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RESUMEN

La caracterizacion de los sintomas de la roya naranja se realizé en la Estacion Territorial de
Investigaciones de la Cana de Azucar en la provincia de Villa Clara, del Instituto de Investigaciones
de la Cana de Azucar en Cuba. Se evaluaron 10 tallos infectados de los cultivares B52107, CSG398-
92, C01-227 y Clon218-2011. Con una camara fotografica se capturé la imagen de los tres tercios
de 236 hojas infectadas sobre un papel milimetrado. Mediante el procesador de imagenes ImageJ®
1.43u se determiné el Area Foliar Afectada (AFA) en cada tercio y de la hoja completa, posteriormente
se midié el largo, ancho y area ocupada por 554 pustulas de P. kuehnii. En las hojas desde la +3 a
la +7 se encontraron los valores intermedios de AFA por P. kuehnii siendo significativamente mayor
en el tercio superior de las hojas y menor en la parte basal. Las dimensiones mas frecuentes de las
pustulas de P. kuehnii alcanzaron la longitud comprendida entre 0,75 y 3,0 mm, entre 0,24 y 0,61
mm de ancho y un area de 1,39 mm?, con diferencias entre cultivares. La emergencia de las pustulas
generalmente se present6 en forma agregada y con areas colapsadas de 2,97 mm? a 979,8 mm?2,
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ABSTRACT

The characterization of the symptoms of the orange rust was carried out on the Sugar Cane
Research Territorial Station (ETICA Centro Villa Clara), of the Sugarcane Research Institute (INICA)
in Cuba. Ten infected stalks of the cultivars B52107, CSG398-92, C01-227 and Clon218-2011 were
evaluated. With a photographic camera the image of the three thirds of 236 leaves infected was
captured on a squared paper with well-known distances. By means of the processing of images
ImageJ® 1.43u the Affected Foliate Area (AFA) was determined to in each third and of the complete
leaf, later on the long, wide and area occupied by 554 pustules of the P. kuehnii. In the leaves from
+3 at +7 were the intermediate values of AFA for P. kuehnii and this it was significantly major in the
superior third of the leaves and minor in the basal part. The most frequent dimensions in the pustules
of P. kuehnii reached the length understood between 0.75 and 3.0 mm, between 0.24 and 0.61 mm
wide and an area of 1.39 mm?, with differences among cultivars. The emergency of the pustules was
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generally presented in to add form and with collapsed areas of 2.97 mm? to 979.8 mm?>.

Keywords: ImageJ®, pustules, orange rust, Sacharum spp., symptoms

INTRODUCCION

La roya naranja (Puccinia kuehnii (W. Kruger)
E. J. Butler), es una de las enfermedades mas
importantes en la cafia de azucar debido al
potencial de dafio que causa en cultivares
susceptibles (Minchio et al.,2011). Originalmente
la enfermedad estuvo restringida al Sudeste de
Asiay el Pacifico, hasta que en el afio 2007 aparece
en Estados Unidos (Magarey et al., 2005) y desde
alli se disperso a varios paises de Centroamérica,
el Caribe y América del Sur (Chavarria et al.,
2009; Angel et al., 2010; Barbasso et al., 2010;
Cadavid et al., 2010; Garcés et al., 2014). En
Cuba se detectd por primera vez en el 2008 y
posteriormente se realizd su informe oficial a la
comunidad cientifica por Pérez et al. (2010).

En Australia las pérdidas de toneladas de cafia
se estimaron entre 30 y 40 % durante el afio 2000
(Magarey et al., 2002; Magarey et al., 2005). En
Costa Rica, Guatemala y Estados Unidos se reportan
pérdidas de 15,78 %, 26,7 % y 40 % de toneladas de
cafa, respectivamente (Ovalle et al., 2010).

