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ABSTRACT

Natural infection of American soybean rust, caused by Phakopsora meibomiae Arthur, was
studied during 2006 to 2008 in experimental plots established at Isabela, Adjuntas and
Juana Diaz Agriculture Experiment Stations of the University of Puerto Rico. The
American soybean rust was observed on Lablab purpureus and Phaseolus lunatus in
Adjuntas from June to October, 2007. Soybean rust identification was carried out by DNA
analysis using PCR of the ITS region of the rDNA. In order to observe natural infections on
wild hosts, different surveys were conducted in fourteen municipalities of the island.
Twenty nine percent of the samples were positive for P. meibomiae. L. purpureus presented
the highest disease severity. Additionally, P. meibomaie was found in Vigna luteola,
Macroptilium lathyroides, Pachyrhizus erosus, P. lunatus and Vigna sp. Thirty eight
percent of infected legumes were observed between 501 and 600 meters. Two different rust
lesions were observed: a tan color reaction with abundant sporulation, and a reddish brown
lesion with reduced sporulation. Lesion size on L. purpureus varied from 0.92-0.60 to 0.68-
0.41 mm. Average number of uredinium per cm’ was 31.6, with an average of 118.77
urediniospores/uredinium. Uredinium patterns and the release of the urediniospores were
observed in scanning electron microscopy. Aditionally, host range studies were conducted
in 15 legumes. Canavalia gladiata, Crotalaria brevidens, Mucuna pruriens and Pueraria
phaseoloides had immune reaction. The shortest incubation and latent periods were
observed on P. vulgaris with 3.23 and 6.27 days, respectively. The greatest number of

uredinium per individual lesion was observed on P. vulgaris with an average of 5.79.



During the two years of survey, the presence of Asian soybean rust caused by P.

pachyrhizi, was never observed nor identified.



RESUMEN

En lotes experimentales de soya en las Estaciones Experimentales de Isabela, Adjuntas y
Juana Diaz, se determino la infeccion natural de la roya americana de la soya, causado por
Phakopsora meibomiae Arthur, en 2006 a 2008. La roya americana se presentd Unicamente
en Adjuntas, en Lablab purpureus y Phaseolus lunatus, en siembras contiguas, durante la
siembra de Junio a Octubre del 2007. La identificacion de la especie fue realizada mediante
analisis de ADN, utilizando PCR y secuenciacion de la region ITS del rADN. Se realizaron
monitoreos en catorce municipios de la isla para determinar la infeccion natural en
hospederos silvestres. El 29% de muestras resultaron positivas, siendo L. purpureus la de
mayor prevalesencia. Adicionalmente, se reportd presencia de P. meibomiae en Vigna
luteola, Macroptilium lathyroides, Pachyrhizus erosus, P. lunatus y Vigna sp. El 38% de
las muestras infectadas se presentd entre los 501 y 600 metros. Las reacciones observadas
fueron de tipo TAN (lesiones bronceadas con abundante esporulacion) y RB (lesiones café-
rojizas y poca esporulacion). En L. purpureus, el tamano de las lesiones variaron de 0.92-
0.60 mm por 0.68-0.41 mm. El nimero promedio de uredos por cm” fue de 31.6, con un
promedio de 118.77 uredosporas/uredo. La estructura de los uredos y los patrones de
liberacion de uredosporas se observaron mediante microscopia electronica de rastreo. Para
determinar el rango de hospederos se evaluaron 15 especies de leguminosas. Canavalia
gladiata, Crotalaria brevidens, Mucuna pruriens y Pueraria phaseoloides fueron inmunes.
El periodo de incubacion y de latencia mas corto se observo en P. vulgaris con 3.23 'y 6.27

dias, respectivamente. El mayor niimero de uredos por lesion individual lo produjo P.



