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DIAGNOSTICO DE LA PRESENCIA DE ROYA NARANJA (Puccinia kuehnii
(Kruiger) Butler) EN CLONES COMERCIALES DE CANA DE AZUCAR (Saccharum
spp. Hibridos) EN EL SURESTE DE MEXICO

RESUMEN
Set Pérez Hernandez, M.C

Colegio de Postgraduados, 2014
La roya naranja (Puccinia kuehnii) es una enfermedad fungosa que afecta al cultivo de
la cafia de azlcar (Saccharum spp. Hibridos). La enfermedad afecta la capacidad
fotosintética de la planta y reduce su crecimiento y desarrollo. El objetivo de la presente
investigacion fue determinar la presencia de la enfermedad de la roya naranja en
clones comerciales de cafia de azlUcar en el sureste de México e identificar
molecularmente el agente causal. En &reas de abastecimiento de los ingenios Santa
Rosalia, Presidente Benito Juarez, Azuremex, Tabasco; Huixtla, Chiapas; La Joya,
Campeche y San Rafael de Pucté, Quintana Roo, se colectaron hojas con sintomas y
lesiones caracteristicas de la roya naranja. Las hojas se cortaron en pequefas
porciones y se colocaron en bolsas herméticas etiquetadas con informacion del cultivar.
Las bolsas fueron mantenidas en refrigeracion a 7°C hasta su analisis molecular. Para
la identificacion molecular se utilizo la técnica de la PCR usando los iniciadores
especificos para roya naranja (Pk-F/Pk-R). La extraccion del DNA de roya naranja se
realizé mediante el método CTAB al 2%. Para identificar el agente causal se amplifico
la region del Espacio Transcripto Interno del rDNA que comprende el ITS1, el 5.8S y el
ITS2. Un total de 60 muestras fueron colectadas. Los clones muestreados fueron CP
72-2086, MEX 69-290, MEX 68-P-23, MEX 79-431, ITV 92-1424, COLMEX 00-10,
COLPOS CT MEX 05-223 y RD 75-11. Puccinia kuehni fue identificada como el agente
causal de la roya naranja con un 99% y 100% de identidad en muestras analizadas de
cuatro ingenios del sureste de México donde se detectd la presencia de roya naranja.
Estos ingenios fueron Santa Rosalia, Presidente Benito Juarez, Huixtla y San Rafael de
Pucté. En los ingenios la Joya y Azuremex no se detecté la presencia de la roya

naranja.

Palabras claves: Puccinia kuehnii, DNA, Saccharum spp, Iniciadores, Agente causal.
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DIAGNOSIS OF THE PRESENCE OF ORANGE RUST (Puccinia kuehnii (Kriiger)
Butler) IN TRADE SUGARCANE CLONES (Saccharum spp. Hybrids) IN THE
SOUTHEAST OF MEXICO
ABSTRACT
Set Pérez Herndndez, M.C

Colegio de Postgraduados, 2014

Orange rust (Puccinia kuehnii) is a fungal disease that affects the cultivation of
sugarcane (Saccharum spp Hybrids). The disease affects the photosynthetic capacity of
the plant by reducing its growth and development. The aim of the research was to
determine the presence of the orange rust disease in trade sugar cane clone in the
southeast of Mexico and molecularly identify the causal agent. In supply areas of sugar
mills Santa Rosalia, President Benito Juarez, and Azuremex Tabasco, Huixtla Chiapas,
La Joya Campeche and San Rafael de Pucté Quintana Roo, leaves with characteristic
symptoms and lesions of orange rust disease were collected. Leaves were cut and
placed in sealed bags. Bags were labeled with information of sugarcane clone and then
bag storaged at 7°C until its moleculars analysis. The PCR technique by using specific
primers for orange rust (Pk-F/Pk-R) was used to molecular identification. Damaged
tissues orange rust were used in the 2% CTAB method in order to extract DNA. The
region of rDNA Internal Transcribed Space comprising the ITS1, 5.8S and ITS2 was
amplified in order to identify the causal agent to orange rust. A total of 60 samples were
collected. The sampled clones were CP 72-2086, MEX 69-290, MEX 68-P-23, MEX 79-
431, ITV 92-1424, COLMEX 00-10,COLPOS CTMEX 05-223 and RD 75-11. Puccinia
Kuehni was identified as the causal agent of orange rust with 99% and 100% identity in
the analyzed samples from four sugar mills in the southeast of Mexico where the
presence of orange rust was detected. These sugar mill were Santa Rosalia, Presidente
Benito Juarez, San Rafael de Pucté and Huixtla. The presence of orange rust was not

detected in La Joya and Azuremex sugar mills.

Keywords: Puccinia kuehnii, DNA, Saccharum spp, Primers, Causal agent.
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1. INTRODUCCION

La cafia de azlcar (Saccharum spp. hibridos) es un cultivo agroindustrial importante en
las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Se cultiva en mas de 90 paises, por
su capacidad de almacenar altas concentraciones de azlcar y, mas recientemente,
para la produccion de etanol, un insumo muy demandado como biocombustible (Da
Costa et al., 2011). Los principales paises productores de cafia de azlucar del mundo
son: Brasil, India, China, Tailandia, México, Pakistan, Indonesia, Filipinas, Australia y
Argentina (Govindaraj et al., 2012; SIAP, 2012) (Fig. 1).

Figura 1. Principales paises productores de cafia de azucar (SIAP, 2012).

El cultivo de cafia de azucar provee cerca del 75% de la produccion mundial de azlcar
(Nieves et al., 2007). El azucar es uno de los productos mas consumidos en el mundo
por ser un importante componente en la dieta humana. En muchos paises de América
Latina y Asia el cultivo de la cafia de azUcar genera empleos e ingresos econémicos

para la poblacion (Martinez et al., 2013).



En México, la produccion de cafia de azlUcar y sus derivados es una de las
agroindustrias mas importante (Alejandre et al., 2010). Esta distribuido en 15 estados y
227 municipios del pais, beneficiando a 2.5 millones de mexicanos (Martinez et al.,
2013). El cultivo de la cafia de azucar es uno de los cultivos con mayor eficiencia en
biomasa, se adapta tanto a condiciones tropicales como subtropicales, con potencial
para la produccion de biomasa, azucar, y otros productos industriales de alto valor. Sin
embargo, este cultivo es afectado por agentes bidticos como hongos, bacterias, virus,
fitoplasmas y nematodos, los cuales hacen que disminuya su rendimiento y calidad
(Juérez et al., 2000).

