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RESUMEN

Laroya naranja [Puccinia kuehnii (W. Kruger) E. J. Butler] de la cafa de azlicar (Saccharum spp.) constituye
una enfermedad de importancia potencial para la agricultura cafiera cubana. Sin embargo, en condiciones
naturales la presencia de sintomas no ha mantenido estabilidad en los focos de infeccion lo cual dificulta la
evaluacion de la respuesta fenotipica de resistencia de los cultivares a esta enfermedad. El presente trabajo
se realizé con el objetivo de establecer un protocolo para seleccionar cultivares de cafia de azlcar por su
resistencia a roya naranja en casa de cultivo. Incluye los cultivares de referencia, la fuente de in6culo,
caracterizacion morfologica y molecular de las uredosporas de P. kuehnii, condiciones de inoculacion y
método de inoculacién, variables para evaluar la respuesta de las plantas inoculadas y su clasificacion segiin
el grado de resistencia a P. kuehnii.
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Protocol for selecting orange rust resistant sugarcane cultivars by
artificial inoculation in greenhouse

ABSTRACT

Orange rust [Puccinia kuehnii (W. Kruger) E. J. Butler] from sugarcane (Saccharum spp.) is a disease of
potential importance for Cuban sugarcane farming. However, under natural conditions, the presence of symptoms
has not maintained stability in the foci of infection, which makes it difficult to evaluate the phenotypic resistance
response of the cultivars to this disease. The present work was carried out with the objective of establishing
a protocol to select sugarcane cultivars for their resistance to orange rust in the greenhouse. Includes,
reference cultivars, source of inoculum, morphological and molecular characterization of P. kuehnii uredospores,
inoculation conditions and inoculation method, variables to evaluate the response of the inoculated plants and
their classification according to the degree of resistance to P. kuehnii.
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INTRODUCCION evolucién de enfermedades en el mundo cafiero

y en Cuba en particular, ha tenido un crecimiento
El efecto de las enfermedades en la cafia de  vertiginoso en las Ultimas décadas y lo que es
azucar (Saccharum spp.), como en otros mas importante aln, se ha incrementado al
cultivos ha sido una de las principales causas mismo tiempo la intensidad con la que atacan
de pérdidas en la industria azucarera. La las plantaciones (Mesa et al., 2016).
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Una de las enfermedades mé&s importantes
para la cafia de azlcar, es la roya naranja
ocasionada por Puccinia kuehnii (W. Kruger)
E. J. Butler, ya que se encuentra distribuida
en casi todas las regiones productoras del
mundo (Pérez, 2014). Presenta un elevado
potencial de dafio sobre cultivares
susceptibles y causa disminucién en los
rendimientos de este cultivo, con las
consecuentes pérdidas econémicas para los
productores cafieros.

P. kuehnii es un hongo biotréfico (Virtudazo
et al., 2001), que se caracteriza por causar
lesiones foliares que cuando maduran
rompen la epidermis de la hoja y afectan la
superficie foliar (Magarey, 2000).
Condiciones favorables, caracterizadas por
la ocurrencia de ciclos alternos de lluvia con
dias secos y la presencia de rocio durante
las nochesy parte de la mafiana favorece la
infeccion, produccion de esporas y
diseminacion de la enfermedad (Barrantes y
Chavarria, 2008).

En Cuba, la roya naranja es considerada de
importancia potencial, estudios realizados
por Pérez etal. (2012) y Aday et al. (2014) en
condiciones naturales de infeccién, muestran
gque la presencia de sintomas no ha
mantenido estabilidad en los focos de
infeccién informados, por lo que consideraron
que el comportamiento epifitiolégico de la
enfermedad ha sido inestable para estas
condiciones. Esto sugiere la necesidad de
establecer métodos eficientes y reproducibles
gue permitan un monitoreo mas preciso de la
respuesta de la planta P. kuehnii para la
posterior seleccién cultivares de cafia de azlcar
resistentes a la roya naranja.

En estudios previos en casa de cultivo se
identificaron respuestas diferenciales de
cultivares de cafia de azlcar a la infeccién por
P. kuehnii (Valdés et al., 2016) que variaron
desde resistencia al hongo a través de
interacciones no compatibles a diferentes
grados de susceptibilidad.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto,
el objetivo del presente trabajo fue proponer un
protocolo para seleccionar cultivares de cafia
de azlcar por su resistencia a la roya naranja
mediante inoculacién artificial en casa de
cultivo.
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MATERIALES
Materiales bioldgicos

Como fuente de P. kuehnii se tomaron hojas
del cultivar ‘C01-227' con sintomas
caracteristicos de roya naranja.

Cultivares de cafia de azlcar (Saccharum spp.)

