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Resumen

En el contexto internacional, la cafia de azlcar (Saccharum spp.) es susceptible a infecciones
causadas por tres especies de royas: Puccinia melanocephala, P. kuehnii y Macruropyxis
fulva. De estas, las dos primeras estan presentes en Cuba. El objetivo de esta investigacion
fue determinar las diferencias morfoldégicas de las pustulas y uredosporas de P.
melanocephala y P. kuehnii en cultivares susceptibles a la infeccién de estos hongos. Para
ello se analizaron los cultivares C323-68 y B4362 (infectados por P. melanocephala) y de CO1-
227 (infectado por P. kuehnii). En cada caso se colectaron 200 hojas +3 (tercera hoja con
cuello visible) en plantas con cinco meses de edad, y se registraron los valores mas frecuentes
del largo de las pustulas observadas en el tercio medio. Se compar6 la forma, color y tamafio
de las uredosporas de ambas especies. Se determin6 que las pustulas de roya naranja son
significativamente mas cortas que las de roya parda, con valor medio de 3,08 mm (minimo 1
y maximo 5 mm). La principal diferencia entre las uredosporas de ambas especies es el
engrosamiento apical de la pared que presenta P. kuehnii y la presencia de paréfisis en P.
melanocephala. El cultivar C01-227, susceptible a la roya naranja, puede servir como un
control de referencia para el estudio de esta enfermedad.
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Abstract

In the context of international agriculture, sugarcane (Saccharum spp.) is susceptible to
infections caused by three species of rust: Puccinia melanocephala, P. kuehnii and
Macruropyxis fulva. Of these, the first two are present in Cuba. The objective of this research
was to determine the morphological differences of pustules and uredospores of P.
melanocephala and P. kuehnii in cultivars susceptible to infection by these fungi. To this end,
the cultivars C323-68 and B4362 (infected by P. melanocephala) and C01-227 (infected by P.
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kuehnii) were analysed. In each case, 200 leaves +3 (third leaf with visible collar) were
collected from five-month-old plants, and the most frequent values of pustule length observed
in the middle third were recorded. The characteristics of shape, colour and size of uredospores
were then compared. The orange rust pustules were found to be significantly shorter than
those of brown rust, with a mean value of 3.08 mm (minimum 1 mm, maximum 5 mm). The
main distinguishing features between the uredospores of these two species are the apical wall
thickening of P. kuehnii and the presence of paraphyses in P. melanocephala. The cultivar
C01-227, which is susceptibe to orange rust, can serve as a reference control for the study of
this disease.

Keywords: rust, sugarcane, visual diagnostics

Introduccién

Las enfermedades causadas por royas son consideradas entre las mas destructivas para los
cultivos agricolas. Particularmente las especies del género Puccinia son causantes de dafios
severos para las plantas, debido a las grandes afectaciones que pueden ocasionar sobre el
rendimiento de cultivares susceptibles (Saba y Khalid, 2013). En el mundo la cafia de azlcar
(Saccharum spp.) es afectada por tres especies diferentes de royas: Puccinia melanocephala,
P. kuehnii y Macruropyxis fulva (Rutherford, 2018).

El hongo Puccinia melanocephala H. Sydow and P. Sydow, causa la enfermedad “roya parda
de la cana de azucar”. Este hongo se ubica taxondmicamente en la Clase: Urediniomycetes;
Orden: Uredinales; Familia: Pucciniaceae; Género: Puccinia (Martinez et al., 2007). Esta
enfermedad se detect6 en Cuba en 1979 y se informa en 57 paises (Raid y Comstock, 2000).
La roya naranja es causada por el hongo basidiomiceto [Puccinia kuehnii (W. Kruger) E. J.
Butler] (filo Basidiomycota; Clase Urediniomycetes; Orden Uredinales; Familia Pucciniaceae;
Género Puccinia). Se informa en 46 paises. Hasta el afio 2000 estuvo restringida al sudeste
de Asia y el Pacifico en 19 paises (Magarey et al., 2005). Después del afio 2000 se dispersé
a otros paises de Asia y Oceania (EPPO, 2014). En el hemisferio occidental se confirmé su
presencia por primera vez en julio del 2007 en Florida (Estados Unidos) (Comstock et al.,
2008) y posteriormente se informé en 13 paises de Centroamérica, el Caribe y América de
Sur. Después del 2009 su dispersion llego al continente africano (Saumtally et al., 2011;
ProMED, 2018; Hubert et al., 2019; McFarlane et al., 2023). Se informé oficialmente en Cuba
en el 2010 (Pérez-Vicente et al., 2010).