Los problemas fitopatolégicos de mayor importancia en el cultivo de la cafa de azlcar
son: la roya café (Puccinia melanocephala Syd. & P. Syd.), el Carbén (Ustilago
scitaminea Syd. o Sporisorium scitamineum (Syd.) M. Piepenbring, M. Stoll & Oberw.),
la roya naranja (Puccinia kuehnii Butler), el raquitismo de las socas (Clavibacter xyli
subsp. xyli Davis), la escaldadura de la hoja [Xanthomonas albilineans (Ashby)
Dowson), el virus del sindrome de la hoja amarilla (Sugarcane Yellow Leaf Virus)
(SCYLV), y el virus del mosaico de la cafa de azucar (VMCA) (Flores, 1997).



2. JUSTIFICACION

De todas las enfermedades que afectan a la cafia de azucar (Saccharum spp), la roya
naranja (Puccinia kuehnii) es una de las mas importantes en la actualidad, ya que se
encuentra distribuida en casi todas las regiones productoras de cafia de azucar del
mundo. La roya naranja es una enfermedad que afecta principalmente al follaje de la
cafia de azucar. Las uredosporas de P. kuehnni, se diseminan por el viento a grandes
distancias. En este cultivo también se reporta la roya café (P. melanocephala), esta
fue la primera roya reportada en cafia de azucar en Indonesia en 1884. De las dos
enfermedades fungosas citadas P. kuehnii es la mas agresiva. En Australia, la industria
azucarera se vio afectada por esta enfermedad, la cual dafio severamente al clon

Q124, en el afio 2001 causando pérdidas de millones de délares.

En el continente americano, P. kuehnii se report6é por primera vez en Florida en el afio
2007, afectando el clon CP 72-2086. Este clon esta ampliamente distribuido en México
y como consecuencia, el cultivo de la cafia de azlcar, se ve amenazado por P. kuehnii,
ademas se reporté afectando a otros clones como MEX 57-1285, MEX 61-230 y Co-
301 (Flores et al., 2009). La industria azucarera mexicana se encuentra en peligroy
puede sufrir pérdidas millonarias ante esta nueva enfermedad exdética. Por este
motivo se realizd el presente trabajo de investigacion, para diagnosticar a través de
analisis molecular la presencia de P. kuehnii en los clones comerciales de cafia de

azucar cultivados en el sureste del pais.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la presencia de la enfermedad de la roya naranja de la cafia de azlcar
(Saccharum spp.Hibridos) en el sureste de México e identificar molecularmente el
agente causal.

3.1.1 Objetivos particulares

Detectar la presencia de la enfermedad de la roya naranja en los clones comerciales

de cafia de azUcar en las zonas productoras del sureste de México.

Identificar filogenéticamente el agente causal de la enfermedad roya naranja

Puccinia kuehnii.

3.2 Hipdtesis

Existen clones comerciales de cafia de azucar susceptibles a la roya naranja causada

por P. kuehnii en el sureste de México.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Distribucion de la roya naranja

La enfermedad de la roya naranja en cafla de azlcar, causada por Puccinia kuehnii
(Kruiger) Butler (Virtudazo et al., 2001), es actualmente una de las enfermedades mas
importantes debido al potencial de dafio que causa en las variedades susceptibles
(Minchio et al., 2011). Fue reportado por Kriiger (1890) en Java, y considerada una
enfermedad de menor importancia, menos virulenta y causante de menos dafios que
Puccinia melanocephala Sydow. No obstante, en Australia una epidemia en el afio
2001 caus6 pérdidas estimadas en 210 millones de doélares a la industria azucarera
Australiana (Glynn et al., 2010).

Hasta el afio 2007, la roya naranja se observdO en paises como Papua Nueva
Guinea, Indonesia, Filipinas y Australia. Sin embargo, en este Ultimo en la regién
de Queensland el clon Q 124, era el mas cultivado con el 45% del area ocupada, se
infectd y causoO la epidemia mas importante en la historia de la industria azucarera
Australiana (Braithwaite et al., 2009). En este mismo afio se confirmé la presencia
de roya naranja por primera vez en América, especificamente en Florida, Estados
Unidos, en los clones CP 80-1743 y CP 72-2086 (Sood et al., 2009; Comstock et al.,
2010).

Puccinia kuehnii se encuentra ampliamente distribuida en el sur de la Florida, donde
ha presentado sintomas moderadamente severos en variedades que ocupan
aproximadamente el 25% del area comercial, y en numerosos clones del programa de
desarrollo de variedades. En el 2007 se detectdé y confirmd la presencia de esta
enfermedad en Guatemala (Ovalle et al., 2008), Costa Rica y Nicaragua (Chavarria et
al., 2009); en el 2008 en México, El Salvador y Panama (Flores et al., 2009) Puerto
Rico, Republica Dominicana y Cuba (Diaz et al., 2010); en 2009 se reporté en Brasil
(Barbasso et al., 2010) y en 2010 en Colombia (Angel et al., 2010; Cadavid et al., 2012)
En ese mismo afo se reportd la presencia en Camerun e isla Mauricio (Saumatally et
al., 2011) (Fig. 2).



Figura 2. Distribucién mundial de la roya naranja (Puccinia kuehnii).

En México las primeras incidencias de la roya naranja se registraron en Julio del 2008
en los municipios de Villa Comaltitlan, Tuzatan, Huehuetan, Mazatan, Huixtla y Efrain
A. Gutiérrez, en el estado de Chiapas; posteriormente en Othén P. Blanco en Quintana
Roo; Ursulo Galvan, Tlalixcoyan, Paso de Ovejas, Pueblo Viejo, Panuco y El Higo en
Veracruz; y San Vicente Tancuayalab en San Luis Potosi. En esos municipios se
encontré afectando los clones CP 72-2086, MEX 57-1285, MEX 61-230 y Co0-310
(NAPPO, 2010; SIPOVE, 2012).

4.2 Importancia econdémica de las royas

Las enfermedades causadas por royas son consideradas las mas destructivas para
las plantas. A nivel mundial causan graves dafios economicos a cultivos agricolas,
forestales y a plantas ornamentales (Aime, 2006). Los agentes causales son hongos
de la clase Basidiomicetos, del orden Pucciniales y familia Pucciniacea (Cadavid et
al., 2010). Este Orden esta compuesto por cerca de 7,000 especies, 160 géneros y 14
familias (Ono et al., 2006; Sadravi et al., 2007). Las especies del género Puccinia son
las que causan las enfermedades mas graves en los cultivos (Saba et al., 2013; Park et
6



al., 2012).