Al igual que las royas de otros cultivos, la roya
naranja se caracteriza por causar lesiones foliares
que cuando maduran, rompen la epidermis de la
hoja dando a la superficie foliar una apariencia
aspera. El sintoma mas comun es la ptstula que
es una pequefia mancha necrotica con la elevacion
de la epidermis, que se rompe por la fuerza que
produce por la formacion de las uredinias y
urediniosporas del hongo (Magarey et al., 2005).

El empleo de cultivares resistentes se considera
el método mas efectivo para el control de
enfermedades de las plantas, por ser aplicable en
areas extensas y no causar impactos ambientales
significativos (Camargo, 2011). En el caso de la
roya naranja esa es la principal forma de control
(Magarey et al., 2005) y es necesario tener en
cuenta el polimorfismo de P. kuehnii asi como
su variabilidad en su agresividad y virulencia a
causa de la existencia de razas fisiologicas que
originan variaciones en la reaccion hospedante
— patégeno — ambiente (Braithwaite et al., 2009;
Souza, 2013). El objetivo de este trabajo fue
caracterizar los sintomas de la roya naranja en
cultivares infectados y obtener informacién que
permita perfeccionar el método de evaluacion de
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la severidad enfermedad y de la resistencia a P,
kuehnii en las condiciones de Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Las evaluaciones y caracterizacion de los
sintomas de la roya naranja se realizaron en el
bloque experimental de la Estacion Territorial
de Investigaciones de la Cafia de Aztcar Centro
- Villa Clara, del Instituto de Investigaciones de
la Cafia de Aztcar, Cuba. Se evaluaron 10 tallos
infectados por roya naranja de los cultivares
B52107, CSG398-92, C01-227 y del Clon 218-
2011, a los siete meses después de la plantacion,
edad en la cual se manifiestan los sintomas con
mayor severidad segun evaluaciones realizadas
por Aday et al. (2014). De cada tallo se separaron
las hojas con sintomas de la enfermedad, desde
la +1 (primera hoja con cuello visible desde la
cima del tallo hacia abajo) a la +8. Cada hoja fue
seccionada en tres partes iguales y cada una de
estas fue identificada como tercio 1, 2 y 3, a partir
de la insercion de la hoja con la vaina hasta el
apice, respectivamente.

Con una camara fotografica (marca Cannon)
y sobre papel milimetrado se captur la imagen
de los tres tercios de 236 hojas infectadas de las
muestras tomadas de los cuatro cultivares ((1)
tercio basal, (2) tercio medio, (3) tercio apical).
Mediante el procesador de imagenes Imagel®
1.43u (Ferreira y Rasband, 2012), se determin6
el area foliar afectada (AFA) en cada tercio y
en la hoja completa, posteriormente se midi6 el
largo, ancho y area ocupada por P. kuehnii en una
muestra de 554 pustulas, se tomd como referencia
5 mm (area conocida) sobre el papel milimetrado.

Se compar6 el AFA por roya naranja en las
diferentes hojas evaluadas y en cada uno de
los tercios, para determinar cudl de ellos es
el mas afectado. Para analizar la variacion de
las variables largo, ancho y éarea ocupada por
pustulas, se calcularon los parametros biométricos
(Valor minimo, Valor maximo, Media, Mediana
y Moda). Con los valores de estas variables se
establecieron cuatro intervalos de clases para
determinar su frecuencia.

Las diferencias de largo, ancho y area, entre
las pustulas de los cultivares infectados por P
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kuehnii se determinaron mediante la comparacion
de las medianas y Prueba de Kruskal y Wallis.
El procesamiento estadistico se realizo a través
de paquete STATGRAPHICS CENTURION XV
sobre Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los cultivares evaluados el AFA por P
kuehnii se incremento de forma lineal con la edad
de las hojas, superando la media y la mediana
a partir de las hojas +5 y +6, respectivamente.
De acuerdo con la significacion estadistica, en
las hojas desde la +3 a la +7 se encontraron los
valores intermedios (entre 7,50 % y 12,82 %).
En esas hojas se determinaron valores maximos
de AFA que oscilaron de 35,58 % a 49,57 %
desde la hoja +3. Igualmente, se encontraron
diferencias significativas de las primeras cuatro
hojas respecto a las hojas +5 a +8 y a su vez, las
hojas +5, +6 y +7 difieren en el AFA con la hoja
+8 que resultd la mas afectada (Tabla 1).