vulgaris con un promedio de 5.79. Durante los dos afios de monitoreo, no se observo ni se

identifico la presencia de la roya asiatica de la soya, causada por P. pachyrhizi.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de la soya, Glycine max (L.) Merrill, se produce comercialmente en mas
de 35 paises alrededor del mundo, y es considerado la mayor fuente de aceite de semilla de
todos los cultivos agricolas en el mercado internacional (Anénimo 2001). Los altos niveles
nutricionales encontrados en su semilla, ademds de sus propiedades medicinales, lo hacen
una importante fuente alimenticia para el suplemento de productos primarios para humanos
y animales (Shannon 2005). Su contenido de proteina, grasa y carbohidratos, en base a
materia seca, oscila entre el 32 al 43.6%, 15.5 al 24.7% y 31.7 al 31.8%, respectivamente
(Ano6nimo 2001). El centro de origen del cultivo de la soya se encuentra en el noreste de la
China, en donde se la domesticd bajo la dinastia Shang hace 3000 afios. Su produccion se
inicid6 hace 2000 afos en Japdn, mientras que a inicios de 1765 se introdujo desde el
continente asidtico a Estados Unidos, en donde se la empezd a cultivar (Imazaki et al.,
2006). A inicios del siglo XX la soya fue introducida a Sud América por medio de
inmigrantes japoneses. La soya fue considerada un cultivo importante con la introduccion
de cultivares provenientes de Estados Unidos a Sud América, a mediados del siglo XX,
incrementando su produccion drasticamente (Imazaki et al., 2006).

El mayor productor de soya a nivel mundial es Estados Unidos con una produccion
de 72.9 millones de toneladas métricas (tm), correspondiente al 33%, seguido de Brasil,

Argentina y China, con 61, 46.2 y 14 millones de tm, respectivamente (www.soystats.com

2008). La produccion mundial en el 2008 fue de 220.9 millones de tm (www.soystats.com

2008).
En Puerto Rico su produccion se estima en 700 hectareas, localizadas en las areas

sur y noroeste, distribuidas en seis compafiias dedicadas a la seleccion de lineas mejoradas
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y produccion de semilla para mejoramiento (Estévez, com. pers.). La produccion de soya
puede establecerse durante todo el ano, debido a que las estaciones (especialmente el
invierno) no son marcadas, lo que es una ventaja para las empresas productoras de semilla,
que requieren de una produccion constante durante todo el afio.

La enfermedad mas destructiva de la soya lo constituye la roya asiatica, causada por
el hongo Phakopsora pachyrhizi Sydow (Isard et al., 2006). Las pérdidas producidas por
esta enfermedad pueden ir de 10 a 80%, reportandose pérdidas totales en practicas de
monocultivo (Levy 2005). La roya asiatica fue reportada por primera vez en Japon en 1903,
ocasionando grandes pérdidas en el continente asiatico durante décadas. A finales de 1996
la roya asiatica fue reportada en Uganda, siendo por primera vez descrita en el continente
africano (Levy 2005). En el afio 1994 la enfermedad fue reportada por primera vez en el
hemisferio occidental en la isla de Hawaii (Pan et al., 2006). En el continente americano, P.
pachyrhizi fue reportado por primera vez en Paraguay y Brasil en el 2001, distribuyéndose
rapidamente por todo el continente, en el 2002 fue reportada en Argentina (Rossi 2003;
Yorinori et al., 2005). Durante la temporada de siembra de soya del 2003, se localiz6 en la
mayor parte de Brasil y Bolivia (Hartman 2004). Para este afio, en Brasil, se estimaron
pérdidas por 1.2 billones de dolares, de donde 500 millones fueron debido a pérdidas en la
producciéon y 700 millones por el uso inadecuado de fungicidas (Posada et al., 2005;
Posada-Buitrago y Frederick 2005). En agosto del 2004 se reporté en Colombia y Ecuador
(Pan et al., 2006; Lianzan, com. pers.) y para el 10 de noviembre de este afio, se reportd por

primera vez en Louisiana, Estados Unidos (Pan et al., 2006). Para el afio 2005, P.



pachyrhizi fue reportada en México (Carcamo Rodriguez et al., 2006), siendo el primer
reporte de la enfermedad en Centroamérica.

