
de Mayo de 2015.

e) Capacitacion a técnicos, lideres productores y a estudiantes de diferentes departamentos donde se realizaron
jornadas técnicas sobre la enfermedad de CS en yuca, a fin de informar y fortalecer los conocimientos del tema.

La capacitacion se realiz6 en las siguientes localidades:

En el Dpto. de ltapla, Gral. Artigas en la compafiia Nu Pyah(, en la finca del Sr. Espinola, donde participaron 62

Hombres y 4 Mujeres

Dpto. de Paraguari, Ybycui, en la escuela Agricola donde se tuvo la participacion de 52 hombres y 7 mujeres.

Dpto. de San Pedro, Choré, Campo Experimental de Choré donde participaron 27 hombres y 26 mujeres.

Dpto. CaaguazU, Cnel. Oviedo, Universidad Catoélica de Asuncion, con la participacion de 74 hombres y 27 mujeres.

Dpto. de Cordillera, Caacupé, Centro de Investigacion Hernando Bertoni, con la participacion de 40 hombres y 48

mujeres.En total se capacitaron a 367 productores, estudiantes y extensionistas, Los expositores fueron los Ing. Agr.

Vicente Mangano, Ada Torres, Mirian Trabuco y Marta Zacher.

Figura 25. Capacitaciones realizadas en Paraguay en identificacién de sintomas de CS y manejo de la enfermedad.
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Componente 3. Evaluar el efecto de micro-nutrientes y extractos vegetales como fertilizantes
sobre el comportamiento de la enfermedad en variedades locales susceptibles.

Costa Rica: El estudio se hizo en Santa Clara de San Carlos, en la finca La Cacaotera de la empresa PCl — Rojas y
Madrigal S: A. 300 Norte de la plaza de Deportes de Santa Clara de San Carlos: 10°21°45.47” Norte y 84° 31°01.80”
Oeste. El estudio se realiz6 en el periodo comprendido de Marzo 2011 a Diciembre del 2014.

El area de siembra constituida por parcelas de aproximadamente 5 metros de largo * 5 metros de ancho. En el centro
de la parcela se sembraron los genotipos de yuca descritos en el cuadro 2 de plantas sin sintomas de CS y en los
bordes se sembraron estacas de yuca provenientes de plantas afectadas por CS del genotipo Valencia “mejorada”
(inéculo). En total se emplearon 15 plantas de yuca como unidad experimental (Ver Figura 1).

Cuadro 2. Tratamientos con inductores de resistencia evaluados en el cultivo de yuca.

Tratamiento Composicién Dosis/ha Frecuencia Aplicacion

Bion 50 WG Acibenzolar-S-Methy 0.17 kg/Ha | Tratamiento de semilla en inmersion
por 10 minutos (0.2L/200L), Luego
c/15 dias después de la siembra

Kendal Glutathion + 3L/Ha Tratamiento de semilla en inmersion
Oligosaccharines por 10 minutos (2L/200L), Aplicar

cada 10 dias después de la siembra

Nutriphyte P+K Fésforo + Potasio 1.5L/200L Tratamiento de semilla en inmersién

por 10 minutos (2L/200L), Aplicar
cada 10 dias después de la siembra.

KCL Cloruro de Potasio 39 g/planta | 30y 60 dias después de la siembra
Testigo No aplicacion de
inductores
Rendimiento Duncan p 0.00173R 0.9 cv 27%
1o 3000 Rendimiento
9000 Duncan p 0.03 R? 0.5 cv 63%

8500
8000

7000

0 ba
ba
ab b
6000 a ba
5000
b b

4000 E
1000 T 5500
2000 5000
1000 4500

4000

a
Bion kendal Nutriphite KCL Testigo Bion Kendal Nutriphite KL Testigo

Rendimiento gr/parcela

Figura 26. Rendimiento obtenido en el genotipo de yuca Valencia con los tratamientos de inductores. Octubre 2013y
Nov 2014.

La enfermedad CS, no se present6 en el primer afio de estudio, en ninguno de los tratamientos evaluados. A pesar
de ello, hubo diferencias entre tratamientos con relacidn a rendimiento. El tratamiento testigo asi como el KCL mostro
los mayores rendimientos, el tratamiento Bion present6 un efecto de Fitotoxicidad. Por lo cual se resembré con nuevas
plantas, el atraso del cultivo pudo influir en la reduccion del rendimiento. Las diferencias en rendimiento se concluyé
obedecieron mas al efecto de fertilizante del tratamiento KCL que a su capacidad de inducir resistencia. En el segundo
ensayo, no se presento la enfermedad CS y la incidencia fue muy baja (Figura 27) con relacion al ensayo de evaluacion
de germoplasma establecido en la misma fecha de cultivo. Los tratamientos de Bion y KCL fueron de mayor
rendimiento seguidos por el Kendal y Nutriphyte. Las plantas con CS tienden a concentrar almidones (azlcares) en
este caso el KCL contribuye con procesos metabolicos de almacenamiento de carbohidratos que ayudan a mantener
alta produccion. En la Figura 26, se observa que después del segundo afio de cultivo continuo y bajo presion de
inoculo, la enfermedad se presentd con mayor incidencia en el tratamiento Bion seguido del KCL ambos diferentes

estadisticamente respecto al testigo que presento6 la menor incidencia de la enfermedad.
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Figura 27. Incidencia de CS segun el tratamiento con el inductor de resistencia.

Paraguay: El experimento fue establecido en mayo de 2014 en el Campo Experimental de Choré, ubicado en el distrito
de Choré, departamento de San Pedro, cuyas coordenadas se sitlan aproximadamente entre 24° 10’ latitud Sur y 57°
36’ longitud Oeste, altitud 250 metros msnm.

El material genético utilizado como planta sana correspondid al genotipo Tacuara HU y como planta enferma utilizada
como borde entre los tratamientos el genotipo Tapojo’a Pyta.

Tratamientos utilizados en el experimento. Choré — Paraguay. 2015: T1= Kendal (Glutathione + oligosaccharines),

T2 = Cuneb forte (32% de P+24 % de K), T3 = KCI (60% de K), T4= Testigo (sin inductores)

25 -
20
©
=
¥ 151
< T1 Kendall
g 10 1 © ® T2 Cuneb Forte
[} N
o . mT3 KCL
S 5
£ m T4 Testigo
0
77 7> 73 7
/\'e,,d c"”e /rQ sy
74 bp Yo
Org
)
Tratamientos

Grafico 1. Promedios de la incidencia de la enfermedad. Choré — Paraguay. 2015
Los resultados obtenidos indican que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos. Se pudo observar
que la incidencia de CS fue menor utilizando el producto Cuneb Forte con relacion al KCL, Kendall y al testigo.

A- Cantidad de raiz comercial de yuca (Manihot esculenta)

El analisis de varianza ANOVA (Test F 5%) efectuado, correspondiente al nimero de raiz comercial se presenta en
la tabla 3y los promedios obtenidos que fueron comparados a través de Test de Tukey al 5% se pueden observar en
el cuadro 3.

Cuadro 3. Andlisis de varianza correspondiente a la cantidad de raiz comercial. Choré - Paraguay. 2015

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 47.4375 15.8125 0.2003 0.894
Bloques 4 839.09766 209.7744 2.6574 0.085
Error 12 947.26953 78.93913

Total 19 1833.8047

DMS 12.24
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Gréfico 2. Promedios del niUmero de raiz comercial. Choré — Paraguay. 2015

Los valores obtenidos no mostraron diferencias significativas para esta variable, siendo las diferencias porcentuales
entre el Cuneb Forte comparado con el Testigo, KCL y Kendall de 3%; 7% y 9% respectivamente.

