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RESUMEN

Laroya naranja de la cafia de azticar (Saccharum spp.), causada por Puccinia kuehnii (Kriiguer) Butler, es
considerada una de las enfermedades mas importantes debido a las pérdidas en el rendimiento agricola en
plantaciones comerciales susceptibles. Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar la respuesta de cultivares
de cafia de azlcar a esta enfermedad en condiciones de casa de cultivo. Se inocularon plantas de dos
meses de cultivo con una suspension de esporas obtenidas a partir de pustulas en hojas del cultivar ‘C01-
227’ colectadas en la region central de Cuba. Previo a la preparacion del in6culo, fue confirmado al microscopio
optico y por reaccién en cadena de la polimerasa la presencia de P. kuehnii. Las condiciones empleadas
para el experimento permitieron identificar respuestas diferenciales de los cultivares a la infeccién por P.
kuehnii. Algunos cultivares mostraron resistencia al hongo a través de interacciones no compatibles con una
tipica respuesta hipersensible. En otros casos se observaron diferentes grados de susceptibilidad en los que
vario el periodo de latencia de la enfermedad.
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Characterization of sugarcane cultivars response to orange rust in
greenhouse

ABSTRACT

Sugarcane orange rust, caused by Puccinia kuehnii (Kriiguer) Butler, is considered one of the most
important diseases, due to losses in agricultural yields in susceptible commercial plantations. The objective
of this work was to characterize the response of sugarcane cultivars to orange rust in green house
conditions. Sugarcane plants of two months old were inoculated with spore suspension obtained from
pustules on sugarcane leaves (‘C01-227’) with orange rust symptoms. Previously to inoculum preparation,
P. kuehnii occurrence were confirmed by optical microscopy and polymerase chain reaction techniques.
The experimental conditions used allow identify differential response between sugarcane cultivars to P.
kuehnii infection. Some cultivars showed to be resistant to the fungus through interactions incompatible
with a typical hypersensitive response. In other cultivars, different grades of susceptibility with significant
differences in latency period of the disease was observed.
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INTRODUCCION almacenar sacarosa en el tallo. Su cultivo cubre

un area de més de 25.4 millones de hectareas
La cafa de azlcar (Saccharum spp.) es uno en mas de 130 paises y territorios, con una
de los cultivos més productivos en todo el produccion de mas de 1 800 millones de
mundo debido a su mayor eficiencia en la  toneladas anuales (G6mez—Merino et al.,
actividad fotosintética y su capacidad para  2014).
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Este cultivo semiperenne cuenta con una
amplia gama de cultivares en explotacion, lo
cual unido a la extensa area que ocupa, hace
gue esta poacea se encuentre expuesta de
manera continua a la accién de factores
ambientales y agentes biolégicos que afectan
negativamente su produccién y rendimientos
(Cortegaza, 2013).

El nimero de patégenos detectados en la cafia
de azuUcar se ha incrementado
considerablemente en los dltimos afos,
ademas de extenderse de manera notable a
los que existian con anterioridad (Perera, 2011).

Una de las enfermedades que ha presentado
mayores niveles de propagacion en las Ultimas
décadas es la roya naranja de la cafia de
azucar causada por Puccinia kuehnii (Kriiguer)
Butler. Posee una amplia distribucion, y se ha
informado su presencia en mas de 35 paises
ubicados en varios continentes. Su propagacién
desde que fue informada por primera vez en
Norteamérica hasta Sudamérica, fue rapida (dos
afios y medio) en comparacion con la distribucion
de la roya parda (Funes et al., 2010).

En Cuba, Aday et al. (2010) y Pérez et al.
(2012), confirmaron en condiciones naturales
la infeccién por P. kuehnii en varios cultivares
comercialesy progenitores de interés en areas
experimentales y de produccion. Sin embargo,
no se conoce cudl es la respuesta fenotipica
de los cultivares comerciales de importancia
en el pais a esta enfermedad.