La presencia de la roya americana, Phakopsora meibomiae, se ha reportado en
América Central, Sud América y el Caribe, en infecciones naturales en Lablab purpureus y
otras leguminosas en Puerto Rico, México y Cuba, en 1913, 1917 y 1926, respectivamente
(Bromfield 1884; Pivonia et al., 2004). Trabajos realizados en Puerto Rico, entre 1976 a
1979, informaron la presencia de infecciones naturales de roya en diferentes hospederos,
identificando a su agente causal como P. pachyrhizi (Vakili 1979).

A través de pruebas moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa, es
posible discriminar entre P. pachyrhizi y P. meibomiae, ya que morfologicamente sus
estados asexuales son idénticos (Frederick et al., 2002).

El rango de temperatura optimo para la infeccion de la roya se encuentra entre los
18 y 26.5°C, con un minimo de 6 a 7 horas de agua libre sobre el follaje (Melching et al.,
1989; Villavicencio et al., 2007). El rango de temperatura diurna en Puerto Rico est4 entre
los 24 a 27°C con una alta radiacion solar. El promedio anual de precipitacion de la isla es
de 1780 mm, siendo los meses de diciembre a abril los mas secos. Dadas las condiciones
climaticas presentes en Puerto Rico, asi como los hospederos alternos que se encuentran
distribuidos en la isla, es importante determinar la distribucion de la roya de la soya en
forma natural y en lotes experimentales. La presencia de P. pachyirhizi en Puerto Rico,
podria significar una fuerte amenaza para la produccion local de soya, lo que causaria
pérdidas en la produccion e incremento en los costos de produccién en las empresas

productoras de semilla y siembras futuras que se pudieran implementar en la isla.



Los objetivos de la presente investigacion fueron: 1) Determinar la presencia de
Phakopsora en tres localidades de Puerto Rico, 2) Realizar monitoreos en la Cordillera
Central de la isla, para determinar la infeccion natural producida por P. meibomiae, 3)
Establecer el rango de hospederos para la roya americana de la soya, y 4) Caracterizar

molecularmente aislados de Phakopsora provenientes de L. purpureus.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Clasificacion taxonomica de la “roya de la soya”

La enfermedad conocida como “roya” en el cultivo de la soya, es causada por dos
especies de hongos: Phakopsora meibomiae, también conocida como “roya americana”; y,
por Phakopsora pachyrhizi, denominada “roya asiatica”, ASR por sus siglas en inglés
(Asian Soybean Rust) (Yorinori et al., 2005; Frederick et al., 2002; Villavicencio et al.,
2007; Posada-Buitrago y Frederick 2005; Pivonia et al., 2004; Hartman et al., 2004).
Taxonomicamente la roya de la soya presenta la siguiente clasificacion (Alexopoulos 1996;
Cummins y Hiratsuka 2004; Hibbett et al., 2007):

Reino: Fungi
Subreino: Dikarya
Phylum: Basidiomycota

Subphylum: Puccioniomycotina

Clase: Pucciniomycetes

Orden: Pucciniales

Familia: Phakopsoraceae

Especies: Phakopsora meibomiae Arthur;

Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & Sydow.

2.2. Etiologia
Los hongos conocidos como royas, presentan cinco estados de desarrollo en

secuencias regulares uno de otro (Alexopoulos 1996).

5



Estado 0: Espermacio producido en espermogonio e hifa receptora.
Estado I: Aeciosporas producidas en aecio.

Estado II: Uredosporas producidas en uredo.

Estado III: ~ Teliosporas producidas en telia.

Estado IV:  Basidiosporas producidas en promicelio.

En condiciones naturales la roya americana, asi como la asiatica, producen los
estados II y III, no reportandose la presencia de basidiosporas (Cummins y Hiratsuka 2004;
Pivonia et al., 2004; Posada-Buitrago y Frederick 2005; Sinclair et al., 1989; Ulloa y
Hanlin 2006). La germinacion de teliosporas, en P. pachyrhizi, se ha reportado bajo
condiciones de laboratorio, sometiéndolas a ciclos de humectacion y secado (entre 10 y 12)
a temperatura ambiental. Las teliosporas en proceso de germinacion se hincharon formando
un basidio ligeramente curvado conteniendo de 1 a 4 esterigmas con basidiosporas. Los
niveles mas altos de germinacion de teliosporas se observaron cuando se almacenaron a
5°C por un periodo de 5 a 6 meses, previa la ruptura de su dormancia (Saksirirat y Hoppe

1991).