B- Numero de raiz no comercial de yuca (Manihot esculenta)

Cuadro 4. Andlisis de varianza correspondiente a la cantidad de raiz no comercial. Choré - Paraguay 2015

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 56.916992 18.97233 0.6282 0.613
Bloques 4 88.727539 22.18189 0.7345 0.588
Error 12 362.39356  30.19946

Total 19 508.03809

DMS 7,57

El analisis de varianza efectuado para esta variable se presenta en el Cuadro 4y los datos correspondientes a los
promedios obtenidos se presentan en el Gréfico 3.
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Grafico 3. Promedios del nimero de raiz no comercial. Choré — Paraguay. 2015

Como se puede observar el Kendal fue el que presenté un mayor valor para este parametro, seguido del Testigo, KCL
y finalmente el Cuneb Forte. El Test de Tukey al 5% no detect6 diferencias significativas entre los mismos.
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C- Peso deraiz comercial de yuca (Manihot esculenta)

En el Cuadro 5 se puede observar el andlisis de varianza ANOVA (Test F 5%) y la comparacién de medias a través
de Test de Tukey al 5% correspondiente a la incidencia de la enfermedad se presentan en el Grafico 4.

Cuadro 5. Analisis de varianza correspondiente al peso de raiz comercial. Choré - Paraguay. 2015

FVv GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 157.576172 52.525391 0.6749 0.586
Bloques 4 979.011719  244.75293 3.1449 0.055
Error 12 933.912109 77.826012
Total 19 2070.5
DMS 12,16
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Grafico 4. Promedios del peso de raiz comercial. Choré — Paraguay. 2015

Los resultados obtenidos mostraron efectos estadisticamente similares siendo el Cuneb Forte el que produjo mayor
rendimiento de raices cuyas diferencias de rendimientos son 3.710 Kg/ha Testigo; 6.555 Kg/ha KCL y 7.056 Kg/ha
Kendall.

D- Peso deraiz no comercial de yuca (Manihot esculenta)
Los promedios y el resultado obtenido a través del Test de Tukey 5% realizado para este pardmetro se presentan en
el Gréfico 5 y el andlisis de varianza ANOVA en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Andlisis de varianza correspondiente al peso de raiz no comercial. Choré - Paraguay. 2015

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 0.403503 0.134501 0.0947 0.961
Blogues 4 6.539825 1.634956 1.1511 0.38
Error 12 17.04434 1.420362

Total 19 23.98767

DSM 1,64

19



FONTAGRO es patrocinado por //[A_ \3 g!.?m

FONTAGRO
4,600 -
4,500 -
4,400 -
©
4,300 - o & T1 Kendall
o0
) )
_‘:5 4,200 - = = T2 Cuneb Forte
E < o
N 4,100 - 2 W T3 KCL
-
4,000 - < B T4 Testigo
3,900 T T T
g 7 & %%
£ Q £
0y, ey, X Q RS
e
Tratamiento

Grafico 5. Promedios del peso de raiz no comercial. Choré — Paraguay. 2015
Los resultados obtenidos no mostraron diferencias estadisticas significativas al comparar los tratamientos con
inductores y el testigo. El tratamiento con Kendal mostré mayor rendimiento de raiz no comercial, los valores

diferenciales con relacion a este inductor fueron los siguientes: Testigo 201 Kg/ha; Cuneb Forte 271Kg/ha y KCI 391
Kg/ha.

E- Peso de raiz al agua de yuca (Manihot esculenta)

Cuadro 7. Andlisis de varianza correspondiente al peso de raiz en agua. Choré - Paraguay. 2015

FVvV GL SC CM F P>F
Tratamientos 3 9325 3108.3333 3.8854 0.037
Bloques 4 58770 14692.5 18.3656 0
Error 12 9600 800

Total 19 77695

DMS 12.3

Los datos presentados en el Cuadro 7 corresponden al analisis de varianza ANOVA. En el Gréfico 6 se presentan
los promedios y el resultado de Tukey al 5%.
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Grafico 6. Promedios de peso de raiz en agua. Choré — Paraguay. 2015

En cuanto a la influencia de los inductores Kendal y Cuneb Forte en el estudio sobre el peso de raiz en agua no hubo
diferencias significativas entre ellos, como también entre el KCl y el Testigo.
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Entre los inductores Kendal y Cuneb Forte comparados con el KCL y Testigo si hubo diferencias significativas
estadisticamente.

Colombia: El experimento se establecié en Santander de Quilichao (Cauca) en la estacion experimental del CIAT en
un disefio de bloques completamente al azar con 5 repeticiones utilizando como unidad experimental parcelas de 15
plantas del genotipo BRA 383.

Cuadro 8. Promedios para las variables productivas de plantas de yuca tratadas con Inductores de resistencia
durante su ciclo productivo en el ensayo realizado durante el 2014.

Tratamiento Peso total Peso de raices Materia No. de raices | Incidencia
de raices comerciales seca comerciales de CS
Kg

T1 KCI (390 kg.ha-1) 20.4chd 5.9bcde 17.40c 10.40bcdefg 18.04

T2 KCI (780 kg.ha-1) 21bcd 6.6bcde 17.87abc 9.20cdgfe 13.7

T3 KCI (190 kg.ha-1) 16.6dc 4.4bcde 17.60abc 7.60dgfe 6.22

T4 KCI (390 kg.ha-1) 12.9d 2.4de 3.69 12.16

T5 Kendal® (2400 mL/ha) cada 43a 19.6a 18.07abc 28.00ab 0
20 dias

T6 Kendal® (4800 mL/ha) cada 37.4ab 15.9ab 17.96abc | 21.20abcdefg 30.47
10 dias

T7 Kendal® (2400 mL/ha) cada 48.1a 19.7a 17.99abc 25.00abcdef 1.78
10 dias

T8 Kendal® (4800 mL/ha) cada 33.3abc 14.7abc 17.89abc | 18.20abcdefg 21.94
mes

T9 Kendal® (4800 mL/ha) cada 30.82abcd 14.5abcd 18.08ach 17.2abcdefg 11.69
10 dias

T10 | Boost (133.33 gr/ha) cada 15 13.3dc 3cde 17.52abc 5.69 4.61
dias

T11 | Boost (266.6 gr/ ha) cada 15 11.5d 1.8e 17.45bc 4.00g 3.33
dias)

T12 | Boost + Kendal® 133.33 17.9dc 4.9bcde 17.71abc 8.00defg 27.24
gr/ha) + (2400 mL/ha)

T13 | Control Negativo 13.6d 3.5cde 17.56abc 6.80gf 9.52

T14 | Nutri-phite® (20L /ha) todo el 42.8a 14.8abc 18.00abc 26.75abc 28.94
ciclo

T15 | Nutri-Phite® (10L /ha) 46.9a 22.9a 18.27a 34.4a 2.85

T16 Nutri-Phite® (33.33L/ha) 44.9a 21.1a 18.22ab 26.40abcd 16.74

T17 | Nutri-Phite® + KCI (5.20 40.1a 20a 18.06abc 25.4abcde 8.66
Kg/ha + 20L /ha)

T18 | NPK (15-15-15) (200 Kg/ha) 18.2bcd 4.5bcde 17.65abc 8.6cdefg 5.16

T19 | NPK (15-15-15) (350 Kg/ha) 19.5bcd 4.6bcde 17.45bc 8.75cdefg 19.83

T20 Nutri-Phite® + Kendal® 46.8a 19.3a 18.07abc 25.00abcdef 17.45
((2400 mL/ha) + (20L /ha)

T21 | Aliette® (2 Kg/ha) 21bcd 6.3bcde 17.79abc 11.80bcdefg 17.45

T22 | Aliette® (2,40 Kg/ha) 18.7bcd 5.7bcde 17.55abc 9.20cdgfe 9.33

T23 | Aliette® (2,8 Kg/ha) 20.1bcd 4.3bcde 17.63abc 9.00cdefg 15.97

* Valores seguidos por las mismas letras no difieren significativamente, de acuerdo a la prueba de rango mdltiple de R-E-G-W

(P<0.05)
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Figura 28. Dispersion de medias de los 23 tratamientos de las variables incidencia y peso total de las raices de yuca
en las parcelas.

Componente 4: Seleccionar genotipos de yuca resistentes o tolerantes al CS para las zonas de estudio.

Colombia: Se hizo la evaluacién de los genotipos de yuca por su resistencia a CS determinando los sintomas en
campo y la calidad de las raices.