Las royas son parasitos obligados (holobiétrofos) y constituyen uno de los grupos de
hongos mas numeroso, diverso y cosmopolita (Zuluaga et al., 2010). En la cafia de
azlcar la presencia de enfermedades ocurre no sélo por motivos de susceptibilidad del
material genético, sino también por la existencia de un entorno favorable, representado
la mayoria de las veces por un clima apropiado y una condicion de manejo deficiente
de la plantacion, que operan conjuntamente como promotores del patdgeno (Chavez et
al.,1999).

4.3 Descripcion taxonomica de la roya naranja

Segun la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI,

www.nchi.nim.nih.gov), la clasificacion taxonémica es:

Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Subphylum: Pucciniomicotyna
Subclase: Pucciniomicete
Orden: Pucciniales
Familia: Pucciniaceae
Género: Puccinia

Especie: Puccinia kuehnii

4.4 Sintomas de la roya naranja

Los sintomas iniciales de la roya naranja de la cafia de azUcar son lesiones minusculas,
elongadas y amarillas, que forman una aureola palida y verde amarillenta a medida que
aumenta de tamafo; en esta etapa puede confundirse con otras enfermedades por su
sintomatologia. Cuando las lesiones crecen cambian de color naranja a naranja
marron (Fig. 3). Grupos de pustulas de roya naranja tienden a aparecer principalmente
en la superficie inferior (envés) de la hoja (Angel et al., 2010). La lamina foliar es
colonizada poco a poco y se afecta la capacidad fotosintética de la planta, por una

menor captaciéon de luz solar (Zhao et al., 2011). El genotipo y la edad de la planta son

7



factores importantes para el desarrollo de ambas royas (P. kuehnii y P. melanocephala)
en el cultivo de la cafia de azlucar. Segun el genotipo de los hospedantes, los sintomas
pueden ser pustulas abundantes y bien esporuladas, presencia de puntos necroticos,
hasta una ligera clorosis. Las plantas jovenes de 2-6 meses de edad son mas sensibles
a la roya que las plantas maduras, por lo que la severidad de la enfermedad disminuye
con la edad (Infante et al., 2009).

——y B w -

Figura 3. Sintomas caracteristicos (pustulas) de la roya naranja en el clon comercial
(CP 72-2086) susceptible a la enfermedad.

4.5 Ciclo biolégico

El ciclo de vida de las royas es uno de los mas complejos de todo el reino Fungi, ya
gue producen hasta cinco tipos de estadios, con esporas diferentes, separado en
tiempo y espacio, lo que hace dificil su conocimiento y su control. Son parasitos,
ecoldgicamente obligados con alto poder epidémico y destructivo (Buritica, 2001; Zuluaga
et al., 2008).

La germinacién de las esporas ocurre dentro de un intervalo de 17 a 34°C de
temperatura, pero la 6ptima es de 18°C y un 97% de humedad relativa. El proceso
infectivo requiere de humedad, que puede provenir de la lluvia o el rocio. La
dispersion de las esporas a las hojas superiores y campos adyacentes es
favorecido por un ambiente seco y por el viento (Infante et al., 2009).

Las uredosporas germinan sobre la superficie de la hoja, y forman apresorios, el
optimo de temperatura es de entre 15 y 30°C. Tres horas después de ser
incubadas a 26°C germinan con la aparicién de varios tubos germinativos en una

misma uredospora, pero generalmente solo se produce un tubo germinativo (Hsieh
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et al., 1977) citado por Infante et al. (2009).

4.6 Descripcién morfoldgica de la roya naranja

Los cinco estadios que producen las royas son:. espermacio, aecios, uredias, telias y
basidias, y sus respectivas estructuras que las originan espermogonios, aecidios,
uredinios, telios y basidios (Infante et al., 2009).

En el cultivo de la cafia de azucar, solo se han observado las fases uredosporas y
teliosporas. Las uredosporas de Puccinia kuehnii (Fig. 4) difieren en tamafo, forma y
color de las de P. melanocephala. Miden 30-43 x 17-26 uym, son ovales, de color
amarillo pélido, con engrosamiento apical y pobre equinulacién (Virtudazo et al.,
2001).

Figura 4. Uredospora de la roya naranja (A, B) y roya café (C, D) (Virtudazo et al.,
9



2001).

4.7 Marcadores moleculares utilizados en especies vegetales

El desarrollo de marcadores moleculares para la deteccion y exploracion de
polimorfismo del DNA es uno de los avances mas significativos en el campo de la
genética molecular (Semag et al., 2006).

El uso de marcadores moleculares aporta informacion sobre la historia evolutiva, la
ecologia y el comportamiento de las especies. Son herramientas eficientes para la
identificacion de especies y poblaciones divergentes (Godoy, 2009).

Los marcadores genéticos representan diferencias entre individuos o especies, actian
como sefiales 0 marcas ya que se encuentran cerca de los genes de interés, la
mayoria no afecta el fenotipo de la caracteristica de interés, porque se encuentran
ligados a los genes que controlan la caracteristica. Los marcadores genéticos se
utiizan en investigacion vegetal béasica, en mejoramiento, caracterizacion vy
conservacion; etiguetado de genes; introgresién asistida de alelos favorables y
proteccion de variedades comerciales. Existen tres tipos principales de marcadores
genéticos: morfoldgicos, bioquimicos (isoenzimas) y de DNA (moleculares) (Gill et al.,
2008).

4.8 Los marcadores moleculares de DNA

Los marcadores moleculares de DNA se basan en el andlisis de diferencias en
pequefias secuencias de DNA entre individuos (Azofeifa, 2006). Son fenotipicamente
neutros y presentan una mayor segregacion o polimorfismo, pueden ser evaluados
desde que la planta esta en sus primeros estados de desarrollo, usando toda la planta
o parte de ella (Phillips et al., 1995). Un marcador debe ser polimorfico, debe
presentarse en diferentes formas para que el cromosoma que lleva los genes mutantes
pueda ser distinguido del cromosoma con el gen normal por un marcador que también
lo lleva (Kumar et al., 2009). Los marcadores de DNA son herramientas valiosas para
los estudios de genética de vegetal. El desarrollo de marcadores moleculares basados

en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el polimorfismo de longitud de
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fragmentos amplificados (AFLP), y los microsatelites, han revolucionado estas

tecnologias al presentar un alto nivel de confiabilidad (Arencibia et al., 2006).

