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Distribucién del Virus de la hoja amarilla de la cafia de aztcar en Cuba

Osmany de la C. Aday Diaz', Maria de la Luz La O-Hechavarria",
Maria de los Angeles Zardon Navarro', Eida Rodriguez Lema", José Maria Mesa Lépez",
Yaquelin Puchades Izaguirre'!, Javier Delgado Padrén', Félix René Diaz Mujica’

'Estacion Territorial de Investigaciones de la Cafia de AzUcar Centro Villa Clara. Autopista Nacional Km 246, Ranchuelo,
C.P.53100, Villa Clara, Cuba. Correo electronico: directora@dcitma.vcl.cu.
"Instituto de Investigaciones de la Cafia de AzUcar (INICA). Carretera CUJAE Km 1 1/2. Boyeros, C.P. 19390. La Habana.
Cuba. E-mail: mesa@inica.azcuba.cu; lao@inica.zcuba.cu. "Estacion Territorial de Investigaciones de la Cafia de Azucar
Oriente-Sur. 'VEstacion Provincial de Investigaciones de la Cafia de Azlicar Mayabeque.

RESUMEN: El presente estudio tuvo el propdésito de determinar la distribucion del Virus de la hoja amarilla
(Sugarcane yellow leaf virus, SCYLV), en diferentes provincias del pais y las variantes genéticas presentes.
Se analizaron 35 campos (348 ha), de los cuales se tomaron 525 muestras de hojas en 13 cultivares comerciales.
La deteccion del virus se realizé por Inmunoimpresion de Tejidos y por Reaccién en Cadena de la Polimerasa
con Transcripcion Reversa (RT-PCR). Las muestras que resultaron positivas fueron utilizadas para identificar
las variantes genéticas por RT-PCR con cebadores especificos. En la mayoria de las provincias fue alta la
incidencia de sintomas asociados a esta enfermedad (82,29%). Se detectd, por primera vez, la presencia de
este patdgeno en areas comerciales de todas las provincias que cultivan la cafia de azlcar en Cuba. En la
mayoria de los cultivares infectados, se observé el mayor grado de severidad de los sintomas, asociada a esta
enfermedad. Se determind la presencia de tres variantes genéticas de SCYLV: BRA-PER, CUB y REU.
También se observaron infecciones mixtas de los genotipos BRA-PER + CUB y BRA-PER + REU.

Palabras clave: hoja amarilla de la cafia de azucar, SCYLYV, distribucion geografica, variantes genéticas.

Distribution of the Sugarcane yellow leaf virus in Cuba

ABSTRACT: The present study had the purpose of determining the distribution of the Sugarcane yellow
leaf virus (SCYLV) and its genetic variants occurring in different provinces of the country. Thirty five fields
were examined (348 ha), and 525 samples of leaves were taken in 13 commercial cultivars. Detection of the
virus was carried out by Tissue Blot Immunoassay (TBIA) and the molecular analysis by Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). The positive samples were used to identify the genetic variants by
RT-PCR with specific primers. In most of the provinces, the incidence of symptoms associated with this disease
(82.29%) was high. This is the first time that this pathogen has been detected in commercial areas of all the
provinces where sugarcane is cultivated in Cuba. In most of the infected cultivars, the highest severity grade
of the symptoms associated with this disease was observed. The presence of three genetic variants of SCYLV
was determined: BRA-PER, CUB and REU. Mixed infections of the genotypes, BRA-PER + CUB and BRA-
PER + REU, were also observed.

Key words: Sugarcane yellow leaf virus, SCYLV, geographical distribution, genetic variants.

INTRODUCCION (1, 2). Se considera una de las principales causas de

origen biético que pueden reducir sustancialmente el

La enfermedad «hoja amarilla de la cafia de azl-  rendimiento de la cafia de azlcar, junto al raquitismo
car» es causada por el Virus de la hoja amarillade la  de los retofios [Leifsonia xyli subsp. xyli (Davis et al.)
cafia de azucar (Sugarcane yellow leaf virus, SCYLV),  Evtushenko]; carbén [Sporisirium scitamineum

miembro de la familia Luteoviridae, género Polerovirus (Sydow)], escaldadura foliar [Xanthomonas albilineans



178

(Ashby) Dowson] y roya parda [Puccinia
melanocephala H. Sydow y P. Sydow) (3).