Se emplearan cultivares controles de
resistencia y susceptibilidad, asi como aquellos
que seran incluidos en la investigacién para
evaluar su respuesta a P. kuehnii. Se
recomienda utilizar los siguientes controles:

Controles de resistencia y susceptibilidad:

e Q124" susceptible en Australia (Magarey et
al., 2005)

e ‘CP72-2086': susceptible en Costa Rica y
Guatemala (Chavarria et al., 2009; Ovalle et al.,
2010)

¢ ‘C01-227": susceptible en Cuba (Aday et al.,
2016)

¢ ‘C90-469’: moderadamente resistente en
Cuba (Valdés et al., 2016)

¢ 'IBP8830': resistente en Cuba (Valdés et al.,
2016)

Materiales y equipos

1. Agua desionizada estéril

2. Agitador magnético

. Bandejas plasticas mediana

. Vaso de precipitado

. Bisturi No. 23

. Bolsas de polietileno (1000 g)

. Cdmara fotogréfica digital

. Cdmara de Neubauer (hematocimetro)

. Cesto o0 bandeja para desechos

0. Cuaderno de trabajo

11. Guantes

12. Higrotermografo

13. Hojas cuadriculadas

14. Lactofenol (fenol 20 g, acido l4ctico 20 g,
glicerol 40 g, agua 20 ml)

15. Luxémetro

16. Machete

17. Marcadores permanentes

18. Micropipetas 1000 pl

19. Microscopio 6ptico

20. PC

21. Papel de filtro

22. Pinzas
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23. Portaobjetos y cubreobjetos

24. Puntas estériles para micropipetas 1000 pl
25. Regla milimetrada

26. Tijeras

27.Tijeras de poda

28. Tapa boca

29. Tamizadora de compost

30. Sustrato (mezcla de compost y zeolita,
proporcién 80:20)

PRECAUCIONES Y
SEGURIDAD

MEDIDAS DE

Aunque P. kuehnii no se considera patégeno
para la salud humana se recomienda emplear
los medios de proteccién necesarios (guantes,
batas sanitarias, tapaboca) para la
manipulacién de este hongo fitopatégeno con
el fin de prevenir riesgos a la salud del personal
gue participe en el proceso de inoculacion.

PROCEDIMIENTO
Preparacion del material vegetal

1. Seleccionar material vegetal con el objetivo de
garantizar: semilla agdmica proveniente de cafa
planta, edad en el rango de 9 a 11 meses, pureza
genética (en correspondencia con la
caracterizacion de cada cultivar), adecuado
estado fitosanitario y vigor fisiol6gico que garantice
unaelevada capacidad de brotacién y crecimiento.

2. Seccionar el material vegetal en pequefios
esquejes de una sola yema. Esta técnica
permite obtener propagulos de mayor calidad
gue garanticen niveles altos de brotacion.

3. Colocar los esquejes sobre bandejas con
lamina de agua durante un periodo de 48 horas,
con cambio del agua cada 12 horas parala pre-
brotacién de las yemas.

4. Plantar los esquejes en bolsas de polietileno
(12.5 x 20.0 cm) con 1000 g de capacidad en
un sustrato compuesto de una mezcla de
compost y zeolita (proporcién 80:20).

Nota: Los esquejes deben ser colocados a una
profundidad que no sobrepase los 5 cm, en el
centro de la bolsa, evitando contacto con las
paredes del envase para que no se produzcan
dafos o retardo en el crecimiento de las yemas
ylograr uniformidad en la brotacién. Se sugiere
plantar entre 15y 20 esquejes de cada cultivar
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para lograr un alto volumen de plantas. Cada
bolsa debe identificarse con el c6digo de los
cultivares plantados.

5. Colocar el material vegetal en casa de cultivo
durante un periodo de 60 dias. Aplicar riego por
aspersion con una frecuencia de dos veces al
dia (mafiana y tarde) durante un periodo de 15
minutos cada. Durante este tiempo las plantas
deben alcanzar entre 25-30 cm de altura y de
4 -5 hojas activas.

6. Transferir las plantas a un cuarto de
inoculacion 7 dias antes de inocular (Figura 1a).
Se debe asegurar la iluminacién y el riego
uniforme de todas las plantas.

Nota: Se recomienda seleccionar 10 o méas
plantas de cada cultivar para lograr un
adecuado nimero de réplicas, que garanticen
resultados que reflejen de manera
representativa la respuesta del conjunto de los
cultivares a evaluar, bajo las condiciones
experimentales.

Preparaciéon del in6culo

1. Con el auxilio de un pincel, colectar
uredosporas de P. kuenhii de pustulas en hojas
de cafia de azucar del cultivar susceptible
‘C01-227’ (Figura 1b).