Los resultados obtenidos en el ensayo se presentan en los cuadros 10y 11. El ensayo 1 corresponde a los
genotipos HMC-1, Amarga, CM 1495-7, Cumbre 3, Plateada y Algodona (Cuadro 9) y en el ensayo 2 los genotipos
CM4574-7, Mper183, Roja, Mcol 1505, Negra, CM527-7, Verde y NIG 11 (Cuadro 10).

Cuadro 9. Promedios para las variables productivas y variables de la enfermedad obtenidos en los genotipos de
yuca del Ensayo 1.

Genotipo Variables productivas Variables enfermedad
Peso total Peso de Materia  No. de raices % Severidad Grado
de raices raices seca comerciales

comerciales
kg

HMC-1 58.6a* 80.0a 49.7a 72a 0.1a la

Amarga 54.1a 65.5ab 44.9a 41ab 2.7a la

CM1495-5 46.3a 53.8abc 33.0a 65ab 1.7a la

Cumbre3 35.1a 32.2bc 24.7a 46ab 3.8a la

Plateada 24.6a 22.75¢c 14.3a 40ab 0.1la la

Algodona 23.3a 26.5¢ 20.4a 30b 0.1a la

* Valores seguidos por las mismas letras no difieren significativamente, de acuerdo a la prueba de rango multiple de
R-E-G-W (P<0.05)

De acuerdo al andlisis de varianza, se observaron diferencias significativas (p<0.05) para las variables peso de
raices comerciales y nimero de raices comerciales en los genotipos evaluados en el ensayo 1 (tabla 7). El genotipo
HMC-1 present6 los valores mas altos para las variables productivas evaluadas en comparacion con los demas
genotipos. Los genotipos plateada y algodona presentaron los valores mas bajos para estas mismas variables. El
grado de severidad de la enfermedad de CS fue estadisticamente similar para todas las variables con un rango entre
0.1y 3.8.
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Cuadro 10. Promedios para las variables productivas y variables de la enfermedad obtenidos en las diferentes
variedades de yuca del Ensayo 2.

Genotipo Variables productivas Variables
enfermedad
Peso total de Peso de raices Materia No. de % Grado
raices comerciales seca raices Severidad
kg comerciales

CM4574-7 29.6a* 20.8a 3l.7a 38a 0.1d 1c
MPER183 21.9ab 18.9a 46.5a 26ab 0.1d 1c
Roja 16.1abc 12.5ab 33.4a 18abc 4.2cd 1l.1c
Mcol1505 17.2abc 11.4ab 38.8a 25abc 31.5b 2.2ab
Negra 16.9abc 11.8ab 35.9a 22abc 35.7ab 2.2ab
CM523-7 16.2abc 9.7ab 56.8a 20abc 23.7bc 1.8bc
Verde 6.7bc 2.3b 29.4a 4c 3.3cd 1.1c
NIG11 5.7c 2.0b 34.0a 5bc 53.5a 2.8a

* Valores seguidos por las mismas letras no difieren significativamente, de acuerdo a la prueba de rango multiple de
R-E-G-W (P<0.05).

De acuerdo al andlisis de varianza, se observaron diferencias significativas (p<0.05) para las variables peso total de
raices, peso de raices comerciales y nimero de raices comerciales. Los genotipos CM4574-7 y MPER 183
presentaron los valores mas altos para las variables evaluadas comparadas con los demds genotipos mientras que la
Verde y NIG11 mostraron los valores mas bajos para estas mismas variables. En cuanto al porcentaje de severidad y
grado de la enfermedad se observaron diferencias altamente significativas (p<0.0001) entre genotipos. Los genotipos
CM 4574-7 y MPER183 presentaron los valores mas bajos (0.1) de severidad de la enfermedad. Los genotipos NIG
11, Negra y Mcol 1505 presentaron los porcentajes y grado de severidad mas altos (ver figura 25y tabla 8).

En la figura 27 se observa el porcentaje de raices enfermas y sanas segun el genotipo evaluado. En el ensayo 1 el
genotipo HMC1 no presento raices con sintomas de la enfermedad por lo cual se considera que éste es el genotipo
mas resistente en comparacion con los demas genotipos evaluados los cuales si tuvieron presencia de raices
enfermas. Por su parte en el ensayo 2 los genotipos que presentaron menor porcentaje de raices con CS fueron
CM4574-7 y MPER183 mientras que los demds genotipos evaluados si presentaron altos porcentajes de raices con
sintomas de la enfermedad con valores de 40 y 75% aproximadamente.
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T 60% S 60% +— — — — — — —
o) )
o 40% o 40% 4— —o —
b S
g 20% e 20% +—+——"—"—— — —
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& S (O R A ey
Genotipos Genotipos
H Raices con sintomas de Cuero de Sapo m Raices con sintomas de Cuero de Sapo
Raices visiblemente sanas Raices visiblemente sanas

Figura 29. Distribucién porcentual del nimero de raices aparentemente sanas o con sintomas de CS en los genotipos
de Yuca evaluados en los ensayos 1 (derecha) y 2 (izquierda).
Costa Rica: El estudio se realiz6 en Santa Clara de San Carlos, en la finca La Cacaotera de la empresa PCl — Rojas

y Madrigal S.A, 300 Norte de la plaza de Deportes de Santa Clara de San Carlos : 10°21°45.47” Norte y 84° 31°01.80”
Oeste. El estudio se realizd en el periodo comprendido de Marzo 2011 a Diciembre del 2014.

El area sembrada de las parcelas fué aproximadamente de 5 metros de largo * 5 metros de ancho. En el centro de
la parcela se sembraron plantas de yuca libres de CS de los genotipos descritos en el cuadro No.1 y en los bordes
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estacas de yuca provenientes de plantas afectadas por CS del genotipo Valencia “mejorada” (in6culo). En total se
utilizaron 15 plantas de yuca como unidad experimental (Ver Figura 30).

Semilla  proveniente de
plantas enfermas (Grado 4)

Semilla proveniente de plantas sanas (sin
sintomas visibles en el campo)

Figura 30. Parcelas ensayo Resistencia Varietal a CS de Yuca.

Tratamientos con Germoplasma de yuca para evaluacion de CS: T1= T1. PER 183 (Precoz alta produccion), T2= T2.
MBRA 383(Precoz alta produccidn), T3= T3. CG-1450-4, T4= T4. CM 7640-7, T5= T5. SENORITA (Tardia), T6= T6.
VALENCIA (Testigo local Tardia)

Manejo de insectos plaga: Durante el ensayo se manej6 el control de insectos de forma racional que permitiera la
presencia de las plagas / insectos pero que no pusieran en riesgo la pérdida de las parcelas por el ataque de las plagas
y asi asegurar la diseminacion de la enfermedad

Las variables de evaluacion: 1. Severidad de la enfermedad segun escala 1-5 de CIAT.(Ver Figura 31). 2. Peso de
raices comerciales, 3. Peso de raices no comerciales, 4.NUumero de raices comerciales, 5. Nimero de raices no
comerciales, 6. Incidencia de la enfermedad

Por la diversidad de genotipos de yuca, algunos precoces otros tardios, se unific6 una sola cosecha.

Catergoria
Grado de los Sintomas observados
(% severidad) Sintomas
[] Planta sana Raices engrosadas y asintomaticas.
(0.1) Cascara delgada y flexible
1 Muy leves Raices engrosadas, con pocas fisuras o hendiduras en forma de labios y en
(10) pocas raices, cdscara levemente opaca v poco flexible
2 Leves Raices engrosadas, con pocas fisuras o hendiduras en forma de labios y en
(35) muchas raices, ciscara opaca y quebradiza
3 Meoderados Mayor niimero de fisuras o hendiduras en forma de labios en cualquier
parte de 1a raiz (zona basal, intermedia, distal), con leve disminucion del
(65) engrosamiento de las raices, con ciscara opaca y quebradiza.
4 Severos Presencia de red o panal en pocas o muchas raices, con moderada reduccién
(90) del engrosamiento de las raices. Ciscara gruesa, corchosa y quebradiza
5 Muy severos Presencia de red o panal en muchas raices, con severa reduccién del
engrosamiento de las raices y apariencia lefiosa o fibrosa. Cascara gruesa,
(100) corchosa y quebradiza.