El sintoma mas caracteristico de SCYLV es el
amarillamiento del raquis o nervadura central de la hoja
por el envés y de la lamina foliar; necrosis desde el
apice de la hoja; expansion gradual del amarillamiento
desde la nervadura hacia los bordes y acortamiento de
los entrenudos terminales (4). En algunos cultivares se
produce también una coloracion rojiza sobre el haz de
la nervadura central de las hojas y, a su vez, presentan
amarillamiento en el envés. Estos sintomas no son es-
pecificos y pueden tener origen bidtico y abiotico (5).
Los grados Brix en jugo de la nervadura central de hojas
infectadas pueden ser de dos a tres veces mas altos en
plantas con sintomas que en plantas sanas (6).

Dos patégenos estan asociados a los sintomas de
amarillamiento, un virus y un fitoplasma (1), cuyos
sintomas son idénticos (7). El fitoplasma del amarillo
de la cafa de azlcar (Sugarcane yellows phytoplasma
0 SCYP) también esta asociado con los sintomas si-
milares de amarillamiento en cafia de azucar (1, 8),
estos incrementan su severidad en el periodo seco de
maduracién y cosecha de la cafia (9).

El virus se propaga por la plantacion de trozos de
semilla infectada y se transmite por los afidos
Melanaphis sacchari Zehntner, Rhopalosiphum maidis
Fitch, Rhopalosiphum rufiabdominalis Sasaki y Sipha
flava Forbes (Homoptera: Aphididae) (1, 10, 11).

Estan informadas diez variantes genéticas princi-
pales, descritas y nombradas de acuerdo al origen
geografico donde fueron determinados por primera vez
(BRA, CUB, COL, IND, HAW, PER, REU, CHN1, CHN2,
CHN3) (12, 13, 14, 15, 16, 17).

SCYLV esté presente en mas de 35 paises del
mundo (18) y su presencia en Cuba se establecio en

1999 a través del analisis de muestras de cafias man-
tenidas en la coleccion de germoplasma ubicada en la
provincia de Matanzas que expresaron sintomas (19).
Posteriormente, en muestras de esa coleccién, se
determiné también la presencia del virus (12, 20, 21);
sin embargo, no se ha realizado, hasta la fecha, nin-
guna prospeccion en areas comerciales.

El presente estudio tuvo el propésito de determinar
la distribucion del virus de la hoja amarilla en diferentes
provincias del pais y las variantes genéticas presentes.

MATERIALESY METODOS

La prospeccion se realizé durante los meses de
eneroy febrero de 2011, periodo durante el cual se
manifiestan los sintomas con mayor intensidad (9) y
abarc6 13 provincias (Artemisa, Mayabeque, Matan-
zas, Villa Clara, Cienfuegos, Sancti Spiritus, Ciego de
Avila, Las Tunas, Camagiiey, Holguin, Granma, San-
tiago de Cuba y Guantdnamo). Se muestrearon al azar
35 campos de cafia (de dos a tres campos por provin-
cia), entre 10y 12 meses, lo que permitié evaluar 13
cultivares comerciales.

Las muestras (con sintomas o asintomaticas) fue-
ron colectadas al azar en cinco puntos de cada campo
(Noroeste, Noreste, Medio, Suroeste, Sureste). Se
seleccionaron al azar tres tallos de plantas diferentes
en cada punto de muestreo (15 por campo), para un
total de 525 muestras, y se realiz6 el diagnéstico vi-
sualy la lectura del brix refractométrico del jugo extrai-
do del tercio basal de la primera hoja con cuello visible
(hoja +1).

Para establecer el grado de la enfermedad, se utili-
z0 la escala de 4 valores (Tabla 1) propuesta por Chinea
et al. (22).

TABLA 1. Escala de cuatro grados para evaluar la severidad de los sintomas asociados a la hoja amarilla de la cafia de
azlcar en Cuba./ Four grade scale for evaluating the severity of symptoms associated with yellow leaf in sugar cane in

Cuba
Grado  Descripcion

1 No hay evidencias de la enfermedad. No se observan sintomas de la enfermedad, brix refractométrico
del raquis de la hoja menor a 8.

2 Severidad baja. Coloracion amarilla en el raquis de la hoja por el envés, que puede abrirse hacia las
I&minas foliares; brix del raquis igual o mayor que 8 y menor igual que 14.