Las especies de Saccharum son los principales hospedantes de P. melanocephala, aunque
también se han observado esporulacién de pustulas en Erianthus fulvus y Narenga
porphyrocoma. En Bambusa sp. y Erianthus sp. se informaron sintomas de una reaccién de
resistencia a P. melanocephala, en forma de manchas rojas (Raid y Comstock, 2000). La

infeccion por Puccinia kuehnii se ha demostrado en S. spontaneum, S. arundinaceum, S.
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narenga, S. officinarum, S. robustum, S. edule, S. rufipilum y S. avennae. Adema4s, el hongo
se ha identificado en cultivares comerciales (hibridos de esas especies) y otras plantas como:
Erianthus arundinaceus y Sclerostachya fuscum y A. camus (Dixon y Castlebury, 2016).

En Cuba, las condiciones ambientales, como la frecuente alternancia entre dias lluviosos y
secos con prolongados periodos de rocio, asi como la diversa composicion varietal de la cafia
de azucar plantada en la isla podria favorecer la variabilidad de los agentes causales de las
royas parda y naranja (Perera et al., 2020). La disponibilidad de andlisis morfoldgicos es una
herramienta valiosa para estudios epidemiolégicos, que integrado a observaciones de campo
(distribucidon espacio-temporal) y datos moleculares permite estrategias de manejo
fitosanitario mas efectivas, especialmente en regiones donde coexisten ambas especies.

El objetivo de esta investigacion fue determinar las diferencias morfoldgicas de las pustulas y
uredosporas de P. melanocephala y P. kuehnii en cultivares de cafa de azlcar susceptibles

a la infeccion de estos hongos.

Materiales y métodos

La investigacion se realizé en areas experimentales del Instituto de Investigaciones de la cafia
de Azucar de Villa Clara (INICA Villa Clara), ubicada en la region central de Cuba y que
pertenece al Instituto de Investigaciones de la cafia de Azucar (INICA). El area experimental
radica en el municipio de Ranchuelo, provincia de Villa clara, Cuba. Se ubicada en el kildbmetro
246 de la Autopista Nacional, geograficamente ubicada en la latitud 287.509,4 N y Longitud
598.745,38 W, a una Altitud de 80 msnm.

Para determinar las diferencias morfolégicas de las pustulas de ambas royas, se evaluaron
los cultivares C323-68 y B4362 (infectados por P. melanocephala) y de C01-227 (infectado
por P. kuehnii). De cada uno se colecté una muestra de 200 hojas +3 (tercera hoja con cuello
visible), en plantas con cinco meses de edad. Se utilizé una plantilla de 2 cm2 con una escala
milimetrada para determinar los valores del largo mas frecuente de las pustulas observadas

en el tercio medio de la [amina foliar.

Las uredosporas fueron colectadas con ayuda de un pincel directamente a un vaso de
precipitado con agua destilada. Posteriormente se colocaron en cubreobjetos y fueron
observadas con el empleo de un microscopio 6ptico marca Olympus Ocular: 10x y Objetivos:
20x para P. melanocephala (Figura 1A) y 40x en la observacion de P. kuehnii (Figura 1B).
Para determinar las diferencias morfolégicas entre las uredosporas de las especies fungicas

estudiadas, se analizaron las caracteristicas: forma, color y tamafio.
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Figura 1. Medicién de las uredosporas de P. melanocephala (A) con objetivo 20x y de P.

kuehnii (B) con objetivo 40x a través del microscopio éptico.

Al azar se colectaron uredosporas en las pustulas de ambas royas. A una muestra de 200
uredosporas de P. melanocephala obtenidas de los cultivares C323-68 y B4362 infectados
(100 de cada cultivar), se les midi6 largo y ancho. Ademas, se colectaron 100 uredosporas de
P. kuehnii del cultivar C01-227 (infectado con roya naranja). Se realiz6 la descripcion general
de las formas y colores de las uredosporas observas de ambas royas.

El procesamiento de los datos se realizd con el paquete estadistico IBM SPSS Statistics
version 25. Se realizé un analisis de varianza y prueba de Tukey (p<0,05) y se determiné la
diferencia estadistica entre el tamafio de uredosporas de cada enfermedad en cada uno de

los cultivares.