4.9 Técnica molecular usada en roya naranja

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica in vitro para la sintesis
de secuencias especificas de DNA. Utiliza dos iniciadores que hibridan cadenas
opuestas a ambos lados del DNA que se esta analizando. La técnica implica la
ejecucion de una serie repetitiva de ciclos, cada uno de los cuales involucra la
desnaturalizacion del DNA, la union del iniciador a la cadena desnaturalizada y la
sintesis a partir del iniciador de una doble cadena mediante la accion de la polimerasa
(Phillips et al., 1995). Esta técnica utiliza secuencias de oligonucle6tidos que inician la
sintesis de fragmentos de DNA con longitudes variables aproximadas de 6 Kb
(Azofeifa, 2006). En pocas horas se pueden obtener millones de copias de la secuencia
de DNA gue se esta analizando (McCartney et al., 2003).

Esta técnica se ha utilizado con éxito en la identificacion de la enfermedad de la roya
naranja en cafia de azucar y de otros patdégenos que afectan a este cultivo. La PCR es
una técnica versatil inventada a mediados de 1980, su aplicacion para diversos
propésitos ha marcado nuevos rumbos en el campo de la investigacion de la biologia

molecular (Kumar et al., 2009).
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5. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevé acabo en dos fases, campo y laboratorio.

5.1 Fase de campo

En esta fase se colectaron las muestras de tejidos con sintomas de roya naranja en
clones comerciales de cafla de azucar susceptibles a la enfermedad. Para ello se
hicieron muestreos en las regiones productoras de cafia de azucar del sureste de
México (Fig. 5). Los recorridos en los cafaverales se desarrollaron en presencia y en
colaboracion de los técnicos de campo de cada ingenio involucrado en esta
investigacion. En el cuadro 1 se muestran los ingenios y clones muestreados de cada

area de abastecimiento.

Estados Unidos de Amérlca

Figura 5. Ubicacion de Ingenios en el sureste de México.
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5.1.1 Colecta de muestras

Se hizo tomando en cuenta la informacion proporcionada por cada ingenio de los
clones cultivados en sus zonas de abastecimiento (Cuadro 1). Se colectaron hojas que
presentaban sintomas caracteristicos a la roya naranja. Se cortaron en pequefias
porciones y posteriormente se colocaron en bolsas herméticas etiquetadas con
informacién basica como fecha de colecta, localidad, clon, edad del clon, nombre del
productor y nombre del ingenio. Luego se colocaron en un contenedor con hielo para

su preservacion hasta el procesamiento en laboratorio.

Cuadrol. Clones muestreados en los diferentes ingenios del sureste de México.

Estado Tabasco Chiapas | Campeche Q. Roo
Sta. Pdte. Benito San Rafael

Ingenio(s) Rosalia Juérez Azuremex | Huixtla La joya de Pucté
Clones CP 72-086, MEX 69-290, MEX 68 P-23, MEX 79-431, ITV 92-424, COLMEX 00-10,

COLPOS CT MEX 05-223 y RD 75-11.

5.2 Fase de laboratorio

En el laboratorio se analizaron las muestras de hojas de cafia de azlcar con sintomas
(pustulas) de la enfermedad roya naranja colectadas en el sureste de México. Los
analisis se realizaron en el Laboratorio de Biotecnologia y Fitopatologia de Semillas del

Colegio de Postgraduado, Campus Montecillo.

5.2.1 Extraccién del DNA

La extraccion de DNA de tejido foliar con lesiones tipicas (puUstulas) de roya naranja se
realizd mediante el método de CTAB al 2% (Doyle and Doyle, 1990). EI CTAB
previamente calentado a 65°C, se agregd 1 mL a tubos Eppendorf de 2 mL
previamente etiquetados. Posteriormente, se agregé 100 mg de tejido foliar con
pustulas de roya a un mortero y polivinilpirrolidona (PVP). Inmediatamente, se afadio

nitrégeno liquido y se macerd la muestra. La muestra macerada se incorporé en un
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tubo de 2 mL con CTAB y se mezclé. Los tubos se incubaron a 65°C durante 90 min,
mezclando con vortex a intervalos de 10 min. Luego se le afadi6 500 uL de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Luego los tubos se sometieron a agitaciéon por
inversion durante 10 min, a temperatura ambiente. Se centrifug6 a 3600 rpm durante 10
min. Posteriormente se separd la fase acuosa (parte superior), en la cual esta contenido
el DNA, y se deposité en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Seguidamente se afiadié 500
puL de cloroformo alcohol isoamilico, y se agit6 durante 10 min por inversion a
temperatura ambiente, se centrifugo a 3600 rpm durante 10 min. Concluido lo
anterior, se separ0 la fase acuosa, parte superior y se pasé a un tubo nuevo de 1.5
mL. Se le afiadié %2 volumen de etanol al 100%, se dejo a -20 °C toda la noche.
Después, se centrifugd a 3600 rpm por 30 min, para obtener la pastilla de DNA.
Posteriormente se decant6 el etanol con residuos de material organico como proteinas,
dejando la pastilla en la parte inferior. Posteriormente, se lavo la pastilla con
isopropanol al 70 % y se centrifugd a 3600 rpm durante 5 min. Se dejé secar la
pastilla a temperatura ambiente durante 1 hora o hasta que no se detecten

residuos de isopropanol. Finalmente, se hidrato la pastilla con 50 puL de Elution Buffer.

5.2.2 Preparacion de la PCR

Se amplificé una parte de la regién del espacio transcrito internol (ITS1), el 5.8S del
rDNA, y una parte del espacio transcrito interno 2 (ITS2) (Glynn et al., 2010), que
amplifica un fragmento aproximado de 600 pares de bases (bp). La mezcla de reaccién
de la PCR se prepar6 con un volumen final de 25 pL conteniendo: buffer de la enzima
1X Taq DNA polimerasa, 2.5 mM deoxinucleosido trifosfatos (2.5 mM cada uno), 100
ng DNA, 4 pmol de cada iniciador especifico (Pk-F/Pk-R) y 2 unidades de GoTag DNA
(Promega, USA). Las amplificaciones se realizaron con un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94°C por 5 min; 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 30 s,
alineamiento a 56°C por 30 s, y una extension a 72°C por 30 s; finalmente un ciclo de

extension final a 72°C por 7 min.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un Peltier Thermal Cycler PTC-200

(BIORAD, México), las amplificaciones se verificaron por electroforesis en un gel de
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agarosa al 1.5% preparado con 1x TAE buffer (Tris Acetate-EDTA) y corrido a 110 V
cm® durante 70 min. El gel se tifi6 con una solucién de Gel red (Biotium, USA) y las

bandas se visualizaron en un transiluminador (Infinity 3000 Vilber Lourmat, Germany).