3 Severidad media. La coloracién amarilla ocupa toda la superficie foliar, se produce necrosis en las hojas
del &pice hacia abajo; brix del raquis de la hoja mayor que 14.
Severidad alta. La coloracién amarilla ocupa todo el follaje, la necrosis se extiende hacia el interior del

4 tallo y al sistema radical, pueden morir varias plantas de una cepa y cepas completas; brix del raquis de la
hoja mayor que 14.
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A partir de las 525 muestras de campo, para la de-
teccién del virus se seleccionaron al azar muestras de
las diferentes provincias, 89 hojas +1 en total, estas
fueron conservadas a 4°C hasta su andlisis en el labo-
ratorio. La deteccién del patégeno se realizé por
Inmunoimpresién de Tejidos (Tissue Blot Immunoassay
0 TBIA). Se agreg6 ala membrana un anticuerpo es-
pecifico policlonal de conejo anti-SCYLYV, gentilmente
donado por el Dr. Jean-Claude Girard, CIRAD, Francia
y se siguié el protocolo de Schenk et al. (23).

La deteccion molecular se realiz6 a 18 muestras
positivas por TBIA (seleccionadas al azar), mediante
Reaccién en Cadena de la Polimerasa con Transcrip-
cion Reversa (RT-PCR), con cebadores genéricos para
SCYLV: ScYLVfl (GACAGACTCGGCCAGTGGTC
GTG)y ScYLVr1 (GTAAGCCATTGTTGAACGCTGCG)
(2). Las muestras que resultaron positivas con
cebadores genéricos para SCYLV, se utilizaron para
identificar tres variantes genéticas del virus por RT-PCR
con los cebadores especificos descritos por Ahmad et
al. (12). Los cebadores especificos fueron: BRA-PERF:
AACTGCTGCGTCAGGCCCA y R: GACGAGCTTG
CGTTGTTTTTCT); CUB: F: GTGCTTCTCCCGG
CGGTTCACTy R: ATTCGAGAACAACCTCCGCCTC);
REU: F: CAAGCTTCTAGCGGGAATC y R: CAGTT
GCTCAATGCTCCACG). El tamafio de los productos
esperados de la amplificacion de SCYLYV fue de 362,
450y 905 pb, para las variantes genéticas BRA-PER,
CUBY REU, respectivamente.

La incidencia de los sintomas (expresado en por-
centaje), en muestras de campos con diferente nime-
ro de cosechas, se determiné por la siguiente férmula:

_ Tallosconsintomas
Total de tallos muestreados

Para determinar las diferencias entre el numero de
cortes o cosechas, en cuanto a la incidencia de sinto-
mas de la hoja amarilla en las muestras evaluadas, se
empleo la prueba de Kruskal-Wallis. Para establecer
la asociacién entre la presencia de sintomas de
amarillamiento y los resultados de la prueba TBIA para
SCYLV, se elabor6 una tabla de frecuencias (2 x 2) y
se realizaron las pruebas de Chi-cuadrado y Fisher
exacta.

RESULTADOS

Los sintomas relacionados con la presencia de la
enfermedad causada por SCYLV, se observaron en
todas las provincias y campos evaluados en 12 de
las 13 provincias evaluadas. Solo en Villa Clara, un
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campo del cultivar C87-252 result6é asintomatico, no
obstante, se determiné la presencia del virus en el
mismo por RT- PCR. Los resultados de laboratorio
por TBIA revelaron la presencia del virus en el 100%
de los campos con diagnéstico visual de las provin-
cias Artemisa, Mayabeque, Matanzas, Villa Clara,
Cienfuegos, Sancti Spiritus, Ciego de Avila, Camagiiey,
Granma, Santiago de Cuba y Guantanamo. En las
provincias Las Tunas y Holguin, la presencia del vi-
rus se detectd en el 50% y 75% de los campos eva-
luados, respectivamente.

Con la excepcion de Villa Clara, la incidencia de
sintomas asociados a la hoja amarilla fue superior al
70% en la mayoria de las provincias (Tabla 2). Se ob-
servo alta incidencia de los sintomas asociados a la
hoja amarilla (SCYLV) desde cafia planta, sin diferen-
cias significativas en relacién con otros campos con
diferente nimero de cosechas (Tabla 3).