Resultados y discusion

El largo de las pustulas fue significativamente mayor en el cultivar B4362 infestado por P.
melanocephala (Figura 2), que presentd, ademas, mayor variabilidad, con valores minimos y
maximos de 1-6 mm y una media de 4,04 mm (Tabla 1). El largo de las pustulas producidas
por P. kuehnii fue menor que las producidas por P. melanocephala. En este estudio el cultivar
C01-227 con roya naranja (Figura 3) presentd una media de 3,08 mm. Estos resultados
coinciden con los publicados por Aday-Diaz et al. (2017) y Montalvan (2017), en lo referente

al largo de las pustulas de ambas enfermedades.

Segun Montalvan (2017) en la roya parda las pustulas alcanzan valores entre 1-10 mm de
longitud, mayor en cultivares altamente susceptibles como B4362. Aday-Diaz et al. (2017)

luego de la evaluacién de cuatro cultivares infestados por la roya naranja, entre los que incluy6
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a C01-227, determinaron que el largo de las pustulas de P. kuehnii puede variar entre 0,75

mm y 5,42 mm, con un ancho medio de 0,42 mm.

Figura 2. A, B, C y D: sintomas de roya parda en hojas del cultivar B4362,
lesiones paralelas a la nervadura central de la hoja, de color pardo a pardo oscuro,
rodeadas de un halo clorético. D: pustulas maduras que se abren para liberar

las uredosporas.

Figura 3. Sintomas de roya naranja en el cultivar C01-227 (presencia de pustulas)
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Tabla 1. Largo de las pustulas de P. melanocephala y P. kuehnii.

Cultivar I\(/In(:g:;;\ N Deri\ggic;on E(;ré)rl;f:;r&(ij;r Varianza | Maximo | Minimo
C01-227* 3,08¢c | 200 0,87 0,06 0,76 5 1
C323-68? 3,36 b | 200 0,88 0,06 0,78 5 2
B43622 404 a| 200 1,07 0,07 1,15 6 2
Total 3,50 600 1,03 0,04 1,06 6 1

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segun prueba
de Tuckey para p<0,05.1: roya naranja; 2: roya parda
En la Figura 4 se muestra la diversidad de formas y colores de las uredosporas de P.
melanocephala (Figura 4A) y P. kuehnii (Figura 4B). Mientras que en la roya parda se
distinguen uredosporas con paredes siempre uniformes, predominio del color oscuro, parafisis
siempre presentes y abundantes (Figura 5), en la roya naranja se aprecian formas
fundamentalmente ovaladas y con predominio de colores pardo claro y en ocasiones amarillo

naranja. En las uredosporas de P. kuehnii siempre se observo engrosamiento de la pared y

ausencia de parafisis.

Figura 4. A. Uredosporas de P. melanocephala colectadas en hojas infectadas del cultivar
B4362, B. Uredosporas de P. kuehnii colectada en hojas infectadas de C01-227.




Se determind que las uredosporas de P. kuehnii presentaron un tamafio (ancho y largo)
significativamente mayor que las de P. melanocephala. El tamafio de las uredosporas de P.
kuehnii vari6 de 36-60 x 20-40 um y las de P. melanocephala de 20-48 x 16-32 um. La mayor
variabilidad en tamafio se observo en las uredosporas recolectadas del cultivar C323-68 con
sintomas de roya parda (Tabla 2 y Tabla 3). Los resultados hasta aqui mostrados, indican que
el cultivar C01-227 susceptible a roya naranja puede ser un control de referencia para el
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en hojas infectadas del cultivar B4362 con abundantes parafisis.

estudio de esta enfermedad.

Tabla 2. Largo de uredosporas de P. melanocephala y P. kuehnii en los cultivares evaluados.

. Largo (pm) Coeficiente

Cultivar N Medio Maximo Minimo de variacion
C01-227* 100 45,20 a 60 36 11,14
C323-68° 100 33,76 b 48 24 12,86
B4362° 100 31,12 ¢ 40 20 10,27

1: infectado con roya naranja 2: infectado con roya parda. Error=+0,6024

Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segun prueba de

Tuckey para p<0,05.




Tabla 3. Ancho de uredosporas de P. melanocephala y P. kuehnii en los cultivares evaluados.
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, Ancho (um) Coeficiente

Cultivar N Medio Maximo Minimo de variacién
C01-227* 100 28,60 a 40 20 12,78
C323-68° 100 24,08 b 32 16 17,98
B43622 100 21,56 c 28 16 12,34

1: infectado con roya naranja 2: infectado con roya parda. Error=+0,5111
Medias con letras distintas en una misma columna difieren estadisticamente segun prueba de

Tuckey para p<0,05.