2. Diagnosticar mediante microscopia 6ptica
la presencia de P. kuehnii en las muestras
colectadas y la ausencia Puccinia
melanocephala Sydow (Figura 2).

Nota: Las pustulas o uridenios de P. kuehnii son
generalmente naranja a marrén amarillento,
lineales, hasta 1.5 mm de largo. Las
uredosporas de color (naranja-amarillo),
obovoides o piriformes, a veces elipsoidales,
de tamafio muy variable, 25-57 x 17-34 um, con
paredes doradas a naranjas o canela-marrén,
de 1-2 ym de espesor lateralmente, pero
usualmente con un pronunciado
engrosamiento apical de 5 ym o mas. Las
esporas son moderadamente equinuladas
(CABI, 2016). Mas detalles de las pustulas y
uredosporas de P. kuehnii que las diferencian
de P. melanocephala se muestran en la
Figura 2.

3. Confirmar, segun las posibilidades, la
presencia de P. kuenhii a través de diagndstico
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molecular. Para ello se recomienda la
extraccion del ADN total de uredosporas o de
tejido foliar con presencia de pustulas acorde
con el protocolo de extraccién in situ
propuesto por Xin et al. (2003). La Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (RCP) se
realizara con los cebadores PKPM-F
(AAGAGTGCACTTAATTGTGGCTC)y PKPM-
R (TCCCACCTGATTTGAGGTCT) segln
(Glynn et al., 2010).

Nota: Estos cebadores permiten amplificar un
fragmento de ADN de la region ITS de las dos
especies de roya de la cafla de azlcar con
productos esperados de tamafios diferente: 585
pb (pares de base) para P. melanocephala y 606
pb para P. kuehnii.

4. Preparar una suspension de esporas con agua
destilada, con la ayuda de un pincel, directamente
en un vaso de precipitado. El volumen de
suspension dependera del nimero de plantas
empleadas en el experimento (Figura 1b).

5. Homogenizar la suspensién con el empleo
de un agitador magnético a baja velocidad,
durante un periodo de 2 a 3 min. Determinar la
concentracion de inéculo a través del conteo
de esporas en camara de Neubauer
(Hematocimetro) en un microscopio Gptico
(aumento 400x).

6. Ajustar la concentraciéon de esporas con
agua destilada estéril hasta un valor
aproximado de 4-5x10° uredosporas m |2,

Nota: Es importante no emplear
concentraciones de uredosporas superiores
para evitar la auto inhibicion de la germinacion.

Inoculacién

1. Aplicar 250 pl de una suspension de 4-5x10°
uredosporas ml-* con una micropipeta en la hoja
enrollada de acuerdo con lo descrito por Sood
et al. (2009) (Figura 1c). Marcar el extremo la
hoja inoculada con un marcador indeleble.

Nota: Las ventajas de esta técnica de
inoculacién artificial segin Sood et al. (2013)
incluyen: 1) exposicion uniforme de todas las
plantas bajo condiciones favorables para la
enfermedad, 2) concentracidon éptima de
in6culo del patégeno, 3) método apropiado
para evaluar diferentes concentraciones de
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inéculo y condiciones ambientales para el
desarrollo de la enfermedad.

2. Dejar secar las hojas inoculadas durante
un periodo de 2 a 3 horas y luego aplicar un
riego de 20 min. Continuar con una frecuencia
de dos riegos diarios con una duracién de 10
min para mantener una alta humedad relativa
entre 70-90%. La temperatura debe mantenerse
entre 20 y 25 °C en el cuarto de inoculacion,
con ayuda de sistemas de climatizacion si es
necesario.

3. Observar diariamente las plantas hasta
detectar la aparicion de los primeros sintomas
de la enfermedad (puntos cloréticos), seguido
de lesiones naranja-carmelitas, asi como la
emergencia y desarrollo de pustulas
esporuladas en cultivares susceptibles a la
enfermedad.

Evaluacion

Para seleccionar cultivares de cafia de azucar
por su resistencia a P. kuehnii empleando el
método de inoculacion artificial sobre la hoja
enrollada se recomienda determinar las
siguientes variables:

Periodo de incubacién: dias comprendidos
entre la inoculacién y la apariciéon de los
primeros sintomas visibles observados en mas
del 50% de las plantas. Se evaluaréa a partir de
los 3 y hasta los 10 dias posteriores a la
inoculacion dpi.

Periodo de latencia: dias transcurridos entre la
inoculacion y la esporulacion en al menos una
pustula en el 50% o mas de las plantas (Martin,
2010; Pérez, 2013). Se evaluara entre los 10y
hasta 25 (dpi).