El 85,39% de las muestras analizadas en el labo-
ratorio, para determinar la presencia del virus por TBIA,
resultaron positivas para SCYLV (Tabla 2). En diez de
las provincias muestreadas se detecto el virus en to-
dos los campos (Artemisa, Mayabeque, Matanzas,
Cienfuegos, Sancti Spiritus, Ciego de Avila, Camagiiey,
Granma, Santiago de Cuba y Guantanamo).

Se constato la presencia del virus en 12 muestras
asintomaticas (13,48%), mientras otras 11 (12,36%)
presentaron sintomas de la enfermedad; sin embargo,
resultaron negativas por TBIA.

En 12 de los 13 cultivares evaluados, se observa-
ron sintomas de la enfermedad (Tabla 4) y en la mayo-
ria de los casos se confirmé la presencia del SCYLV.
En el cultivar C87-252 no se observaron sintomas; no
obstante, las muestras sometidas a TBIA revelaron la
presencia del virus. Contrariamente en muestras con
sintomas del cultivar C88-380, el diagndstico serolégico
no detecto la presencia del virus.

No se encontrd asociacion estadistica entre la pre-
sencia de sintomas de amarillamiento y los resultados
de la prueba TBIA para SCYLV, de acuerdo a las prue-
bas de Chi-cuadrado (p=0,7204) y Fisher exacta
(p=0,4864).

Los cultivares que presentaron mayor grado de se-
veridad de los sintomas, atendiendo a la escala de
evaluaciony a la frecuencia observada, fueron C132-
81, C85-102, C86-12, C87-51, C88-380, C90-469 y
SP70-1284. En los cultivares con sintomas se observo
el mayor grado de severidad de los sintomas. La pre-
sencia de SCYLYV fue confirmada, ademas, por RT-PCR
en 18 muestras de los cultivares C85-102, C86-12, C86-
503, C87-51y SP70-1284 (Tabla 4).
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TABLA 2. Incidencia de sintomas asociados a la hoja amarilla y diagnostico de Virus de la hoja amarilla (SCYLV) por
provincias./ Incidence of symptoms associated with the yellow leaf and diagnostic of Sugarcane yellow leaf virus
(SCYLV) by provinces

Provincias Total de muestras SV (+) %SV (+) mLLZE?LSeDL DL (+) %()E)L ngal Ca::rgr? >
Campos DL(+)

Artemisa 45 41 91,11 11 11 100,00 3 3
Mayabegue 30 22| 7333 6 6 100,00 2 2
Matanzas 45 33| 7333 8 8 100,00 3 3
Villa Clara 45 20| 4444 8 5 62,50 3 2
Cienfuegos 30 28| 9333 3 3 100,00 2 2
S. Spiritus 45 45| 100,00 8 8 100,00 3 3
C. Avila 45 39| 86,67 8 8 100,00 3 3
Camagiiey 30 26| 86,67 12 10 83,33 2 2
Las Tunas 30 21| 70,00 5 1 20,00 2 1
Holguin 60 55| 9167 7 5 71,43 4 3
Granma 45 35| 77,78 7 6 85,71 3 3
S. de Cuba 45 39| 86,67 4 3 75,00 3 2
Guantanamo 30 28| 93,33 2 2 100,00 2 2
Total 525 432| 82,29 89 76 85,39 35 31

SV (+): Sintomas visuales positivos, DL (+): Diagnostico de laboratorio positivo por TBIA.

TABLA 3. Incidencia de sintomas asociados a la hoja DISCUSION

amarilla (SCYLV) en muestras de campos con diferente
namero de cosechas./ Incidence of symptoms associated
with the yellow leaf (SCYLV) in samples of fields with
different number of harvests

% de Incidencia

Numero de Tamafio de Rango Media
Cosechas Muestra Promedio Real
0 3 17,75 89,19
1 2 12,75 65,52
2 9 17,85 86,26
3 10 12,72 74,60
4 4 20,37 94,55
6 4 15,50 82,46
10 3 10,50 80,56