Los productos amplificados se limpiaron con el kit de purificacion Wizard SV gel and
PCR Clean up System (Promega, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Finalmente, los productos de PCR se cuantificaron en un espectrofotometro Thermo
Scientific NanoDrop 2000 (Wilmington, USA) y se prepararon para la reaccion de
secuenciacion usando BigDye terminator v. 3.1 (Applied Biosystem, USA). Estos
productos se secuenciaron en ambas direcciones en un Genetic Analyzer modelo 3130
de Applied Biosystems (Applied BioSystems, USA); para asegurar que no hubiera

lecturas de nucledtidos incorrectas.

5.2.3 Analisis molecular

Las secuencias de ambas hebras se ensamblaron y editaron usando BioEdit version
7.0.5 (Hall, 1999), con el cual se cre6 una secuencia consenso para cada uno de los
aislamientos. Esta secuencia, se comparé con las secuencias depositadas en el
GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI), mediante la opcién
BLASTN 2.2.19 (Zhang et al., 2000).

Para la reconstruccion filogenética se alinearon las secuencias correspondientes a la
region del ITS con el programa ClustalW (Thompson et al., 1984) incluido en el Mega
6.05 (Tamura et al., 2013), se us6 el método estadistico de maxima parsimonia. Este
andlisis se efectdo mediante el Close Neighbour Interchange (CNI), con la opcién (n=1),
los espacios o datos faltantes se consideraron como completas deleciones. Para
conocer los valores de confianza para cada uno de los clados en el arbol resultante se
considerd un analisis de bootstrap con 1000 repeticiones (Felsestein, 1985). Las
secuencias de P. Kuehnii FJ708570 de Australia, GQ281584 de México, EU543434 de
Guatemala, GU564411 de Jamaica, GU564413 de Filipinas, GU564408 de China,
EU176009 de USA y FJ708549 de Nueva Guinea se utilizaron para comparacion y
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fueron obtenidas de la base de datos de GenBank — NCBI. La accesion GU564436 de

P. melanocephala se us6 como fuera de grupo.

5.2.4. Reaccion de la secuenciacion

La reaccion se realizd con los iniciadores especificos utilizados en la reaccion de la PCR
(Cuadro 2). Los productos se resolvieron en un Genetic Analyzer 3130 (Applied

Biosystems, USA) de cuatro capilares.

Cuadro 2. Iniciadores utilizados en la amplificacion y secuenciacion de la roya naranja.

Iniciadores Secuencia (5'-3") Especie Tamafo (pb)
Pk-F AAGAGTGCACTTAATTGTGGCTC P. kuehnii 527
Pk-R CAGGTAACACCTTCCTTGATGTG P. kuehnii 527

Los fragmentos secuenciados fueron ensamblados con el sofware Bioedit para obtener la
secuencia consenso, la cual se comparo con las depositadas en el Gen Bank con la opcion
BlastN.

5.2.5 Andlisis morfoldgico

Las muestras se procesaron en el area de Microscopia Electréonica del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo para su analisis morfolégico.

Se cortaron pequefios fragmentos de tejido conteniendo pustulas de roya naranja y
roya café en cafa de azlcar de aproximadamente 5x5 mm para la observacion de sus
estructuras, las muestras se fijaron en glutaraldehido 2.5% en amortiguador de fosfato
Sorensen’s 0.1M pH 7.2 durante 12 hr. Posteriormente se realizaron tres lavados
seriados con el amortiguador citado, 5 min. en cada cambio. Los fragmentos se
deshidrataron en una serie de etanoles graduales (30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%
90%) por 45 min en cada concentracion.

Las muestras se secaron en una secadora de punto critico (Sandri-780A).

Posteriormente se colocaron sobre porta muestras usando cinta doble adhesiva de
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carbon y se recubrieron con oro durante 4 minutos en una ionizadora (lon Sputter JFC-
1100, Jeol, Fine Coat).

Posteriormente las muestras se observaron y fotografiaron en un Microscopio
Electronico de Barrido (JEOL JSM 6390) operando a 10 Kv.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

Se colectaron un total de 60 muestras con sintomas caracteristicos de la roya naranja en

las areas de abastecimientos de los ingenios del sureste de México (Cuadro 3).

Cuadro 3. NiUmero de muestras colectadas de clones de cafa de azUcar con sintomas

caracteristicos de roya naranja en los ingenios del sureste de México.

Ingenios

Sta. Pdte. Benito San Rafael de
Clones Rosalia Juarez Azuremex Huixtla La joya Pucté
CP 72-086 16 3 0 4 0 10
MEX 69-290 1 1 0 0 0 6
MEX 68 P-23 4 2 0 0 0 1
MEX 79-431 4 2 0 0 0 0
ITV 92-424 0 0 0 0 0 2
COLMEX 00-10 0 0 0 0 0 1
COLPOS CT
MEX 05-223 0 3 0 0 0 0
RD 75-11 0 0 0 0 0
Total por
ingenio 25 11 0 4 0 20

6.1 Identificacibn molecular del agente causal de la roya naranja mediante la técnica de
la PCR

Como resultado de la PCR al realizar la amplificacion del ITS del rDNA se obtuvieron
bandas de aproximadamente 527 pares de bases (pb), basandose en el marcador de peso

molecular 1 kb.

Asi mismo, Atkins et al. (2004), mencionan que en la actualidad los ITS son uno de los

fragmentos que mas se amplifican para establecer relaciones filogenéticas entre planta y
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hongos ya que tienen una regién de alta variabilidad, esto permite diferenciar individuos

relacionados genéticamente.

En la figura 6, 7, 8 y 9, se observan los resultados obtenidos del analisis realizado a
muestras de tejido de cafia de azUcar con sintomas de roya naranja procedentes de los

ingenios del sureste de México (Cuadro 3).

Del total de 60 muestras analizadas solo 35 amplificaron con los iniciadores especificos
(Pk-F/Pk-R) disefiados para roya naranja. Las muestras restantes debieron haber sido otro
tipo de patdégeno que afectan a la cafia de azUcar. Los iniciadores utilizados solo amplifican
para Puccinia kuehnii (Glynn et al., 2010), y por consiguiente no identifican a otro

patégeno.