Estos resultados pueden tenerse en cuenta
para perfeccionar el método de evaluacion del
desarrollo de la enfermedad y la resistencia de
cultivares a P. kuehnii en las condiciones de
Cuba. Para otros paises existen mas de un método
de evaluacion de la severidad de la roya naranja

expresada en el porcentaje AFA y diferentes
escalas de grados de severidad para su evaluacion.
Guatemala por ejemplo evalua el AFA en la hoja
+7 mediante una escala de seis grados (Ovalle et
al., 2010), mientras que en Costa Rica (LAICA,
2008) y Colombia (Angel et al., 2010), utilizan
la hoja +3, aplicando una escala de cinco grados,
aunque tienen en cuenta el tipo de pustulas. La
adopcion o aplicacion del método de evaluacion
a emplear en Cuba dependera del desarrollo de la
enfermedad y de la expresion de los sintomas bajo
las interacciones patdgeno-hospedante-ambiente,
aspectos que deben continuarse evaluando en
diferentes localidades del pais.

Al evaluar el Area Foliar Afectada por P
kuehnii de los cultivares se aprecia que es
significativamente mayor en el tercio superior de
las hojas (tercio 3) y menor en la parte basal (tercio
1) (Tabla 2). Otros autores como Magarey et al.,
2005, describen una mayor cantidad de lesiones
en la mitad basal de la hoja, aunque pueden estar
distribuidas por toda la superficie de esta. La
variacion en la infeccion puede estar influenciada
por la fase fenologica del cultivo, héabito de
crecimiento de los cultivares e incidencia de la
luz sobre la 1amina de la hoja en condiciones de
humedad y temperatura favorables al patogeno
(Ovalle et al., 2009; Infante et al., 2009).

Tabla 1. Medias y comparacién de las medianas del Area Foliar Afectada en cada una de las hojas evaluadas

Hoja N AFA (%)
Media EE(x) Mediana Minima Maxima

+1 17 2,23 0,34 1,30d 0,54 8,67
+2 20 5,18 0,29 529c 1,00 8,77
+3 28 10,36 0,25 7,50 c 1,18 48,52
+4 40 8,43 0,22 5,88 ¢c 1,18 48,52
+5 40 12,01 0,21 10,51 b 2,21 35,58
+6 40 13,26 0,21 11,40 b 3,26 34,35
+7 34 18,27 0,23 12,82 b 2,98 49,57
+8 17 28,14 0,24 25,43 a 8,82 57,20

Total 236 12,13 8,49

N: numero de observaciones, EE(x): error estandar de la media, % AFA: Porcentaje de Area Foliar Afectada, (a, b, ¢, d) medianas

con letras no comunes en una misma columna difieren significativamente segiin Prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Tabla 2. Medias y comparacién de las medianas del Area Foliar Afectada en cada una de las hojas evaluadas

Tercio* N AFA (%)
Media EE(x) Mediana Minima Maxima
1 236 5,54 1,19 2,05c 0,00 39,24
2 236 11,01 1,19 711b 0,00 64,62
3 236 23,12 1,19 17,88 a 0,86 91,26
Total 708 13,22 7,11

Tercio de la hoja*: 1, 2 y 3 a partir de la insercion de la hoja con la vaina hasta el apice. N: nimero de observaciones. % AFA:

Porcentaje de Area Foliar Afectada, EE(x): error estandar de la media, (a, b, ¢) medianas con letras no comunes en una misma

columna difieren significativamente segiin Prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05)
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Los sintomas que se observaron en las hojas
de los cultivares infectados por P. kuehnii,
corresponden con la descripcion realizada en
Australia por Magarey et al. (2005). Los primeros
sintomas son manchas cloréticas en la superficie
adaxial y abaxial de la hoja, posteriormente
las lesiones aumentan de tamafo y adquieren
un color anaranjado que luego pasa a ser entre
anaranjado y café.