Figura 31. Escala de evaluacion de CS. (Alvarez, E. et al, 2011)

Disefio experimental: El estudio se hizo con un disefio de Bloques completos al azar, utilizando el bloque como
repeticion. Cada parcela esta conformada por 15 plantas sanas y los cuatro bordes por plantas enfermas.

Analisis de resultados: Los resultados de las evaluaciones de la enfermedad asi como variables agronémicas de
produccion se analizaron mediante un analisis de varianza ANOVA con el programa SAS (Statistical Analisis System,
ver 6.12) y se realizaron pruebas de separacion de medias de Duncan y Tukey p<0.05.

RESULTADOS

Las condiciones climaticas para el desarrollo de la enfermedad del CS fueron propicias con temperaturas calidas y
abundante precipitacion con el incremento de las poblaciones de varios insectos. En la Figura 3, se observa la
época mas seca del afio que mantuvo condiciones célidas con temperatura entre 26 y 23 °C y precipitaciones de
hasta 131 mm diarios. La humedad relativa siempre superé el 80 %.
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Figura 33. Presencia de la enfermedad Cercospora viscosae (afiublo pardo) en plantas de yuca.

Cuadro 11. Cosecha, variables de rendimiento, severidad e incidencia de la enfermedad de CS en plantas de yuca.
INTA Mayo 2013.

GENOTIPO Rep. SANAS CUERO DE SAPO
No. PRIMERA No. SEGUN PRIMERA SEGUNDA
raices raices DA

PER 183 1 35 19.45 42 11.16 0 0
TRAT 1 2 25 16.42 20 5.76 0 0

3 32 20.45 56 12.885 0

4 32 19.93 36 9.82 0 0
MBRA 1 3 291 48 9.31 4(1) 18(0),10(3),10(4),10(5

)

TRAT 2 2 22 13.405 55 12.18 3(1) 0

3 28 16.68 99 20.45 9(1) 2(1)

4 37 17.47 91 19.29 0 0
CG1450-4 1 10 6.14 131 32.245 | 3(0),7(2) 40(0), 91(1)
TRAT 3 2 0 0 86 16.02 0 | 67(0),19(2)

3 12 6.74 100 13.12 6(0),4(1),2( 50(0),37(1),13(2)

2)

4 10 4.345 128 23.785 | 1(0),9(1) 25(0),103(1)
CM7640-3 1 32 19.17 79 17.98 13(0),19(1) 29(0),50(1)
TRAT 4 2 18 12.625 148 41.23 11(0),7(1) 109(0),36(1),3(2)

3 2 1.005 97 19.725 | 1(1),1(4) 70(0),22(1),5(5)
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4 14 8.385 101 20.025 | 4(0),8(1),2( | 70(0),23(1),8(2)
2)
SENORITA 1 28 15.875 50 7.63 13(0),2(2),6 | 20(0).2(2),14(3),14(4)
374
TRAT 5 2 4 3.005 40 8.86 | 2(0).2(3) 28(0),8(3),4(4)
3 9 9.93 18 3.325 | 4(0),5(1) 14(0),4(1)
4 9 6.07 34 7.275 | 4(0),1(1),3( | 19(0).6(1).8(2),1(3)
2),1(3)
VALENCIA 1 15 9.94 43 1153 | 5(0),9(1).1( | 18(0),10(1).1(2),14(5)
2)
TRAT 6 2 11 8.78 42 14.285 | 6(1),3(2),2( | 14(0),23(1),5(3)
3)
TESTIGO 3 19 11.525 20 4.69 13(0),6(1) 13(0),7(1)
4 8 4.38 19 3395 | 8(0) 14(0),5(1)
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Figura 34. Incidencia y severidad de la enfermedad CS en genotipos de yuca. Mayo, 2013.

Como se observa en la figura 5 los genotipos Sefiorita, Valencia y MBra 383 mostraron una incidencia de la
enfermedad entre 30 y 43% aunque con grado de severidad bajo, El genotipo PER 183 manifesté una alta tolerancia
al CS con menos del 5% de incidencia en grado 1. El genotipo CM 6740 (Reina) y CG1450-4 mostraron una tolerancia
intermedia al CS. La segunda cosecha se hizo en el mes de noviembre del 2013, cuando todas las plantas habian
cumplido su madurez fisiolégica para el llenado de raices.

Incidencia Cuero Sapo Severidad Cuero Sapo

ba
ba

bc

Porcentaje (%)/parcela
Vvalor Escaa 1-5/parcela

C

CM 7640 PER183 MBRA 383 C€G1450 Valencia Sefiorita

CM 7640 PER183 MBRA383 (CG1450 Valencia  Sefiorita

Figura 35. Incidencia y severidad de la enfermedad CS en genotipos de yuca. Dic, 2013

En la cosecha final se obtuvo un incremento significativo de la enfermedad en casi todos los genotipos evaluados a
excepcion de PER183 el cual ratifica su tolerancia o resistencia a la enfermedad. La incidencia se incremento entre
55y 27 % en los genotipos susceptibles, siendo el genotipo CG 1450 el de mayor incidencia y MBRA 383 el de menor
incidencia. Respecto a la severidad de la enfermedad, el genotipo Sefiorita mostré6 una alta severidad de la
enfermedad en la cual algunas parcelas obtuvieron valores de grado 4 en la escala del CIAT. EIl genotipo MBRA 383
no incrementd su incidencia ni severidad de la enfermedad pero ademas es el genotipo mas precoz que le permitiria
“escapar” de mayores niveles de la enfermedad.

Se sembraron estacas de yuca de las plantas cosechadas en el mismo sitio para mayor presion de in6culo. En los
bordes se sembraron estacas de yuca con sintomas de CS del genotipo Valencia Mejorada. La segunda siembra se
hizo en noviembre del 2013 y la cosecha en diciembre del 2014
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Figura 36. Incidencia y severidad de CS en genotipos de yuca. Segunda siembra. Dic 2014.

Figura 37. Sintomas de CS en las raices de Yuca.

En la segunda siembra se increment6 significativamente la incidencia de la enfermedad hasta 100% de las raices
afectadas en algunas repeticiones. Los genotipos Valencia y Sefiorita presentaron valores de mayor incidencia y
severidad de la enfermedad de 70% en el caso del genotipo Valencia.
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Figura 38. Numero de raices por planta en los genotipos de Yuca evaluados
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Figura 39. Rendimiento de la yuca por genotipo evaluado en el afio 2013 y 2014.
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En el primer ensayo se obtuvo una reduccién del rendimiento pero en la segunda siembra no hubo diferencias entre
tratamientos.

Conclusiones

1. Los genotipos de yuca Sefiorita, Valencia, MBra 383, CG 1450 y Reina (CM 6740-7) presentaron plantas
sintomaticas con CS. El genotipo Sefiorita presentd la mayor incidencia mas del 40% p<0.0001 seguido
por Valencia 30% y MBra383 23% p<0.0001

2. El genotipo de yuca PER 183 mostré diferencias estadisticas significativas con otros genotipos de yuca
evaluados. No mostro sintomas visibles superiores al grado en la escala de evaluacién de CS, con una
incidencia menor al 5% y una severidad de la enfermedad que no alcanzé 0.2 de la unidad segin escala de
evaluacion de CIAT 2012.

3. La severidad de la enfermedad CS fué superior estadisticamente p<0.0001 en el genotipo Sefiorita que
superé Valencia, CG1450-4, Reina y Per 183. No mostré diferencia respecto a MBra 383 que también
presento altos niveles de severidad de la enfermedad en el primer ciclo de cosecha.