Las diferencias morfologicas de las uredosporas de Puccinia melanocephala y P. kuehnii
determinadas en este estudio, coinciden con los informado por Ovalle et al. (2008), Comstock
et al. (2008), Chavarria et al., (2009), Barrantes y Chavarria (2009), Comstock et al. (2015),
Tamayo-Isaac et al. (2020) y Perera et al. (2020).

Chavarria et al., (2009) determinaron que el tamafio de las uredosporas de P. kuehnii varia
de 30-43 ym x 17-26 um, mientras que Barrantes y Chavarria (2009) informaron que estas
oscilan de 32-45 ym x 25-30 um. Ferrari (2010) observé gue las uredosporas de esta especie
son ovoides a periformes, o alargadas elipsoidales, amarillas, anaranjadas o de color pardo

claro y varian en tamafios: 33-45 ym x 21-31 ym.

Segun Ovalle et al. (2008), Comstock et al. (2008) y Comstock et al. (2015), las paredes de
las urediniosporas de P. kuehnii son anaranjadas a pardo anaranjadas con un espesor que
varia de 1 a 2.5 ym, con engrosamiento apical pronunciado de 7 a 12 ym. Las paréfisis son
escasas, mal definidas o no existen. Las urediniosporas son moderadamente equinuladas, las
equinulas o espinas estan espaciadas a distancias irregulares de 3-4 um y poseen de 4 a 5

poros ecuatoriales. Sus paréfisis son escasas y mal definidas.

En Cuba Tamayo-Isaac et al. (2020), observaron coloracion naranja claro de las uredosporas
de P. kuehnii, con formas variables: oblongas, en forma de pera y otras elipsoidales, con

longitudes y diametros respectivamente de 42-47x 25-32 ym.

También Perera et al. (2020), realizaron la caracterizacion morfolégica de este hongo
colectado en hojas infectadas del cultivar C04-79. Segun la descripcién ofrecida por estos
autores, las uredosporas son casi siempre ovoides o periformes, algunas veces elipsoidales

y también rectangulares; de color naranja, pero también verde palido con apariencia hialina;
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tamanio variable, de 34-47 ym x 25-34 ym en las esporas tipicas y de 43 ym x 22-30 ym en

las verdes hialinas.

En cultivares susceptibles la roya naranja puede causar pérdidas superiores al 40% del
rendimiento (Araudjo et al., 2013). Segun Racedo et al. (2023), para el control de esta
enfermedad pueden establecerse estrategias de manejo eficaces tales como: la seleccién de
genotipos genéticamente resistentes; el monitoreo contindo de las condiciones climéticas para
prever los periodos de mayor riesgo de infeccion, utilizar modelos epidemioldgicos;
implementacién de practicas culturales como el manejo de la densidad y distancia de
plantacion adecuadas, para reducir la humedad en el follaje de las plantas; la incorporacién
de genotipos promisorios en estudios gendémicos para la identificacién de genes de resistencia

y el desarrollo de cultivares mejorados genéticamente.

Los resultados de este trabajo contribuyen al correcto diagnostico de las royas parda y naranja
en cafia de azUcar. Los estudios morfologicos permiten identificar y diferenciar entre las
especies Puccinia melanocephala y Puccinia kuehnii, lo cual es esencial para desarrollar
estrategias de manejo y control efectivo especificas para cada patdgeno.

La base de resistencia genética a la roya naranja no es aun bien conocida, pero recientemente
Yang et al. (2018, 2019) y Dijoux et al. (2024) informaron la existencia de genes candidatos
de la cafia de azUcar y loci de rasgos cuantitativos (QTLs) asociados a la resistencia a
enfermedades. Fier et al. (2020) hallaron la presencia de un marcador molecular (G1) ligado
a genes de resistencia a la roya naranja, que tienen una eficacia del 73% de prediccion de un
fenotipo resistente, consecuentemente sugieren que este G1 es un herramienta valiosa para
los programas de mejoramiento genético de la cafla de azlUcar Segun los estudios de
asociacion del genoma de la cafia de azlcar realizados por Dijoux et al. (2024), los alelos
para la resistencia a esta enfermedad parecen ser dominantes y estan presentes en S.

spontaneum.

Conclusiones

e Las pustulas de roya naranja son significativamente mas cortas que las de roya parda, con
valor medio de 3,08 mm (minimo 1 y maximo 5 mm).

¢ Las principales diferencias entre las uredosporas de P. kuehnii y P. melanocephala son: el
engrosamiento apical de la pared que presenta P. kuehnii y la presencia de parafisis en P.

melanocephala.
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e El cultivar C01-227 susceptible a roya naranja puede ser un control de referencia para el

estudio de esta enfermedad.
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