Las lesiones pueden ser muy pequefias y se
extienden con una forma ovalada a lo largo
de la hoja en sentido de los haces vasculares.
Varias lesiones pueden unirse para formar
lesiones mas grandes e irregulares. Por la
parte abaxial las lesiones muestran gran
esporulacion y un color naranja intenso
debido al color de las esporas del hongo lo
que lo distingue de P. melanocephala bajo
condiciones climaticas similares. Las esporas
tienen una apariencia de polvo disperso y
son diseminadas por el viento a cortas y

largas distancias, forma en que se propaga la
enfermedad (Cadavid et al., 2010).

El largo de las pustulas de P. kuehnii varid
entre 0,75 y 5,42 mm y el ancho de 0,24 hasta
0,99 mm con un area de 0,30 a 4,68 mm?. En
los cultivares evaluados y de forma general los
valores mas frecuentes de largo y ancho de estas
lesiones fueron 1,67 y 0,42 mm, respectivamente,
que ocupan 0,60 mm? (Tabla 3).

Laspustulas de P. kuehnii alcanzaron la longitud
comprendida entre 0,75 y 3,0 mm (en el 80,40
% de los cultivares evaluados), mientras que el
ancho del 72,02 % flucttia entre 0,24 y 0,61 mm
(Tabla 4). Estos resultados indican que aunque
se manifestaron lesiones de mayor tamafio, los
valores superiores pueden considerarse como
extremos y menos frecuentes. Asi mismo el 60,1
% de las lesiones abarcaron menos de 1,39 mm?y
constituyen las dimensiones de mayor frecuencia.

El tamafio de las pustulas present6 variaciones
significativas entre los cultivares infectados. Las

Tabla 3. Parametros biométricos que caracterizan las pustulas de P. kuehnii en los cultivares evaluados

Cultivares infectados por

Parametros

Largo

(mm)
Valor minimo 0,75
Valor maximo 5,42
Media 2,39
Mediana 2,26
Moda 1,67
EE(x) 0,04

P. kuehnii
Ancho Area
(mm) (mm?)
0,24 0,30
0,99 4,68
0,53 1,34
0,51 1,16
0,42 0,60
0,01 0,03

EE(x): error estandar de la media

Tabla 4. Frecuencias de los intervalos de clase y acumulada correspondiente a las variables largo, ancho y area de la

pustula
Intervalo Frecuencia % Frecuencia %
de clase (mm) acumulada Acumulado

Largo de la pustula

0,752x<1,92 188 33,93 188 33,93

1,922x<3,08 256 46,21 444 80,14

3,082x<4,25 91 16,43 535 96,57

4,252x<5,42 19 3,43 554 100,00
Ancho de la pustula

0,24>x<0,43 165 29,78 165 29,78

0,432x<0,61 234 42,24 399 72,02

0,61=x<0,80 132 23,83 531 95,85
~0,802x<0,99 23 4,15 554 100,00
Area de la pustula

0,30=x<1,39 333 60,10 333 60,10

1,392x<2,49 174 31,41 507 91,52

2,49>x<3,58 35 6,32 542 97,83

3,582x<4,68 12 2,17 554 100,00
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mismas fueron mas largas y anchas en el cultivar
C01-227. No obstante, el tamafio promedio varid
desde 1,89 x 0,50 mm para CSG398-92 hasta
2,64 x 0,59 mm en C01-227 (Tabla 5). Segin
Bettgenhaeuser et al. (2014) estas diferencias
pueden ser atribuidas a diferentes niveles de
susceptibilidad del hospedante en el desarrollo
del patdgeno, mayor esporulacion y dimensiones
de las pustulas en los cultivares mas susceptibles.