4. Elrendimiento de los genotipos de yuca evaluados fue similar, Gnicamente el cultivar Sefiorita mostré un
rendimiento menor estadisticamente p<0.001

5. El nimero de raices del genotipo Reina y CG 1450-4 fué superior estadisticamente p=0.0001 comparado
con los otros genotipos con excepcién de MBra 383. En estos genotipos se logro hasta 9 raices por planta
en etapa de precosecha.

6. Laincidenciay severidad de la enfermedad se manifest6 en el primer ciclo de cosecha de genotipos de
yuca provenientes de cultivo de tejidos y sometidos a presion de indculo.

7. Laincidenciay severidad de la enfermedad se incremento en la segunda siembra de estacas provenientes
del cultivo anterior. La concentracién del fitoplasma en la planta aumenté de un ciclo o afio de cultivo al
otro.

8. Anivel de rendimiento no se observaron diferencias entre los tratamientos en la segunda siembra.

Paraguay:

El experimento se hizo en el Campo Experimental de Choré, ubicado en Choré, Departamento de San Pedro. El
periodo experimental tuvo una duracién de 14 meses.

El disefio experimental utilizado fué de bloques completos al azar con 6 tratamientos y 6 repeticiones; los tratamientos
consistieron en los genotipos que se describen en el cuadro 14. Como in6culo se utilizé el genotipo Can6 con sintomas
de la enfermedad.

Genotipos utilizados como tratamientos en el experimento. Choré, Paraguay. 2015. T1= Pomberi (Testigo), T2=
Canario, T3= Porotue, T4= Rama Ava, T5= Caranda’y, T6= Matambre

Los valores obtenidos fueron sometidos al andlisis de varianza ANOVA (Test F 5%) y la comparacién de medias a
través de Test de Tukey al 5%. Utilizando el Paquete de Disefios Experimentales de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Autonoma de Nueva Le6n México (FAUANL) 1994.

A. Numero de raices comerciales de yuca (Manihot esculenta)

En los genotipos Matambre y Pomberi (testigo) no se observaron diferencias estadisticas significativas de acuerdo a
los resultados de las medias obtenidas los cuales se presentan en el Gréfico 7.
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Tratamientos

Gréfico 7. Promedio del nUmero de raices comerciales. Choré — Paraguay. 2015.

28



FONTAGRO es patrocinado por //[A_ \3 g!.gw

FONTAGRO

Se observaron diferencias significativas en el nimero de raices comerciales entre los genotipos Matambre comparado
con Porotue, Rama Ava, Canario y Caranda’y, siendo la diferencia de 13.239, 13.791, 13.965 y 15.238
respectivamente.

B. Numero de raices no comerciales de yuca (Manihot esculenta).

El mayor namero de raices comerciales se obtuvo en el genotipo Caranda'y, en los otros genotipos fue inferior, la
diferencia entre Caranda’y y Matambre fue de 11.669 siendo no significativa estadisticamente.

Al comparar el genotipo Caranda’y con Porotue, Canario, Rama Ava y Pomberi, los resultados fueron
estadisticamente significativos siendo las diferencias 14.808, 17.996, 18.269 y 20.005 respectivamente. Los resultados
de los promedios se observan en el grafico 8 y el andlisis de varianza se presenta en el anexo 2.
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Grafico 8. Promedios del nimero de raices no comerciales. Choré — Paraguay. 2015

C. Peso deraiz comercial de yuca (Manihot esculenta)

Los resultados de los promedios obtenidos presentados en el grafico 9 muestran diferencias significativas entre los
genotipos Matambre con relacion a Pomberi, Rama Ava, Porotue, Canario y Caranda’y, siendo la diferencia en
rendimiento de Kg/ha de 4.514, 5437, 5.567, 8.034, 9.958 respectivamente.

Entre los genotipos Pomberi, Rama Ava y Porotue las diferencias fueron minimas y no fueron significativas
estadisticamente, asi mismo entre Rama Ava y Porotue y finalmente Canario y Caranda’y.

El analisis de varianza ANOVA (Test F 5%) se presenta en el anexo 3.
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Gréfico 9. Promedios del peso de raices comerciales. Choré — Paraguay. 2015.

D. Peso deraiz no comercial de yuca (Manihot esculenta)

En el grafico 4 se presentan las promedios del peso de raiz comercial correspondientes a cada tratamiento y el andlisis
de varianza ANOVA (Test F 5%) se presenta en el anexo 4.

Se observaron diferencias significativas entre los genotipos Caranda’y y Pomberi , luego con Canario y finalmente con
Rama Ava, siendo el peso de diferenciacién entre las mismas 1.597 Kg/ha para la primera, 1752 Kg/ha para la segunda
y 1.885 Kg/ha para la Ultima.
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No se observaron diferencias significativas entre los genotipos Caranda’y, Matambre y Porotue; ni entre Matambre,
Porotue, Pomberi, Canario y Rama Ava.
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Gréfico 10. Promedios del peso de raices no comerciales. Choré — Paraguay. 2015.

E. Peso en aguade laraizde yuca (Manihot esculenta)
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Gréfico 11. Promedios del peso en agua de la raiz. Choré — Paraguay. 2015.-

Con los promedios obtenidos y el resultado del Test de Tukey al 5% (Gréafico 5), no se observaron diferencias
significativas para esta variable.

El analisis de varianza ANOVA (Test F al 5%) se presenta en el anexo 5.

CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente: El genotipo Matambre produjo mayor nimero
de raices comerciales y mayor rendimiento. En cuanto al nimero y peso de raices no comerciales el genotipo
Caranda’y fue la de mejor produccién. Con relacion al peso en agua el genotipo Canario fue el de mejor produccion.

RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos se recomienda en trabajos futuros, y teniendo en cuenta que estos genotipos a

excepcion del Pomberi, son de ciclo largo (24 meses), prolongar el tiempo de cosecha para que puedan expresar su
potencial genético.
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implementadas

Componente Logros Resultado Pais
1. Analizar el impacto potencial actual y futuro del cambio climatico Mapas de distribuciéon 9 mapas Colombia (3)
sobre la enfermedad del CS y los vectores que la transmiten. actual, futuro 2020, 2050 Costa Rica (3)
Paraguay (3)
Potenciales vectores: 1 especie Colombia
Scaphytopious
marginelineatus, Macunola
n%ﬁ;?:';ggﬂ;lgocy binae y 3 especies Costa Rica
1 especie Paraguay
2. Implementar un sistema de produccién de semilla vegetativa Grupo 16Srlll 81 Secuencias en Colombia (18)
certificada mediante el uso de un sistema in vitro y de camaras Grupo 16Srlll, 16Srl (12) GenBank Costa Rica (16)
térmicas Grupo 16Srlll, 16Srl (15) Paraguay (47)
Investigadores capacitados 150 Colombia
en sintomatologia y 40 Costa Rica
deteccion 30 Paraguay
Plantas producidas por 37500 Colombia
termoterapia. 3020 Costa Rica
Paraguay
Agricultores capacitados en 300 Colombia
técnicas de multiplicacion 100 Costa Rica
rapida 367 Paraguay
Céamaras térmicas 5 camaras térmicas Colombia (3)

Costa Rica (1)
Paraguay (1)

Plantas In vitro producidas 12000 plantas de los Colombia
por técnica de yemas genotipos: MPER- Costa Rica
apicales 183, CM7640-7, Paraguay
CG1450-4, MBRA-
383, CM7514-
8,SM805-15, Sefiorita
y Valencia
Técnica de qPCR CIAT, INTA, TEC, Colombia
implementada IPTA Costa Rica
Paraguay
3. Evaluar el efecto de Inductores de resistencia para el control de Inductores de resistencia Kendal Colombia
Cs identificados KCL Costa Rica
Cuneb Forte Paraguay
4. Seleccionar genotipos de yuca tolerantes a CS Genotipos resistentes CM4574-7, MPER- Colombia
identificados 183 y HMC-1
MPER-183 y Reina Costa Rica
Mesai Paraguay

Discusion de resultados

Componente 1. Analizar el impacto potencial actual y futuro del cambio climatico sobre la enfermedad del CS
y los vectores que la transmiten, y ala vez, plantear un estudio epidemioldgico de la enfermedad en Colombia,
Costa Rica y Paraguay.