De acuerdo con los resultados obtenidos la roya naranja esta presente en areas de
abastecimiento de los ingenios Santa Rosalia de la Chontalpa, Presidente Benito Juarez,
Huixtla y San Rafael de Pucté. En las areas de abastecimiento de los ingenios Azuremex y
La Joya no se encontraron sintomas de la enfermedad, esto puede deberse a que las
condiciones climéticas no han sido favorables para que se desarrolle la enfermedad ya que

este patdégeno necesita de humedad.

De las muestras del ingenio Santa Rosalia de la Chontalpa, se obtuvieron 10 bandas

amplificadas (Fig.6), con los iniciadores utilizados.

De igual manera para las muestras de los ingenios Huixtla y Presidente Benito Juarez, solo
amplificaron 6 bandas (Fig.7), con los iniciadores especificos utilizados en el analisis

molecular.

Estos resultados a su vez corroboran la presencia de P. kuehnii en areas de
abastecimiento del ingenio Huixtla y coinciden con lo reportado por Flores et al. (2009) en
donde menciona que P. kuehnii se encontré afectando a los clones MEX 57-1285, MEX

61-230 y Co-301 en areas de abastecimiento del ingenio antes mencionado.

De igual manera los resultados obtenidos de la PCR confirman la presencia de P. kuehnii

en areas de abastecimiento del ingenio San Rafael de Pucté (Figs. 8 y 9). En este ingenio

se encontrd a la roya naranja afectando nuevos clones comerciales (MEX 69-290, ITV 92-

1424 y COLMEX 00-10) aparte de los ya mencionados por Flores et al. (2009). Los

resultados antes descritos coinciden con los reportados por NAPPO (2010); DGSV-CNRF
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(20011) SINAVEF (2013).

Figura 6. Amplificacion del agente causal de la roya naranja (Puccinia kuehnii), usando

iniciadores especificos de roya naranja (Pk-F/Pk-R) en 25 muestras procedente del ingenio
Santa Rosalia de la Chontalpa.

Figura 7. Amplificacion del agente causal de la roya naranja (Puccinia kuehnii), usando

iniciadores especificos (Pk-F/Pk-R) en muestras procedentes del ingenio Huixtla (26-29) y
del ingenio Presidente Benito Juarez (30-40).
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Figura 8. Amplificacién del agente causal de la roya naranja (Puccinia kuehnii), usando
iniciadores especificos (Pk-F/Pk-R) en 9 muestras procedentes del ingenio San Rafael de
Pucté

Figura 9. Amplificacion del agente causal de la roya naranja (Puccinia kuehnii), usando
iniciadores especificos (Pk-F/Pk-R) en muestras procedentes del ingenio San Rafael de
Pucté.
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Los iniciadores ITS1-F e ITS-4, se han utilizado para amplificar ITS1, 5.8S e ITS2 del
rDNA de Basidiomycetes de tejido de plantas que contienen hongos (Borneman et al.,
2000). En los hongos y en muchos eucariotes, el rDNA esté localizado tanto en el genoma
nuclear como en el mitocondrial. En el caso del rDNA nuclear, este se encuentra
organizado en unidades repetidas en tandem de aproximadamente 8-12 kb. Las unidades
estan conformadas por tres genes ribosomales: la subunidad 18S (SSU), la subunidad
grande 28S (SLU) y 5.8S y por dos regiones intergénicas: ITS1 e ITS2 (Internal
Transcribed Spacer) (Alvarez, 2012).

Las regiones de ITS del rDNA de hongos son secuencias altamente variables de gran
importancia para distinguir especies de hongos a través del analisis de PCR (Martin et al.,
2005).

La técnica de la PCR demuestra ser muy eficiente en la identificacion de especies de
organismos fitopatdgenos al amplificar los ITS del rDNA en combinacién con el uso de

iniciadores disefiados para organismos especificos.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, amplificando el ITS1, 5.8S e ITS2
del rDNA, de muestras de cafia de azlUcar con sintomas caracteristicos de roya naranja,
fueron muy similares con los obtenidos por Chavarria et al. (2009) y Flores et al. (2009)
gue de igual forma amplificaron las regiones ITS1, 5.8S e ITS2 del rDNA en muestras con
sintomas de la roya naranja, detectando a P. kuehnii como el agente causal. Sin embargo
comparados con los resultados obtenidos por Ovalle et al. (2008) y Comstock et al. (2008)
son similares pero con la diferencia de que estos también amplificaron la subunidad larga
28S del rDNA, de igual forma detectaron a P. kuehnii como el agente causal de la roya

naranja.

En nuestra investigacion se utilizaron iniciadores especificos y se amplifico el ITS1, 5.8S e
ITS2 del rDNA obteniendo fragmentos de aproximadamente 527 pb. Estos fragmentos
fueron mas pequefios que los obtenidos por Virtudazo et al. (2001a) que amplificaron el
ITS, 5.8S y la region D1/D2 del LSU del rDNA de muestras de P. kuehnii utilizando los
iniciadores universales (ITS-1F/ITS-4) (NL1/NL4); como resultado de la amplificacion del
ITS, 5.8S mediante la técnica de PCR obtuvieron fragmentos de aproximadamente 605 pb
y en la amplificacion de la region D1/D2 obtuvieron fragmentos de aproximadamente 620
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pb. La diferencia entre el tamafio de los fragmentos reportado por Virtudazo et al. (2001a) y
los encontrados en el presente trabajo puede atribuirse a que los iniciadores especificos
utilizados solo amplifican el ITS1, 5.8S e ITS2 del rDNA. No obstante la diferencia en el

tamafio no impidio identificar a P. kuehnii como el agente causal de la roya naranja.

Virtudazo et al. (2001b) amplificaron el ITS1 e ITS2 del rDNA de Puccinia kuehnii utilizando
los iniciadores universales ITS1F-ITS-4, ellos obtuvieron productos de amplificacion de
aproximadamente 704pb. Sin embargo, comparado con los resultados obtenidos en la
presente investigacion tienen similitud ya que el rDNA que se amplificé fue de Puccinia
kuehnii, no asi en los productos de la PCR ya que estos fueron de préximamente de 704pb

y lo obtenido en nuestra investigacion fueron de 527pb.