Aunqgue la roya naranja no constituye por el
momento una enfermedad principal en Cuba,
es necesario desarrollar estudios que brinden
mayor conocimiento sobre la resistencia y
permitan mejorar las estrategias de prevencién
y control. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar larespuesta de cultivares de cafia
de azucar a P. kuehnii de ocho cultivares de
importancia comercial en Cuba y otros cinco
en estudio mediante inoculacién artificial en
condiciones de casa de cultivo.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal
Se emplearon plantas de los cultivares ‘Q124’

y ‘CP72-2082’ como controles susceptibles
(Magarey et al., 2005; Ovalle et al., 2010), los
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cultivares comerciales ‘CP52-43’, ‘'SP70-1284",
‘C323-68',‘C1051-73’,'C86-12", ‘C86-56', ‘C90-
469’,'C95-414', el cultivar en estudio ‘C01-227".
También se incluyeron el cultivar ‘B4263’ y los
mutantes de este ‘IBP8518’, ‘IBP8830’,
‘IBP8719' y ‘IBP8917’ resistentes a Puccinia
melanocephala H. Sydow y P. Sydow seguln
Oloriz et al. (2011).

El material vegetal para la plantacién de los
cultivares se obtuvo del banco de semilla
original de la Estacién Territorial de
Investigaciones de la Cafia de Azlcar Centro
Villa Clara (ETICA Centro Villa Clara)
perteneciente al Instituto de Investigaciones de
la Cafa de Azucar (INICA). Los mutantes de
‘B4362’ se obtuvieron del Instituto de
Biotecnologia de las Plantas (IBP) de la
Universidad Central Marta Abreu de las Villas.

Se prepararon 320 bolsas plésticas con una
mezcla de compost y zeolita como sustrato en
una proporcién 80:20. De cada cultivar se
plantaron 20 yemas (una por bolsa). El manejo
agronomico de las plantas se realiz6 segun las
normas y procedimientos del programa de
mejoramiento genético de la cafia de azlcar en
Cuba (Jorge etal., 2011) bajo condiciones de casa
de cultivo en el IBP. Alos 60 dias posteriores a la
plantacién se seleccionaron 10 plantas por
cultivar para su inoculacién con P. kuehnii.

Diagnéstico de P. kuehnii

Las muestras se tomaron de hojas de plantas
adultas del cultivar ‘C01-227’ con sintomas
caracteristicos de roya naranja colectadas en
el Bloque experimental de la ETICA Centro Villa
Clara. Previo a la preparacion del indculo, se
realizé un diagnéstico por microscopia Optica
a muestras procedentes de campo para
confirmar la presencia de P. kuehnii. Para ello
se analizaron las caracteristicas de las
uredosporas (color, tamafio y forma) con el
empleo de un microscopio Gptico (Olympus).

También se realiz6 el analisis molecular de P.
kueehnii por Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (RCP) con los cebadores PkPm-
F (AAGAGTGCACTTAATTGTGGCTC) y
PkPm-R (TCCCACCTGATTTGAGGTCT)
(Glynn et al., 2010). Estos cebadores permiten
amplificar la regién intergénica (ITS) de las dos
especies de roya de la cafia de azlcar con
productos esperados de tamafios diferente:
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585 pb (pares de base) para P. melanocephala
y 606 pb para P. kuehnii. EI ADN se extrajo de
tejido foliar con presencia de pustulas y de
uredosporas acorde con el protocolo de
extraccion in situ propuesto por Xin et al. (2003).

El andlisis molecular se repiti6 a las plantas
infectadas en condiciones de casa de cultivo
después de la Ultima evaluacion.