No hay una correlacion positiva entre variables climaticas de aquellas zonas donde se presenta la enfermedad con las
zonas donde la enfermedad nunca se ha reportado, lo que significa que factores climaticos influyen sobre la dispersion
de la enfermedad del CS. En los modelos de distribucion futura de la enfermedad 2020 y 2050 (Figuras 1y 2) se
observa que la enfermedad tiende a incrementar las areas afectadas a causa del cambio climatico posiblemente por
el incremento de nuevos nichos para el o los insectos vectores de la enfermedad, lo que permite a los insectos colonizar
nuevas regiones (Boudon & Maixner. 2007).

Se amplificaron fragmentos de peso molecular de 900pb utilizando cebadores especificos para la deteccion del
fitoplasma (16Srlll R16(111)F2/R16(111)R1) en los insectos Scaphytopius marginelineatus, Macunola ventralis, Typholocy
binae y Hortensia similis, identificados como insectos potenciales a transmitir la enfermedad colectados en campos de
yuca con presencia de sintomas de CS en raices. El género Scaphytopius se encuentra reportado como vector de
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fitoplasmas del grupo 16Srlll (Marques et al., 2012) a diferencia de los otros géneros de insectos descritos; Se reportan
vectores para los grupos de fitoplasmas 16SrA y 16SrB (Weintraub & Beanland., 2006).

Al hacer las extracciones de ADN de tejido vegetal de raices de yuca con sintomas tipicos de CS en Colombia, Costa
Rica, y Paraguay se determiné 100% de homologia con el fitoplasma 16SrllI-L reportado por Alvarez et al., 2009. Se
generaron 54 accesiones de los tres paises lo cual confirma la asociacién del fitoplasma 16Srlll con la enfermedad del
CS en Colombia, Costa Rica y Paraguay. Por otro lado Oliveira et al., 2014 report6 el fitoplasma 16Srlll-L asociado
con la enfermedad del CS en Brasil, resultado que confirma lo reportado en el proyecto.

Con el fin de mejorar la sensibilidad de la técnica de deteccion mediante PCR anidado se disefio una metodologia de
PCR en Tiempo Real utilizando sondas TagMan ©. La sensibilidad de la técnica de qPCR comparada con la PCR
anidada fue 1000 veces mas sensible evitando los falsos negativos (Baric et al.,2006).

Para cuantificar la cantidad del microorganismo en el tejido enfermo se utilizé la cuantificacion relativa, para lo cual se
prepararon estandares externos, utilizando como unidad de medida el nimero de copias del plasmido (Tatineni et al.,
2008) o concentracion del gen sintético en femtomoles. La utilizacion de un gen sintético facilita la elaboracion de la
curva estandar y la cuantificacion al evitar el proceso de clonacion.

La técnica de PCR en Tiempo Real se implement6 en Colombia, Costa Rica y Paraguay, técnica que va a permitir la
certificacion de material de siembra de yuca y de bancos de germoplasma de cada pais; convirtiéndose en la principal
estrategia para el control de CS en los tres paises.

Componente 2: Implementar un sistema de produccién de semilla vegetativa certificada, mediante el uso de
un sistemain vitro y de camaras térmicas.

El método de camara térmica para limpieza de fitoplasma en semilla de yuca tiene su fundamento en lo reportado por
Sforza et al., (2014) y European and Mediterranean Plant Protection Organization (2012) quienes reportan
tratamientos efectivos con termoterapia utilizando 50C por 45 minutos para el control de las enfermedades conocidas
como Elm Yellows (amarillamiento del olmo) y Flavescence dorée (Flavescencia dorada) las cuales afectan olmos y
uva respectivamente. La camara térmica entre las 10 am y 1 pm puede alcanzar una temperatura de 55C y teniendo
en cuenta que el proceso de propagacion masiva dura 1 mes, ninguna de las plantas expresa sintomas en campo de
Cs.

El método de propagacién masiva implementado en la camara térmica fue una adaptacion de lo reportado por Cock
(1997) quien describe la siembra de microestacas de dos nudos en condiciones de altas temperaturas y humedad,
luego los brotes generados se cortan y se ponen a enraizar en frascos con agua. El proyecto permitié modificar esta
metodologia haciéndola mucho mas eficiente y facil de utilizar al sustituir las miniestacas y eliminar el enraizamiento
en frascos con agua, proceso que es muy dispendioso. Con la camara térmica se pueden producir en 16 unidades
productivas 592 plantas cada dos semanas, produciéndose al afio hasta 11.500 plantas.

Componente 3: Evaluar el efecto de micronutrientes, fertilizantes y extractos vegetales sobre el
comportamiento de la enfermedad del CS en variedades locales.

Utilizando una dosis de Kendal de 2.400 ml /Ha es posible incrementar el rendimiento del cultivo de yuca en un 20%
y disminuir la incidencia del CS en un 10%, con una frecuencia de aplicacion de 20 dias. Romanazzi et al.,(2009)
reporta para la enfermedad de Bois Noir en el cultivo de uva un porcentaje de recuperacion entre 51% y 71% utilizando
el inductor Kendal con una frecuencia de aplicacion de 10 dias y una dosis de 2.5-4L/Ha.

El KCl es el elemento que la planta de yuca extrae mas que otro elemento; un buen cultivo extrae 100 kg/Ha 0 mas.
Cuando el potasio disminuye la calidad de la yuca se afecta: el contenido de materia seca y de almidon de las raices
disminuye y el cianuro aumenta. En Costa Rica se observé un incremento del rendimiento en los tratamientos con KCl,
lo cual ratifica que éste es un elemento esencial para la produccion de yuca (Cock., 1997).

Por otro lado el KCI podria llegar a tener un efecto bactericida en el suelo al acidificar el suelo disminuyendo su pH
evitando asi el desarrollo de las bacterias (Sylvia et al., 2005).

Componente 4: Seleccionar genotipos de yuca resistentes o tolerantes al CS para las zonas de estudio.

En Costa Rica el genotipo de importancia econémica “Valencia” presenta una alta susceptibilidad al CS encontrandose
cultivos con un 100% de incidencia. Teniendo en cuenta que el interés de Costa Rica es la exportacion de yuca, el
INTA identificé los genotipos Sefiorita, MBra 383, CG 1450-4, Reina (CM 6740-7), PER 183 como promisorios para
remplazar el genotipo “Valencia”. Sin embargo las evaluaciones realizadas en este proyecto demostraron que los
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genotipos VALENCIA, MBra 383 evaluados son susceptibles al CS, a excepcion del genotipo PER 183 que en dos
afios de evaluacion no mostro sintomas de la enfermedad.

En Colombia, el genotipo PER 183 mostré resistencia a CS, los genotipos HMC-1, CM 4574-7, y el genotipo local
Cumbre 3 mostraron tolerancia a la enfermedad. Dichos genotipos son promisorios para reemplazar el genotipo
susceptible MBRA 383 de uso comun en la zona de estudio.

Conclusiones

Componente 1.

e No se estableci6 una correlacion positiva entre variables climaticas de zonas donde se presenta la
enfermedad con las zonas donde la enfermedad nunca se ha reportado, lo que significa que factores
climaticos influyen sobre la dispersion de la enfermedad del CS.

e Enlos modelos de distribucion futura de la enfermedad 2020 y 2050 para los tres paises se observa que la
enfermedad tiende a incrementar las areas afectadas a causa del cambio climatico posiblemente por el
incremento de nuevos nichos para el o los insectos vectores de la enfermedad, o que permite a los insectos
colonizar nuevas regiones.

e La técnica molecular gPCR es muy especifica y reproducible para detectar el agente asociado a la
enfermedad CS y a través de ésta se logré determinar la presencia del fitoplasma 16SrllI-L en raices con
sintomas de CS en Colombia, Costa Rica y Paraguay, lo cual es importante ya que la identificacion del
microorganismo es el punto de partida para la implementacién de estrategias de manejo y certificacion de
material de siembra.