2.2.1. Etiologia de Phakopsora meibomiae (Arthur) Arthur
Sinénimos: Physopella meibomiae Arthur (1917), Phakopsora crotalariae Arthur
(1917), Phakopsora meibomiae (Arthur) (1925), Phakopsora diehlii Cummins (1974),
Uredo vignae Bresadola (1891), Aecidium crotalariicola P. Hennings (1899), Uredo
aeschynomenes Arthur (1905), Physopella aeschynomenes (Arthur) Arthur (1907), Uredo

teramni Mayor (1913), Uredo concors Arthur (1915), Phakopsora aeschynomenes (Arthur)



Arthur (1917), Physopella concors (Arthur) Arthur (1917), Phakopsora vignae (Bresadola)
Arthur (1917), Phakopsora psoraleae Jackson & Holway (1931), Phakopsora vignae
Arthur ex Cummins (1943). Anamorfo: Malupa vignae (Bresadola) Ono.

Las fases de espermogonio (picnio) y aecio no se han registrado (Ono et al., 1992;
Sinclair et al., 1989). El soro anamorfo, conocido como uredo, uredinia o uredio, es
ampigeo, diminuto. Se presenta formando grupos o en forma dispersa en lesiones
descoloridas, de origen subepidermal. A su alrededor se encuentra una parafisis constituida
por pseudoparenquima. La apertura del uredo, para la liberacion de las uredosporas, se
ubica en su parte central. Su contextura es de tipo pulverulento, de coloracion café-canela
palido, parafisis cilindrica a clavata; con una dimension de 15 a 55 x 6 a 12 pm,
dependiendo del hospedero, con paredes apicales gruesas y laterales delgadas (Ono et al.,
1992).

Las esporas son anamorfas, sésiles, conocidas como uredosporas o urediniosporas,
de tipo ovoides a elipsoidales, de color café-amarillento a hialino. Su tamafo varia de 16 a
31 x 12 a 24 um, y la pared celular es de 1 pm de grosor. La apertura para su germinacion
se localiza mayormente sobre la linea ecuatorial. La telia, ubicada entremezclada con los
uredos, es de origen subepidermal, de coloracion café-castafio a café-chocolate. Presenta
una capa de esporas café-castafio de 1 a 4. Las teliosporas, también conocidas como
teleutosporas, presentan una coloracion café-amarillento a café-castafio ligero, con pared
celular de 1.5 a 2 pm de grosor. Presentan una forma subglobosa, oblonga a elipsoidal,
formadas en filas o dispersas, con una longitud de 12 a 26 x 6 a 12 um, dependiendo del

hospedero y de los factores climaticos en los cuales se desarrolla (Ono et al., 1992).



2.2.2. Etiologia de Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & Sydow

Sinonimos: Phakopsora sojae Fujikuro (1926), Phakopsora calothea H. Sydow
(1931), Phakopsora sojae Sawada (1931), Physopella pachyrhizi (H. Sydow & Sydow)
Azbukina (1970), Uredo sojae P. Hennings (1903), Uredo erythrinae P. Hennings (1908),
Phakopsora erythrinae Gdumann (1922). Anamorfo: Malupa sojae (P. Hennings) Ono.

La fase de espermogonio no se ha registrado. La produccion de uredo es en forma
dispersa o en grupos sobre lesiones descoloridas. De tamafio diminuto, comunmente de tipo
hipofilo y de origen subepidermal. La parafisis del himenio encierra al uredo y es un
pseudoparénquima peridiode de color café-canela y de aspecto pulverulento. Presenta
parafisis cilindrica a clavata de una longitud que varia de 25 a 50 um por 6 a 14 um, de
coloracion café-amarillento palido, es apical ligeramente conspicua y de un tamaio de 18
um. Las dimensiones de las uredosporas, formadas en el uredo, pueden variar de 18 a 34
pm por 15 a 24 umy el grosor de la pared celular es de 1 um. Su forma puede ir de ovoide
a elipsoidal y una coloracion café-amarillento palida. La ubicacion de la abertura para su
germinacion se localiza en la zona ecuatorial o sobre ella (Ono et al., 1992).