6.2 Morfologia de la roya naranja (Puccinia kuehnii) y roya café (Puccinia melanocephala)

Las lesiones de roya naranja y roya café en hoja de cafia de azlcar se examinaron por

microscopia electronica de barrido (MEB).

Los resultados muestran diferencias claras entre ambas especies (Fig.10), asi como lo
menciond Virtudazo et al. (2001). La roya naranja no presenta parafisas, tiene espinas
dorsales mas largas y dispersas, la uredospora presenta equinulacion moderada y son de
color brillante anaranjado en clones CP 72-2086. Por otra parte la roya café presento
uredosporas equinuladas mas densa, presenta parafisas, espinas dorsales mas cortas y
abundantes y son color café o marron. Los resultados antes mencionados coinciden con
los descrito por Virtudazo et al. (2001); Braithwaite et al. (2009); Dixon et al. (2010);
Cadavid et al. (2010); Angel et al. (2010).
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CP-UME X2,000 10pm

X3,000 5um

X1,300  10pm

Figura 10. Uredosporas de roya naranja Puccinia kuehnii (a, b, c) y roya café Puccinia

melanocephala (d, €, f).
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6.3 Comparacion de secuencias consenso

6.3.1 Ingenio Santa Rosalia de la Chontalpa

Secuencias de nucleétidos del ITS1, 5.8S e ITS2 del rDNA de P. kuehni, obtenidas de
hojas con lesiones de roya naranja colectadas en clones susceptibles de cafia de
azucar en diferentes localidades del area de influencia del Ingenio Santa Rosalia de la

Chontalpa.

MEX 79-431 (Poblado C-29 Céardenas, Tab.)

TCATTATTAACAAGGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATTT
TAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTTT
AACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGT
AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTTT
TGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATGA
ATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTAA
ATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAAT
AATTAAAAAAAAAAAAA

CP 72-2086 (Sargento Lopez, Comalcalco, Tab.)

ATAAATATATATAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATTCGATGAAGAAC
ACAGTGAAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTT
GAACGCACCTTGCACCTTTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGA
AAACCTTACTCATTTTATGAATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAA
TTTTTTAATTGCTCACTTTAAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTT
GGATTGACTTGATGTGTAATAATTAAAAAAAAAAAAATCACATCAAGGAAGG

CP 72-2086 (Monterrey, Cunduacan, Tab.)

GAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATT
GAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTTTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGT
GTCATGAAAACCTTACTCATTTTATGAATTTTTAACATTTTTAAAATQGATGTTGAGT
GTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTAAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACA
TTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAATAATTAAAAAAAAAAAAATCACATCAAGGAA
GG

CP 72-2086 (Huimanguillo, Tab.)

CCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATT
TTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTT
TAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAG

TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTT
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TTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATG
AATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTA
AATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAA
TAATTAAAAAAAAAAAAATCAC

CP 72- 2086 (Casa blanca, Cunduacan, Tab.)

CCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATT
TTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTT
TAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTT
TTGGTATTCCAAGAAGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATG
AATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCAC

CP 72-2086 (Huimanguillo, Tab.)

TATGGGGGAAACCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCC
CCCCTAAATATTTTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAA
TATATATAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTG
AAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGC
ACCTTGCACCTTTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTT
ACTCATTTTATGAATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAA
TTGCTCACTTTAAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGA
CTTGATGTGTAATAATTAAAAAA

CP 72-2086 (Santa Rosalia, Cardenas, Tab.)

CCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATT
TTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTT
TAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTT
TTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATG
AATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTA
AATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAA
TAATTAAAAAAAAAAAAA

CP 72-2086 (Huimanguillo, Tab.)

CCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATT
TTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTT
TAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTT
TTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATG
AATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTA
AATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAA
TAATTAAAAAAAAAAAAAA
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CP 72-2086 (Zaragoza, Cunduacan, Tab.)

CTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATTT
TAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTTT
AACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGT
AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTTT
TGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATGA
ATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTAA
ATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAAT
AATTAAAAAAAAAAAA

6.3.2 Ingenio San Rafael de Pucté

Secuencias de nuclettidos del ITS1, 5.8S e ITS2 del rDNA de Puccinia kuehni,
obtenidas de hojas con lesiones de roya naranja colectadas en clones susceptibles de
cafa de azucar en diferentes localidades del area de influencia del Ingenio San Rafael

de Pucté.

MEX 69-290 (Cocoyol, Othdn P. Blanco, Quintana Roo)

TCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATTTT
AACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTTTA
ACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTTTTG
GTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATGAAT
TTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTAAAT
ATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAATAA
TTAAAAAAAAAAAAATC

CP 72-2086 (Cacao, Othon P. Blanco, Quintana Roo)

GGGGGAAACCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCC
CTAAATATTTTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATA
TATAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAAT
GTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCT
TGCACCTTTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTC
ATTTTATGAATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGC
TCACTTTAAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTG
ATGTGTAATAATTAAAAAAAAAAAAA

26



MEX 69-290 (Cocoyol, Othon P. Blanco, Quintana Roo)

TATGGGGGAAACCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCC
CCCCTAAATATTTTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAA
TATATATAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTG
AAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGC
ACCTTGCACCTTTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTT
ACTCATTTTATGAATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAA
TTGCTCACTTTAAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGA
CTTGATGTGTAATAATTAAAAAAAAAAAAAT

CP 72-2086 (Cocoyol, Othon P. Blanco, Quintana Roo)

TATGGGGGAAACCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCC
CCCCTAAATATTTTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAA
TATATATAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATTGATGAAGAACACAGTG
AAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGC
ACCTTGCACCTTTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTT
ACTCATTTTATGAATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAA
TTGCTCACTTTAAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGA
CTTGATGTGTAATAATTAAAAAAAAAAAAAT

CP 72-2086 (San Francisco Bote, Othén P. Blanco, Quintana Roo)

ACCTCATTATTAAACAAAAGTATATGGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTA
AATATTTTAACCACAATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATA
TAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGT
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTG
CACCTTTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCAT
TTTATGAATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTC
ACTTTAAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGAT
GTGTAATAATTAAAAAAAAAAAAA

CP 72-2086 (Cocoyol, Othon P. Blanco, Quintana Roo)

ATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATTTTAA
CCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTTTAAC
AATGGATCTCTAGGCTCTCACATTGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTTTTGG
TATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATGAATTT
TTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTAAATAT
ATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAATAATT
AAAAAAAAAAAA
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MEX 68-P-23 (Sacxa, Othén P. Blanco, Quintana Roo)

TCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATTTT
AACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTTTA
ACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCcGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGTAA
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTTTTG
GTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATGAAT
TTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTAAAT
ATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAATAA
TTAAAAAAAAAAAAA

COLMEX-0010 (Sacxa, Othén P. Blanco, Quintana Roo)

CTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATTT
TAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTTT
AACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGT
AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTTT
TGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATGA
ATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTAA
ATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAAT
AATTAAAAAAAAAAAAA

CP 72-2086 (Sacxa, Othon P. Blanco, Quintana Roo)

TATGGGGGAACCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCC
CCCTAAATATTTTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAAT
ATATATAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGA
AATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCA
CCTTGCACCTTTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTA
CTCATTTTATGAATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAAT
TGCTCACTTTAAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGAC
TTGATGTGTAATAATTAAAAAAAAAAAAA

MEX 69-290 (Carlos Madrazo, Othon P. Blanco, Quintana Roo)

CCTCATTATTAACAAGTATATGTTCTAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATT
TTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTT
TAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTT
TTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATG
AATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTA
AATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAA
TAATTAAAAAAAAAAAAA
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CP 72-2086 (Sabidos, Othén P. Blanco, Quintana Roo)

AATATGGGGGAAACCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTAT
CCCCCCTAAATATTTTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATA
AATATATATAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAG
TGAAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAAC
GCACCTTGCACCTTTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAAC
CTTACTCATTTTATGAATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTT
TAATTGCTCACTTTAAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGAT
TGACTTGATGTGTAATAATTAAAAAAAAAAAAA

CP 72-2086 (Sergio Butron Casas, Othon P. Blanco, Quintana Roo)

CTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATTT
TAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTTT
AACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTTTT
GGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATGAA
[TTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTAAA
TATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAATA
ATTAAAAAAAAAAAA

MEX 69-290 (El palmar, Othén P. Blanco, Quintana Roo)

ATGGGGGAAACCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCC
CCCTAAATATTTTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAAT
ATATATAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATTGATGAAGAACACAGTGA
AATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCA
CCTTGCACCTTTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTA
CTCATTTTATGAATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAAT
TGCTCACTTTAAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGAC
TTGATGTGTAATAATTAAAAAAAAAAAAA

CP 72-2086 (Alvaro Obregdn, Othon P. Blanco, Quintana Roo)

CCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATT
TTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTT
TAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTT
TTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATG
AATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTA
AATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAA
TAATTAAAAAAAAAAAAA
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CP 72-2086 (Sabidos, Othén P. Blanco, Quintana Roo)

TATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATTTTAACCACATATATGAAA
ATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTTTAACAATGGATCTCTAG
GCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTTTTGGTATTCCAAGAGGT
ACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATGAATTTTTAACATTTTTAA
AATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTAAATATATTCAAGTTCCT
CCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAATAATTAAAAAAAAAAAA
A

ITV 92-1424 (Sabidos, Othén P. Blanco, Quintana Roo)

ACCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATAT
TTTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTT
TTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCT
TTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTAT
GAATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTT
AAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTA
ATAATTAAAAAAAAAAAA

CP 72-2086 (Pucté, Othén P. Blanco, Quintana Roo)

GGGGGAAACCTCAATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCC
CCTAAATATTTTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATAT
ATATAACTTTTAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAA
TGTGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACC
TTGCACCTTTTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACT
CATTTTATGAATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTG
CTCACTTTAAATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTT
GATGTGTAATAATTAAAAAAAAAAAAA

MEX 69-290 (Alvaro Obregdn, Othon P. Blanco, Quintana Roo)

CCTCATTATTAACAAGTATATGTTATAATTCTTTTATAACATTATCCCCCCTAAATATT
TTAACCACATATATGAAAATGAATGTAAATAGAAATTTTTAATAAATATATATAACTTT
TAACAATGGATCTCTAGGCTCTCACATCGATGAAGAACACAGTGAAATGTGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATTGAATCTTTGAACGCACCTTGCACCTT
TTGGTATTCCAAGAGGTACACCTGTTTGAGTGTCATGAAAACCTTACTCATTTTATG
AATTTTTAACATTTTTAAAATGGATGTTGAGTGTTGCAATTTTTTAATTGCTCACTTTA
AATATATTCAAGTTCCTCCTCCCCCTTAACATTATGTTTGGATTGACTTGATGTGTAA
TAATTAAAAAAAAAAAAATC
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De acuerdo con los resultado del BLASTN estas secuencias tienen una maxima
identidad de 99% y 100% con las accesiones GU564409 a la GU564421 de P. kuehnii,
reportada por Sugarcane Field Station, USDA-ARS, Canal Point, USA. Asi como
también con las accesiones GQ283004 a la GQ283009 de Agriculture Research
Service, Systematic Mycology and Microbiology Lab, United States Department of
Agriculture, USA. Este resultado se corrobor6é con el arbol filogenético (Fig. 5) que
mostré que los aislamientos mexicanos tienen un 100 % de maxima identidad con la
secuencia de Florida, USA ubicada en el clado | y la secuencia con 99% en el clado II.
En el clado | también se agruparon las secuencias procedentes de Australia,
Centroamérica y el Caribe quienes mostraron la misma identidad con la accesién
GU564416 de Japon, estas secuencias son diferentes a la procedente de USA (Clado

I1) y Nueva Guinea (Clado ).
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Figura 11. Arbol filogenético construido con las secuencias obtenidas mediante

amplificacion con los iniciadores especificos PK-F/PK-R, se us6 el método estadistico

de Maxima Parsimonia con 1000 repeticiones bootstrap
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7. CONCLUSIONES

La roya naranja se encuentra presente en areas de abastecimiento en 4 de 6 Ingenios
del sureste de México; Santa Rosalia de la Chontalpa, Presidente Benito Juarez en

Tabasco; Huixtla en Chiapas y San Rafael de Pucte en Quintana Roo.

Se detecto la presencia de la roya naranja en los clones comerciales CP 72-2086, MEX
79-431, MEX 68-P-23, ITV 92-1424, COLMEX 00-10, MEX 69-290 y COLPOS CT MEX
05-223.

Los iniciadores especificos utilizados Pk-F/Pk-R identificaron a P. kuehnii con un 99% y

100% de identidad comparadas con las secuencias depositadas en el Gen Bank.
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