Colombia:

e Elinsecto Scaphytopius marginelineatus se identific6 como vector potencial de CS, se pudo establecer su
cria masiva en yuca y en frijol.

e Elinsecto Scaphytopius marginelineatus es un vector potencial del fitoplasma 16SrllI-L y debe ser tenido en
cuenta en los programas de manejo de la enfermedad, especialmente en los meses de julio a septiembre,
cuando sus poblaciones se incrementan en campo.

e El insecto Scaphytopius marginelineatus adquiere el fitoplasma 16Srlll después de un periodo de
alimentacion de 96 horas en plantas de yuca infectadas con el patégeno.

Costa Rica:

e En Costa Rica se identificaron como vectores potenciales del fitoplasma 16Srlll-L los insectos Macunola

ventralis, Typholocy binae y Hortensia similis.
Paraguay:
e En Paraguay se identific6 como vector potencial del fitoplasma 16SrllI-L insectos de la familia cicadellidae

Componente 2: Implementar un sistema de produccion de semilla vegetativa certificada, mediante el uso de
un sistema in vitro y de camaras térmicas.

El proyecto permiti6 modificar esta metodologia haciéndola mucho mas eficiente y facil de utilizar al sustituir las
miniestacas y eliminar el enraizamiento en frascos con agua, proceso que es muy dispendioso. Con la cAmara térmica
se pueden obtener en 16 unidades productivas 592 plantas cada dos semanas, produciéndose al afio hasta 11.500
plantas.

Componente 3. Evaluar el efecto de micronutrientes, fertilizantes y extractos vegetales sobre el
comportamiento de la enfermedad del CS en variedades locales
Costa Rica: El tratamiento KCL presenta mayor efecto como fertilizante aumentando la produccién.
e Conforme se incrementa la enfermedad en la planta, se reduce la produccion, todos los tratamientos
superaron al testigo en produccion pero la enfermedad se ve enmascarada.
Paraguay
e Los inductores de resistencia evaluados comparados con el Testigo no mostraron diferencias entre si la
incidencia, numero y rendimiento de raices comerciales y no comerciales.
e Los inductores de resistencia Kendall y Cuneb Forte fueron los que mostraron un resultado superior
relacionado al peso de raiz en agua, pudiendo ser utilizados dependiendo de la disponibilidad del producto
en el mercado local

33



FONTAGRO es patrocinado por //[A_ \3 g!.?m

FONTAGRO

Colombia

e Utilizando una dosis de Kendal de 2.400 ml /Ha es posible incrementar el rendimiento del cultivo de yuca en
un 20% y disminuir la incidencia del CS en un 10%, utilizando una frecuencia de aplicacion de 20 dias.
Componente 4. Seleccionar genotipos de yuca resistentes o tolerantes al CS para las zonas de estudio.
Colombia
e En Colombia el genotipo PER 183 mostr6 resistencia a CS, los genotipos HMC-1, CM 4574-7, y el genotipo
local Cumbre 3 mostraron tolerancia a la enfermedad. Estos genotipos son promisorios para remplazar el
genotipo MBRA 383 de uso comun en la zona de estudio.
Costa Rica
e Los genotipos de yuca Sefiorita, Valencia, MBra 383, CG 1450 y Reina (CM 6740-7) presentaron plantas
sintomaticas con CS. El genotipo Sefiorita presentd la mayor incidencia mas del 40% p<0.0001 seguido por
Valencia 30% y MBra383 23% p<0.0001
e EIl genotipo de yuca PER 183 se diferencié estadisticamente de todos los demdas materiales sin
manifestacion de sintomas visibles superiores a la escala No. 1 de evaluaciéon de CS con una incidencia
menor al 5% y una severidad de la enfermedad que no alcanzé 0.2 de la unidad segln escala de evaluacion
de CIAT 2012.
e Laseveridad de la enfermedad CS se manifestd superior estadisticamente p<0.0001 en el genotipo Sefiorita
que superd Valencia, CG1450-4, Reina y Per 183. Sin diferenciarse respecto a MBra 383 que también
presento altos niveles de severidad de la enfermedad en la primera época de cosecha.

Recomendaciones

. Confirmar el roll que cumple el insecto en la diseminacion de la enfermedad.

. Desarrollar estrategias de control del insecto vector de la enfermedad con el fin de detener la diseminacion
de la enfermedad a causa del cambio climético.

. Implementar métodos moleculares de diagnéstico en campo del fitoplasma 16Srlll-L de facil manejo, bajo
costo y alta sensibilidad.

. Transferir la tecnologia de camaras térmicas a un mayor numero de paises.

. Transferir las tecnologias desarrolladas: multiplicacion masiva de semilla limpia en cdmaras térmicas,

genotipos resistentes, uso de inductores de resistencia a agricultores afectados por CS en otros paises de
centroamérica.
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/A portabe field -free planting material

‘CIAT Blogroll
A portable field pathogen detection system for disease-free planting s
material ([==] mettas

2014 by sfermands

When it comes to preventing disease damage to crops, time is of the essence - but 50 is accuracy. Thi is why growers @' ey
and crop experts need nd identify agents in the field without
having to wait several days for laboratory resutts.

e

%

In a pioneering effort to meet this need, CIAT cassava scientist Bizabeth
Alvarez has

loped with her team a
system. About the size of a small toolbox, it ffers an immediate ‘yes”
‘or "no” answer concerning the presence of particular pathogens in
cassava fields.

“Contaminated planting materials are the main reason for rapid disease
outbreak. particularly in vegetatively propagated crops like cassava.”
said Alvarez. This is why we developed a ki that is sensitive enough
for testing of seed and other planting materials to make sure they are
disease free”

To use this portable system requires only minimal training. in contrast

with the more laborious methods used by skilled personnel to datect

pathogens in sophisticated laboratories. The system works on the basis
isothermal

Full view of portable field pathogen detection

systam Search News by Date:

tachnique thas detecs plant pthogens by amplifyingthe arges mucleic 3 sequence rapidly at a constant LS M

temperature without the use of 2 thermal cycling machine. This enables the system to test pathogens that cannot be TS

is the case with & i

The kit consists of a small metallic box with  small solar panel on top, which is connected to a 12V battery inside. i die)

where there is also a voltmeter with an on-off switch, a miniature heated water bath, and a test kit. The test kit 25 [25HEay) 28
o

includes Iyophilized primers designed for the specific disease, one micro pipette to drain the samples, 0.2-ml micro
centrifuge tubes, and mini envelope-sized pouches to evaluate 40 samples.

To determine the presence of a particular pathogen. you take
a small sample from any part of the test plant, create a
suspension with the buffer. add it to the reaction tube with a
specific primer, and insert this into the water bath. After an
hour. you can determine the result based on changes in color
that indicate the pathogen's presence or absence.

“It has taken a long time to design a pathogen detection
system like this: it's really 2 dream come true.” said Alvarez.
“We want to make this system more useful for farmers in
developing countries, especially women. 5o they have their
own means to ensure that planting materials are disease free.”

Alvarez and her team initially designed the system to detect
cassava frog skin disease associated pathogen, but they
expect to adapt it for detecting other diseases of root and

Interior view of the portabls fild pathogen detection
system

4 comments

tuber crops as well.