Inoculacién de P. kuehnii

El inéculo se preparé a partir de uredosporas
colectadas de pustulas en hojas del cultivar ‘C0O1-
22'7. Se aplicaron 250 pl de una suspension
acuosa (4-5x10° uredosporas ml?) con una
micropipeta en la hoja enrollada. El riego de
agua por microaspersion se aplico a partir de
las 2 horas posteriores a la inoculacion vy
continud con una frecuencia de dos veces al
dia y una duracién de 10 min cada uno. Las
condiciones de la casa de cultivo fueron luz
solar y temperaturas media de 20-25°C. Se
inocularon diez plantas por cultivar y el
experimento se repitio tres veces.

Evaluaciones

Después de la inoculacidn, las plantas fueron
observadas diariamente para determinar el
periodo de incubacién (dias comprendidos
entre la inoculacién y la aparicidon de los
primeros sintomas visibles observados en mas
del 50% de las plantas) y el periodo de latencia
(dias transcurridos entre la inoculacion y la
esporulacidon en al menos una pustula en el
50% o mas de las plantas) (Martins, 2010;
Pérez, 2013).

Para las evaluaciones de la respuesta de los
cultivares a la inoculacién artificial con el
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patégeno se tomé como referencia la escala
de cinco grados descrita por Sood et al. (2013)
gue se presenta en latabla 1. El grado asignado
fue el de mayor frecuencia de apariciéon en la
poblacién y superior al 80% de los individuos
inoculados. Las plantas se evaluaron a los 30
dias posteriores a la inoculacion.

A los 30 dias de la inoculacion, se realiz6 el
conteo de pustulas. Para ello, se empled una
camara digital (Cannon) con la cual se tomaron
imagenes de las hojas +1 y +2 (Van Dillewijn,
1952), en el &rea de inoculacién. Las imagenes
fueron procesadas en el programa ImageJ 1.43u
(Abramoff etal., 2004; Ferreiray Rasband, 2012),
para cuantificar el nimero de pustulas por cm?,
medir las dimensiones (largo y ancho) (mm) y
calcular el &rea que ocupa la pustula.

El procesamiento estadistico de los datos se
realiz6 mediante el programa STATGRAPHICS
Plus 4.1. Al no cumplirse los supuestos de
normalidad de los datos y homogeneidad de
varianzas se emplearon las pruebas de
Kruskall-Wallis y Mann-Whitney, para un grado
de significacion de p<0.05. Para agrupar los
cultivares infectados por P. kuehnii de acuerdo
con las dimensiones de las pustulas, se realizé
un andlisis de clasificacién automatica, donde
se utiliz6 el método de la Mediana y la distancia
Euclidiana, como criterio de agrupamiento se
tuvo en cuenta no fusionar grupos demasiado
lejanos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El diagndstico de P. kuehnii tanto por
microscopia 6ptica como por la reacciéon en
cadena de la polimerasa confirmo la presencia
del patégeno en las hojas del cultivar ‘C01-227".
Las uredosporas observadas al microscopio

Tabla 1. Escala de clasificacion de la respuesta a P. kuehnii en el cultivo de la cafia de aztcar

propuesta por Sood etal. (2013).

Escala de evaluacion  Clasificacion Caracteristicas
0 Resistente No se observan sintomas
1 Resistente Puntos cloréticos
2 Moderadamente Resistente Lesiones naranja-carmelitas
) 1-5 pdstulas con esporulacién
3 Moderadamente Susceptible N
(produccion de uredosporas)
) 5 o0 méas plstulas con
4 Susceptible

esporulacién (necrosis en la hoja)
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Optico presentaron las caracteristicas tipicas
de P. kuehnii con un color naranja-amarilllo,
abundantes espinas, dimensiones entre
29.21-40.87 pm de largo y 14.6-26.76 um de
ancho (Figura 1) lo cual coincidié con la
descripcidn realizada por Tamayo et al.
(2014) en la region oriental de Cuba y Dixon
etal. (2010).