Valor-P = 0,67662

Las variantes genéticas BRA-PER, CUB y REU del
virus fueron encontrados en 7 (38,8%), 10 (55,5%) y 3
(20%) de las 18 muestras procesadas, respectivamente.
En la provincia de Sancti Spiritus se determinaron las
tres variantes. Se encontraron infecciones mixtas de BRA-
PER + CUB y BRA-PER + REU en las provincias de
Matanzas y Artemisa, respectivamente (Tabla 5).
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Se determind, por primera vez, la presencia del vi-
rus de la hoja amarilla (SCYLV) en todas las provincias
gue cultivan la cafia de azucar en Cuba. La alta inci-
denciade SCYLV en las muestras analizadas en este
estudio, se puede atribuir a la existencia de cultivares
comerciales susceptibles, proximidad de fuentes de
inéculo, dinamica del vector (Melanaphis sacchari
Zehntner) y la propagacion a través de material vegetal
infectado. En la mayoria de los cultivares comerciales
evaluados, se observé el mayor grado de severidad de
los sintomas.

Desde la pasada década, se publicaron en Cuba
varios articulos sobre la alta incidencia de sintomas
asociados a SCYLV y SCYP, lo que indica la posible
existencia de fuentes de in6culo importantes de uno o
de ambos patégenos.

En el 2005, se informd una incidencia de 16,8 a
39% de infeccion por SCYP en nueve provincias de
Cuba (8). Posteriormente, en Villa Clara se determin6
una incidencia de los sintomas en el 47,09y 32,6% de
los campos evaluados en los afios 2005 y 2006, res-
pectivamente; mientras que en Cienfuegos, en el afio
2005 fue del 38,68%. Se registro la presencia de estos
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TABLA 4. Grados de desarrollo de los sintomas de la hoja amarilla (SCYLV) por cultivares y su confirmacion por
TBIA y RT-PCR./ Grades of development of yellow leaf (SCYLV) symptoms, by cultivars and their confirmation by
TBIA and RT-PCR

Grado mas Mayor Total muestras TBIA RT-PCR

Cultivar Frecuente Grado DL (+)y % (+)
C1051-73 3 4 4 4 (100)

C132-81 4 4 5 5 (100)

C85-102 4 4 1 1 (100)

C86-12 4 4 28 23(82,1) 9
C86-503 3 4 17 11 (64,7)

C86-56 3 4 3 3 (100)

C87-252 1 1 3 3 (100)

C87-51 4 4 9 8 (88,8) 1
C88-380 4 4 1 1 (100)

C90-317 3 4 6 6 (100)

C90-469 4 4 3 2 (66,6)

CP52-43 2 4 2 2 (100)

SP70-1284 4 4 7 7 (100) 6
Total 89 76 (85,39) 18

DL: Muestras seleccionadas al azar para Diagnéstico de Laboratorio.
TBIA (+) y %: determinacion por TBIA en muestras seleccionadas al azar.
RT-PCR (+): determinacion por RT-PCR en muestras positivas por TBIA seleccionadas al azar.

TABLA 5. Variantes genéticas de la hoja amarilla (SCYLV), detectados en diferentes provincias y cultivares en areas
comerciales./ Genotypes of the yellow leaf (SCYLV) detected in commercial areas in different provinces and cultivars

NUmero de muestras infectadas por genotipos de SCYLV Namero

Provincia Cultivar BRALPER+ BRA.PER + total de

BRA-PER CUB REU CUB REU muestras
Artemisa SP70-1284 4 0 1 0 1 6
Mayabeque C86-12 0 2 0 0 0 2
Matanzas C86-12 0 1 0 0 0 1
Matanzas C85-102 0 0 0 1 0 1
Villa Clara C86-12 0 1 0 0 0 1
Cienfuegos C86-12 0 2 0 0 0 2
S. Spiritus C86-12 1 1 1 0 0 3
Camagliey C86-503 0 1 0 0 0 1
Granma C87-51 0 1 0 0 0 1
Total 5 9 2 1 1 18

sintomas en el 73,66 y 83,07% del area evaluada en
Villa Clara en los afios 2005 y 2006, respectivamente;
y en el 91,45% del area evaluada en Cienfuegos en el
afo 2005. La provincia de Cienfuegos presentd mayor
incidencia y severidad de los sintomas, en un amplio

rango de cultivares, principalmente en C1051-73, C87-
51, C120-78, SP70-1284, C86-12, C0997 y C132-8 (24).