Los resultados observados referentes a las
caracteristicas generales de las pustulas de
P kuehnii coinciden con los obtenidos por
Magarey et al. (2005), Infante et al. (2009) y
Klosowski et al. (2012). Comparadas con las de
P. melanocephala son pustulas més pequeias
y ovales, rodeadas por un halo estrecho,
blanquecino o amarillo que contiene masas de
esporas pulverulentas anaranjadas. Al aumentar

Tabla 5. Medias y comparacion de las medianas de las variables medidas en cada uno de los cultivares evaluados

. Largo (mm) Ancho (mm) "~ Area (mm?)
Cultivar N X EE Mediana X EE Mediana X EE Mediana
B52107 62 2,26 0,10 2,22b 0,58 0,02 0,56 a 1,38 0,15 1,19b

CSG398-92 76 1,89 0,09 1,78 c 0,50 0,02 0,46 b 1,20 0,07 1,04 b

C01-227 185 2,64 0,06 2,56 a 0,59 0,01 0,60 a 1,66 0,08 1,50 a

Clon218-2011 231 2,38 0,05 2,26 b 0,48 0,01 0,46 b 0,99 0,13 0,86 b
Total 554 2,38 2,26 0,53 0,51 1,34 1,16

N: numero de observaciones, X: Media, EE: error estandar de la media, (a, b, ¢) medianas con letras no comunes en una misma

columna difieren significativamente segin Prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05)

la edad de las hojas, las lesiones viejas de la roya
naranja empiezan a producir esporas negras en
lugar de anaranjadas, las cuales pueden tornarse
de un color marron oscuro (Cadavid et al., 2010).
Aunque estas pueden aparecer en la parte axial
y abaxial de la hoja, en los cultivares evaluados
solo se observaron sobre la parte abaxial, donde
por lo general son mas frecuentes segun las
investigaciones de Magarey et al. (2005) y
Klosowski et al. (2012).

En 85 mediciones que se realizaron, el area
ocupada por el agrupamiento de lesiones y las
pustulas que colapsan en el cultivar C01-227 varid
desde 2,97 a 592,81 mm? y sobre el Clon 2018-
2011, desde 31,15 a 979,8 mm?. La formacion
de estas lesiones por grupos de pustulas también
coincide con la descripcion de Magarey et al.
(2005). Klosowski et al. (2012) observaron que la
mayoria de las veces las pustulas estan agrupadas
y en esos casos es dificil determinar con exactitud
su namero, ¢l cual pude llegar a 3,7 por mm?
(Souza, 2013). Como consecuencia se reduce
significativamente la actividad fotosintética de
las hojas, ademas del crecimiento y rendimiento
de las plantas (Zhao et al., 2011).

CONCLUSIONES

El Area Foliar Afectada por P kuehnii se
incremento con la edad de la hoja, en los cultivares

evaluados, con valores intermedios en las hojas
+5 a la +7. Esta afectacion es significativamente
mayor en el tercio superior de las hojas y menor
en la parte basal.

El largo de las pustulas de P. kuehnii varid
entre 0,75 mmy 5,42 mm y el ancho de 0,24 mm
hasta 0,99 mm, con 0,30 mm? a 4,68 mm?de area.

Las dimensiones de las pustulas de P. kuehnii
variaron de acuerdo con el cultivar infectado y
alcanzaron mayor frecuencia a las longitudes
entre 0,75 mm y 3,0 mm, anchuras entre 0,24
y 0,61 mm y area de 1,39 mm?. Las pustulas
se presentaron de forma agregada y con 2,97 a
979,8 mm? de areas colapsadas.

Estos resultados pueden ser de utilidad para
el perfeccionamiento de la metodologia de la
evaluacion de la enfermedad y de la resistencia
de los cultivares.
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