El empleo de los cebadores PkPm propuestos
por Glynn et al. (2010), amplific6 una banda de
talla esperada de 606 pb correspondiente al
fragmento ITS de P. kuehnii y que fue
ligeramente superior en talla al fragmento
amplificado a partir del ADN de P.
melanocephala (Figura 2). La banda de 606 pb
se obtuvo tanto para las muestras de roya
naranja colectadas en el campo como para las
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pustulas obtenidas como resultado de la
inoculacién en las condiciones de este
experimento.

Las condiciones empleadas para el
experimento y el método de inoculacién
permitieron observar diferencias en la
respuesta de los cultivares a la infeccion por P.
kuehnii (Tabla 2). Para todos los cultivares
estudiados, los primeros sintomas visibles
(puntos cloréticos) fueron observados después
de los 4 dias posteriores a la inoculacion (dpi),
y oscil6 entre 4 y 8 dpi. En el cultivar 'IBP8518’
se retardd la presentacién de los primeros
sintomas hasta el octavo dia posterior a la
inoculacion, antecedido por ‘IBP88-30’, ‘C323-
68, ‘C1051-73' y ‘CP52-43’, en los cuales
fueron observados al sexto.

Figura 1. Uredosporas de P. kuehnii obtenidas del cultivar
‘C01-227’ observadas al microscopio optico.
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Figura 2. Producto de amplificacion de la regiéon ITS de P. kuehnii y P.
melanocephala con los cebadores PkPm. Carrileras del 1 al 3 muestras
procedentes de campo, 1) pustulas de roya naranja en el cultivar ‘C01-227’, 2)
pustulas de roya parda del cultivar ‘B4362’, 3) esporas de pustulas de roya naranja
en el cultivar ‘C01-227’, 4) control negativo. Carrileras del 6 al 9 muestras obtenidas
de plantas inoculadas en condiciones de casa de cultivo; 6 y 8 tejido foliar con
pustulas de roya naranja, 7'y 9 uredosporas de roya naranja, 5y 10 marcador de
peso molecular (GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas).
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Tabla 2. Parametros monociclicos de P. kuehnii en diferentes cultivares de

cafia de azlcar.
Cultivar Periodo de incubacion Periodo de latencia
(dpi) (dpi)
‘CP72-2086' (C) 4 16
‘Q124’ (C) 4 14
‘CP52-43 6 16
‘SP70-1284" 5 14
‘C323-68’ 6 21
‘C1051-73 6 18
‘C86-12’ 4 16
‘C86-56’ 4 )
‘C90-469’ 4 i
‘C95-414 4 16
‘C01-227 4 14
‘B4362' 4 14
‘IBP8518’ 8 i
‘IBP8717 4 i
‘IBP8719’ 4 18
‘IBP8830’ 6 i

dpi: dias después de la inoculacién, C: Control susceptible

El periodo de latencia de la enfermedad, varié
entre 14 a 21 dpi para aquellos cultivares que
completaron el ciclo de infeccion de P. kuehnii.
La duracién de este periodo se extendi6 a 18
dpien‘IBP8719'y‘C1051-73' y hasta 21 dpien
‘C323-68'. Los cultivares ‘C90-469’, ‘C86-56',
‘IBP87-17', ‘IBP8830' e ‘IBP8518’ se
caracterizaron por presentar respuestas
similares a la hipersensibilidad y no
completaron el ciclo de la enfermedad en el
periodo evaluado.

Estos resultados no concuerdan con los
informados por Pérez (2013) quien evalué los
parametros monociclicos de dos cultivares de
cafia de azucar en Brasil bajo dos regimenes
de temperatura (22 y 25°C). Este autor
encontré que el periodo de incubacion fue 9 dpi,
mientras que el periodo de latencia para rangos
similares de temperatura fue de 11 dpi. Sin
embargo, Giacomini (2013) hall6 diferencias
significativas entre cultivares brasilefios en
cuanto al periodo de incubacion (15 a 17 dpi) y
latencia (18-22 dpi), y atribuy6 sus resultados
a las bajas temperaturas referidas durante la
investigacion, que influyeron en la germinacién

de las esporas y desarrollo inicial del patégeno.
Comparando los resultados previamente
informados con los encontrados en este trabajo
se consideré que los periodos de incubacién y
latencia para el desarrollo de la roya naranja
deben estar influenciados ademés por otros
factores ambientales como la intensidad de la
luz y en gran medida las bases genéticas de
cada cultivar en estudio.