La presencia de muestras con sintomas asociados
a SCYLVy negativas por TBIA, podria estar relaciona-
da con la baja concentracion del virus en muestras
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con sintomas y falta de sensibilidad para su deteccion
por esta técnica de diagnéstico. También puede ser
atribuido a otras causas, entre ellas a la presencia del
fitoplasma que causa el «amarillamiento de la hoja»
(SCYP), aspecto informado anteriormente (8).

Los resultados sugieren ademas, que es preciso el
diagndstico de laboratorio para confirmar la presencia
o no del virus y que la escala de evaluacion visual solo
es aplicable para estimar la severidad de los sinto-
mas, que pueden estar asociados tanto al virus SCYLYV,
como al fitoplasma SCYP.

Las técnicas de diagndstico moleculares tienen
mayor sensibilidad que los métodos inmunoquimicos,
pero estos Ultimos son mas econémicos, debido a la
posibilidad de procesar un nimero mayor de muestras
diariamente, con sensibilidad y especificidad acepta-
ble (21). La combinacién de diferentes métodos de la-
boratorio, como los empleados en este estudio, otros
como el diagndstico molecular fluorescente en tiempo
real [Real-time fluorescent (TagMan) RT-PCR assay] y
gRT-PCR para determinacion y cuantificacion del virus
(quantitative real-time RT-PCR assay (QRT-PCR) (25,
26), es la mejor manera de conseguir el diagndstico
exitoso de enfermedades en los campos comerciales
para desarrollar las estrategias de manejo adecuadas.

Estos resultados revelan la distribucion en el pais
de tres variantes genéticas del virus: BRA-PER, CUB
y REU; esta Ultima se detecta por primera vez en Cuba,
por lo que constituye un nuevo informe sobre la distri-
bucion mundial de esta variante.

La distribucion en el mundo de BRA-PER sugiere
gue la hoja amarilla fue causada originalmente por esta
variante genética, la que se propag6 por todo el mundo
através de material de plantas infectadas, incluyendo
varias introducciones del virus, cuando el agente cau-
sal alin no habia sido identificado y detectado por cua-
rentena vegetal (12). La presencia en Cuba del virus y
de las tres variantes, puede deberse a estas causas.
En el pais, los métodos de diagnéstico no estuvieron
disponibles hasta el afio 2009, lo que indica la posible
incorporacion de material genético infectado de otros
paises a la coleccién de germoplasma. A su vez, la
propagacion del virus y sus variantes, afio tras afio, en
areas de semilla y plantaciones comerciales, al me-
nos desde 1999 cuando se inform6 de su presencia
por primera vez (19), fue favorecida por la presencia del
vector M. sacchari y la inexistencia de métodos de
control eficientes para la erradicacién del virus a través
del sistema de produccion de semilla certificada.

Anteriormente, fue informada la presencia de dos
variantes genéticas del virus, nombrados BRA-PER y
CUB, en muestras de los cultivares C132-81y Ja64-11
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procedentes de Cuba, enviadas a Montpellier, Francia,
durante una pesquisa internacional (12). BRA-PER es
la de mayor distribuciéon en elmundo (1, 12, 27) y CUB
fue encontrado ademas en Brasil, Colombia y
Guadalupe; mientras que hasta la fecha, REU solo
fue detectada en Brasil, Guadalupe, Mauricio, Barba-
dosy enlslaReunion (1, 12). La variante genética CUB
posee alta incidencia en los cultivares localmente ob-
tenidos en Colombia (12). En Guadalupe, REU es el
mas comun en cultivares locales obtenidos por el pro-
grama de mejora de ese pais (28). La distribucién geo-
grafica limitada de CUB y REU es atribuida a la
interaccion patdgeno - hospedante - vector - ambiente,
y por consiguiente, las diferentes evoluciones histori-
cas del virus (12). Estudios posteriores deberan reali-
zarse para determinar la existencia o no de otras va-
riantes genéticas informadas en otras localidades del
mundo y el impacto de estas en la produccion de cafa
de azlcar en Cuba.

Esta enfermedad puede causar afectaciones impor-
tantes y los dafios dependen del cultivar y de la épo-
ca. En Hawai se determiné que SCYLV reduce en 30%
el numero de tallos, la biomasa en el 29% y en 26%
las toneladas de azUcar por hectarea en el momento
de la cosecha, después de los 11 meses (29).
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