NUmero de pustulas/cm?: entre los 25 y 30 dpi
se cuantificara el nUmero de pustulas en el &rea
de inoculacién. Esto permitird ubicar a los
cultivares en una escala que describe la
respuesta de cada cultivar segun lo referido por
Sood et al. (2009) (Tabla 1).

El conteo de pustulas se realiza en aquellos
cultivares que completen el ciclo de infeccién
de la enfermedad. Se toman iméagenes con
una camara digital de las hojas inoculadas
en la seccién donde se concentra la mayor
cantidad de pustulas. Debe incluirse en la foto



Biotecnologia Vegetal Vol. 17 No. 1, 2017

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

(Sood et al., 2009).

Escala de evaluacion  Clasificacion Caracteristicas
0 Resistente No se observan sintomas
1 Resistente Puntos clordticos
2 Moderadamente Resistente Lesiones naranja-carmelitas
) 1-5 pustulas con esporulacion

3 Moderadamente Susceptible »

(produccion de uredosporas)

) Mas de 5 pustulas con esporulacion

4 Susceptible

(que colapsan y necrosan la hoja)

+4

Hoia

l

Figura 1. Diferentes etapas del protocolo de seleccion de cultivares de cafia de azlcar. a) plantas adaptadas
a las condiciones del cuarto de inoculacién, b) colecta de uredosporas de P. kuehnii, c) inoculacion, d)
evaluacion de la respuesta de cafia de azlcar a P. kuehnii.

una regla milimetrada (Figura 1d). Luego las
imagenes se procesan a través del programa
de andlisis y procesamiento de imagenes
ImageJ 1.43u (Abramoff et al., 2004; Ferreiray
Rasband, 2012) u otro con similares funciones
que permitan el conteo de las pustulas y sus
dimensiones.

En caso de no contarse con cdmara digital,
alternativamente puede emplearse una plantila
con una ventana de 1 cm?, en la que se puede
hacer el conteo de las pastulas de modo manual.
No se recomienda determinar el resto de las
variables cuantitativas por este método.

El grado de la respuesta a la roya naranja
esta correlacionado con el proceso de
formacidn, presencia, cantidad y tamafio de
las pustulas asi como la cantidad de
esporulaciéon producida por unidad de &rea
foliar infectada. Se estima tomando como
referencia la escala de clasificacion de cinco
grados de la respuesta a P. kuehnii en cafia
de azucar propuesta por Sood et al. (2009)
(Tabla 1) entre los 25 y 30 dpi.

Largo, ancho y &rea de cada pustula: variables
cuantitativas que facilitardn una mejor
caracterizacién de la respuesta. Se aplica un
procedimiento similar al conteo de pustulas con
un programa de analisis y procesamiento de
imagenes.

Nota: El protocolo que se ofrece cuenta con
tres patrones de resistencia y susceptibilidad
que fueron los encontrados entre los cultivares
disponibles, no obstante este protocolo puede
ser perfeccionado con la posterior inclusién de
cultivares que presenten otros grados de
respuesta (0 y 3) a P. kuehnii en la escala de
Sood et al. (2009).

CULMINACION DEL ENSAYO

Con la conclusion de la ultima evaluacion se
procede a desmontar el experimento. Las plantas
inoculadas se extraeran de las bolsas y serén
colocadas en bolsas de polietileno, para evitar de
esta forma la propagacion del patégeno. Luego
las bolsas pasarén por un proceso de incineracion
para eliminar todos los restos vegetales.
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Figura 2. Pastulas y uredosporas de Puccinia kuehnii (ay c) en el cultivar ‘CO1-227’
pustulas y uredosporas de Puccinia melanocephala (b y d) en el cultivar ‘B4362’.

CONSIDERACIONES FINALES

El presente protocolo garantiza la seleccion en
casa de cultivo de cultivares de cafia de azlcar
por su resistencia a la roya naranja. Constituye
una herramienta util y reproducible en el
monitoreo de la infeccién por P. kuehnii para
un amplio nimero de cultivares. Logra
uniformidad del material vegetal en cuanto a
edad fisiolégica, nimero de hojas activas,
altura y calidad fitosanitaria de las plantas.
Posibilita aplicar igual concentracion de
indculo en todas las plantas y con ello
asegura homogeneidad durante el desarrollo
de los sintomas. En comparacion con la
infeccién natural en campo brinda una mayor
precision en la determinacion de las variables
gue caracterizan el proceso de infeccion
(periodo de incubacién y latencia). Ademas,
permite determinar la respuesta de los
cultivares a P. kuehnii mediante una escala
de clasificacion, asi como evaluar otras
variables que caracterizan la resistencia a la
roya naranja.
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