Los resultados del conteo de pustulas/cm?
unido a las caracteristicas de las lesiones
observadas en cada cultivar permitieron asignar
el grado de resistencia a P. kuehnii (Tabla 3).
Los cultivares con mayor produccion de
pustulas resultaron ‘C01-227’, ‘C86-12'y ‘CP52-
43, con diferencias significativas con el cultivar
control de susceptibilidad ‘Q124'.

Se observaron diferencias significativas entre
los cultivares en relacién con las dimensiones
de las pustulas formadas en cada uno de ellos
después de la inoculacion bajo condiciones de
casa de cultivo, ello indica una expresion
diferencial en la interaccién hospedante
patégeno (Tabla 4).
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Tabla 3. Nimero de pustulas de P. kuehnii formadas en los diferentes cultivares de cafia de aztcar
y el grado de resistencia determinado en condiciones de casa de cultivo.

Cultivar Pustulas/cm? Grado Resistencia a P. kuehnii
(media) Rango medio

‘CP72-2086'(C) 19.9 199.8 bc 4 S
‘Q124'(C) 9.7 170.0 cd 4 S
‘CP52-43’ 24.3 220.3 ab 4 S
‘SP70-1284’ 22.1 197.9cd 4 S
‘C323-68’ 8.4 164.7 cd 4 S
‘C1051-73 10.6 162.1 d 4 S
‘C86-12' 24.8 2495 a 4 S
‘C86-56' 0 79.0 e 2 MR
‘C90-469’ 0 79.0 e 2 MR
‘C95-414 18.2 206.0 bc 4 S
‘C0o1-227 32.4 248.0 a 4 S
‘B4263’ 13.3 168.4 cd 4 S
‘IBP8518’ 0 79.0 e 1 R
‘IBP8717’ 0 79.0 e 2 MR
‘IBP8719’ 21.8 205.4 bc 4 S
‘IBP8830’ 0 79.0 e 1 R

Dentro de columnas, valores seguidos por diferentes letras indican diferencias significativas seguiin
la prueba Kruskall — Wallis/ Mann-Whitney para p<0.05

Tabla 4. Dimensiones de pustulas de P. kuehnni en cultivares de Saccharum spp. inoculados
artificialmente en casa de cultivo.

Largo de las pustulas Ancho de las pustulas Area de las pustulas

(mm) (mm) (mm?)
Cultivar
) ) ) Rango ) Rango
Media Rango medio Media ] Media ]

medio medio
‘CP72-2086’ 1.154 139.45de 0.208 103.33 de 0.015 100.18 fg
‘Ql24’ 1.067 105.30e 0.207 105.80 de 0.017 114.28 ef
‘CP52-43’ 1.776  298.17 a 0.302 216.42 ab 0.043 286.55 a
‘SP70-1284’ 1.238 170.15cd 0.282 137.68 cd 0.026 133.12 de

‘C323-68’ 0.832 31.98f 0.275 192.92 b 0.013 75.33 ¢
‘C1051-73’ 1.343 202.67 bc 0.282 190.97 b 0.026 194.18 bc
‘C86-12’ 1.130 130.15e 0.335 254.13 a 0.027 21353 a
‘C95-414’ 1.295 182.75cd 0.265 179.72 bc 0.023 172.63 cd
‘C01-227 1466  232.73b 0.353 252.08 a 0.036 250.23 a
‘B4263 1.156 139.77 de 0.202 94.27 e 0.018 131.97 e
‘IBP8719’ 1.277 187.38 ¢ 0.201 93.18 e 0.023 148.48 d