The metabolism of carbohydrates in roots of cassava
(Manihot esculs c ntz) infected with frogskin disease
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First report of hypovirulence hetween a reovirus and phytoplasma
168rIII-L associated with frogskin disease of cassava (Manihiot esculenica
Crantz)

E. ALVAREZ (1), J. M. Pardo (1)

(1) CIAT, Cdli, Colombia

Fhytopathol ogy 104(Suppl. 33:83.7

Frogskin disease attacks cassava roots, giving them a cork-like appearance
and covering them with longitudinal “lips”. It reduces wield by as much as
90%. Causal agents of the disease are believed to he phytoplasma 165¢111-L
and areovirug (CFSV). However, for more than 20 vears, the role that each
agent plays in the disease was unkmovm. The gPCR technique, involving
TagMan® probes, was ueed to evaluate the presence of both phytoplasma and
reovirus in 158 stakes (vegetative seed) cut from cassava plants infected with
frogskin disease. In 41 77% of samples, only the phytopl asma was detected
and, in 13.29%, only the virus was found Both microorganisms were found
together in another 22.52%, while, for the remaiming 2242%, neither
microorgamsm was detected. The stakes were then planted in a screenhouse
and harvested after § months of growth. Flants in which both reovims and
phytoplasma were detected showed a vield increase 0£20%, areduced level of
seventy by 30%, and fewer diseased roots, compared with those plants in
which oly the phytoplasma was detected. The finding that the phytoplasma’s
pathogenicity should weaken in roots carrying both reovirus and phytoplasma
suggested the phenomenon of hypovirulence. Viruses wath double-stranded
RNA {dsRNA) are extensively found in assodiation with hypowindlence of
fungi. However, this is the first report of a virus wath dsRNA causing
hypowirulence in a phytoplasma

A real-time PCR assay to detect and gquantify 16SrIII-L and 16Srl
phytoplasmas associated with cassava frogskin diseasein Costa Rica and
Paraguay

J. M PARDO (1), M. J. Truke (1), L. Cardozo (2), I. Varela (3), E. Alvarez (1)
(13 CIAT, Palmira Colombia (2) Instituto Paraguayo de Tecnologia Agraria
(IPTA), Asuncion, Paraguay; (3) Tecnologico de Costa Rica sede San Carlos
(TEC), Quesada, Costa Rica

Phytopathology 105(Buppl. 13813

Cassava has the ability to grow on marginal lands, it tolerates drought, and 1t
can prow in low-fertility soil. Several diseases, including cassava frogskin
disease (CFSD), threaten the sustainability of cassava production. Recently,
this disease was discovered to be associated with infection by phytoplasmas of
groups 163rIl1-L and 168r]. The disease is exponentialy propagated through
asexual seed, creating a demand for disease-free planting materials. Two
Taigh an® probes were designed for the microorganismes, based on the rp gene
(165r1I1-L phytoplasma) and 165 rRNA gene (16511 phytoplasma). We used
qPCR to obtain a sensitivity that was 100- and 1,000-fold higher than that
ohtained from nested PCR. In Paraguay, phytoplasma helonging to groups
168r11I-L and 165r] was detected in the localities of Caaguazy, Isla Solg and
Barrientos Cue. In Costa Rica phytoplasma from group 165rIII-L was
detected in the localities of Aguas Zarcas, Pital, Los Lagos, La Merced, Los
Chiles, Algjuela, Fortuna, and Gudpiles. The CFSD symptoms observed in
Paraguay were less severe than those observed in Costa Rica, where
phytoplasma group 16Sr111-L showed greater disease severity. With the PCR
technique, both phytoplasmas could be detected and cassava planting certified
disease-free, thus allowing germplasm exchange.

Yol 105 (Supplement 1), No. 3, 2015 513

A portable field pathogen-detection sysiem for disease-free planiing

materiak

E.ALVAREZ (1), 1. M. Pardo (2), ML 1. Truke (2)

(1) PhytopathologistfCTAT, Cali, Colorbia, (2) CIAT, Cali, Colorbia
Phytopathology 105(Suppl. 13:51.5

The metaholisn of carbohydrates in roots of cassava (Manifot escrlenic
Crantz) infected with frogskin disease

E Alvarez (1), J. M. Pado (2}, D. Dufour (3) J. L Moreno (2) E
ALVAREZ (3)

(1) CIAT, Cali, Colombia, (Z) CIAT, Pdmira Colombia; (3) CIRAD-CIAT,
Palmira Colombia

Phytopathology 104(Suppl. 3837

Cagsava roots with symptoms of frogskin disease (CFSD) characteristically
possezs longitudinal “lips”™ and a peel that has a cork-like aspect. Vields,
comprizing bulked and starchy roots, are low. Prewious studies reported that
the phytoplasma 16 StIII-L is associated with CFSD. However, the plant—
pathogen interaction and the pathogenic effects on the host are unknown. The
sudy’s objective was therefore to discover the changes occumng in the
metabolism of carbohydrates in cassava roots, both in the presence and
ahsence of symptoms. Samples were taken from healthy and diseased roots of
two cassava vaneties: Valencia and Seflonta The diseased roots were selected
for different levels of severity of attack Parameters were dry matter content
and concentrations of organic acids, reducing sugars, and totd sugars, using
HPLC liqud chromatography. Maic acid was found to bhe more highly
concentrated in diseased roots, correlating with the amounts of reducing and
total sugars, particularly fructase (7 = 95%). Because of the small quantity of
stored starch, the percentage of dry matter in diseased roots is less than that
found in healthy roots. That is, in the diseased roots, starch probably converts
into fructose and glucose during the Krebs cycle. These findings contmbute
towards understanding the pathogenic effects of phytoplasma 16 2rIII-L in
cassava roots attacked by CFED. They are aso consistent with reports on
phytoplasmas attaclang other plant species

In vitro wolation of a phytophsma associated with frogskin dikease of
cassava (hlanifhot esculonta Crants)

C. & BETANCOURTH (1), J. M Pardo Carcia (2), M. J. Truke Arango (2),
I.E. Mufioz (3), E. Alarez (2)

(1) Universidad de Harifio, Palmire, Colozabia; (2) CIAT, Palmira, Colombia;
(3) Universidad Macional, Palmira, Colombia

Phytopathology 105(5uppl. 10516

In Colombia, frog skin diseass is a limiting factor of the cassava crop, causing
az much ag B0%, losees of oots, Recent studies at CIAT, Colombia, ndicate
an assocliation of a phytoplasma with diseased plants. To advance knowledge
on the disease and the role of the phoytoplasima in its developrent, thiz stady
aims o isolate the mictoorganism i vifre. Fragments of roots, petioles, stems,
leaves, and embryos from diseased casava plants were planted in
Phytoplasraa i wifro higuid medine (PivL) and mevbated at 25°C. When the
Pl changed color from red to orange, an aliguot of 50 pL was then
transferred to Phytoplasraa i vigre solid medinm (PriS). This medinm was
kept under anaerobic conditions and at one abmosphere at 95% N and 5% C.
The presence of phytoplasmas was verifled, using the techniques of nested
PCE, gPCE, BFLP, and secuencing. Moreover, optical and transreission
electron microscopy was used to examine the solid medium. The Pl
redinre changed color between 5 and 10 daye when root and embryn tissues
were used, and colones on PiwS were observed afer 12 to 15 daye. The
molecular tests showed 450-bp bands with primers M2, polymorphic
patterns sirdlar to those of group II1, and sequences with 99% homolog v with
cassava frogskin disease phytoplasma from both media. Photographs of
colonies of 1-rum diameters (205) were also taken. Pleomorphic cells without
walls and measwring betoeen 0.5 and 2 mierons were obtained from the sohd
mediure. This is the first report on the isolation of a phytoplasma associated
with cassava frogskin disease, using an artificial culture roediura.

Cassava frogskin disease is characterized by the presence of woody roots that
are cotk-like, brittle, and opague. The peel is thick and will not Lift off easily.
It is marked by lip-like depressions that join each other in such a way as o
reserible a net or honeyvorb. The diseass disserainates through the use of
wvegetative seed from fields of infected cassava. & diagnostic techrdgue is
needed that will guarantee cassava seed health in the field. The use of deep
seuencing indicated that the best region for developing primers for the loop-
mediated isothermal arplification kit (LAMP) is the 165 tDHA gene because
it is a tandem region (more than one copy of the gene per cell) that is
polymorphic for different phytoplasma groups. For LAMP  reactions,
flnorochrore hydroxymaphthol blue, which does not need observation under
UV light, was nsed. For reactions in the field, a prototype incubator was
developed, imvolving a 5-W solar panel, 12V 124h battery, voltarmeter, and

jol 108 (Supplement 1), Mo 3, 2018 518
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2014 Caribbean Division Meeting
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APS-CPS Joint Meeting
0.~ 13+ Minncapolis, MIANCSOERU.5.A.
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