n=330 (30 pustulas por cultivar)
Dentro de columnas, valores seguidos por diferentes letras indican diferencias significativas
segun las pruebas Kruskall — Wallis/ Mann-Whitney para p<0.05
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De particular interés fue el hecho de que las
dimensiones de las pustulas de P. kuehnii
(largo, ancho, &rea) de los cultivares controles
de susceptibilidad ‘Q124'y ‘CP72-2086’ fueron
significativamente menores que en el cultivar
comercial ‘CP52-43'y que el cultivar en estudio
‘C01-227'. Segun el anélisis de conglomerado
(Figura 3), los cultivares ‘C01-227'y ‘CP52-43’
formaron un grupo de susceptibilidad superior
a los controles. Estos Ultimos se agruparon
junto a los cultivares comerciales ‘C1051-73’,
‘C95-414’, 'SP70-1284’ y ‘C86-12’, en este
grupo de menor susceptibilidad se encontraron,
ademaés, ‘B4362’ y el mutante ‘IBP87-19'.
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El 69% de los cultivares estudiados resultaron
susceptibles a la enfermedad con diferencias
entre ellos en cuanto a las dimensiones, area
de las pustulas, asi como el nUmero de estas.
Una respuesta diferente caracteriz6 a los
cultivares ‘C90-469’ y ‘C86-56" con moderada
resistencia, apreciandose el desarrollo de
pequefias lesiones sin esporulacidon. Los
cultivares ‘IBP8518’ y ‘IBP8830’ fueron resistentes
a P. kuehnii ya que el desarrollo de los sintomas
fue limitado a pequefios puntos cloréticos que
posteriormente formaron bandas o manchas
cloréticas (similar a una respuesta hipersensible)
sin formacion de pustulas (Figura 4).
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Figura 3. Analisis de conglomerado para el agrupamiento de los
diferentes cultivares atendiendo a las dimensiones de las pustulas.
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Figura 4. Grado de resistencia a P. kuehnii de tres cultivares de cafia de azlcar
segun la escala de Sood et al. (2013) en condiciones de casa de cultivo. Las fotos

fueron tomadas a los 16 dpi.
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Aunque existen insuficientes estudios sobre la
herencia de la resistencia alaroya naranja de
la cafia de azucar, Klosowski et al. (2013)
plante6 que es determinada por un gen principal
y varios genes que actlan cuantitativamente.
Teniendo en cuenta este conocimiento, se
pudiera explicar la respuesta hipersensible de
estos cultivares, probablemente determinada
por un gen de resistencia R, asi como aquellos
moderadamente resistentes puede ser el
resultado de la contribucion cuantitativa de otros
genes que aportan a la resistencia a la roya
naranja en cafia de azlcar. No obstante, es
necesario continuar los estudios que
profundicen en aspectos de la genética de la
resistencia en cafia de azucar a P. kuehnii.

CONCLUSIONES

El método de inoculacién empleado y las
condiciones del experimento permitieron la
caracterizacion de los cultivares de cafia de
azlcar segun su respuesta a la infeccién por
P. kuehnii. Se encontraron variaciones en el
periodo de incubacién y el periodo de latencia,
asi como el grado de resistencia a la
enfermedad entre los cultivares. El cultivar
‘C01-227’ presentd mayor nimero de pustulas
por cm?, mayores dimensiones y area de las
pustulas, con respecto a los controles
susceptibles ‘Q124’' y ‘CP72-2086’, por lo que
puede ser considerado un control para
experimentos similares. Los cultivares
‘IBP8518’ y ‘IBP8830’ resistentes a P. kuehnii,
yaquellos con moderada resistencia (‘C90-469’
y ‘C86-56'), pueden ser fuente de resistencia a
la roya naranja de la cafia de azucar para el
mejoramiento genético del cultivo.
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