La produccion de telia ocurre a la par con la de los uredos, a menudo encontrandose
entremezcladas. La telia es hipofilo, de coloracion que puede variar de café-castaio a café-
chocolate. Es de origen subepidermal con una produccion de 2 a 7 esporas. Las teliosporas
son uni-celulares con una distribucion irregular. Presentan una forma angularmente
subglobosa, de oblonga a elipsoidal con paredes celulares de 1 pm de grosor. Su dimension
puede ir de 15 a 26 x 6 a 12 um de una coloracion café-amarillenta palida (Ono et al.,

1992).



2.3. Sintomatologia

El sintoma caracteristico de la roya de la soya es la produccion de lesiones
conteniendo de uno a varios uredos globosos, ostiolados, que emergen del tejido vegetal.
Estas lesiones pueden presentar un tono bronceado a café oscuro, o pueden ser café-rojizo
(Sinclair el al., 1989).

Los sintomas iniciales de la enfermedad se caracterizan por la presencia de lesiones
pequefias y himedas que incrementan de tamafio y cambian de coloracion de grisaceo hasta
un tono bronceado o café (Sinclair et al., 1989). Las lesiones son poligonales y varian en
tamafio de 2 a 5 mm?, restringidas a los margenes de las nervaduras de las hojas (Monte et
al., 2003). Las lesiones se observan, en mayor abundancia, en las hojas de la planta
(especialmente en el envés), sin embargo se pueden localizar en peciolos, vainas y tallos. A
medida que el estado de la infeccion avanza, el nimero de uredos por lesion incrementa,
produciéndose la expulsion de las uredosporas a través del poro central del uredo, de esta
forma se producen grupos de esporas que se ubican sobre y alrededor del uredo. El cambio
de coloracion de la lesion depende de la etapa de infeccion y del genotipo en donde se
efectia la interaccion, pudiendo variar desde un color verde-grisaceo hasta un tono café-
oscuro (Sinclair et al., 1989). Las reacciones ocasionadas por la “roya de la soya” pueden
ser clasificadas en tres tipos (Bonde et al., 2006; Bromfield 1984):

a) RB. Lesiones de coloracion café-rojizo, en donde se alojan un reducido numero de
uredos y poca esporulacion (Interaccion semi compatible).
b) TAN. Lesiones de coloracion bronceado, en donde se ubican un gran nimero de

uredos y abundante esporulacion (Interaccion compatible).



¢) Inmune. Sintomas no visibles de infeccion (Incompatible).

Con el incremento de la severidad de la enfermedad se produce defoliacion
prematura y la maduracion temprana de la planta (Monte et al., 2003). Sus sintomas
pueden ser confundidos con la pustula bacteriana, producida por Xanthomonas campestris
p.v. glycines, especialmente en los primeros estados de desarrollo de la enfermedad.
Existen dos caracteristicas fundamentales que permiten distinguirlas (Vakili 1976):

a) El uredo de la roya se abre para la liberacion de las uredosporas, a través del ostiolo,
mientras que la pustula de la bacteria no presenta la apertura de liberacion y de vez en
cuando puede fisurarse.

b) Existe formacion de grupos de uredosporas en la parte apical del uredo, mientras

que las pustulas bacterianas presentan tejido necrético a través de la fisura formada.

2.4. Ciclo de vida y epidemiologia.

Los estudios epidemiologicos y ciclo biologico de la roya han sido estudiados en
diferentes cultivares de soya y diferentes hospederos, a partir de aislados de P. pachyrhizi
provenientes de localidades ubicadas en el hemisferio oriental, desconociéndose este tipo
de estudios para P. meibomiae (Hartman et al., 2004).

Para que un modelo epidemioldgico sea desarrollado exitosamente, requiere ser
alimentado con informacion intrinseca al patogeno y al hospedero, a través de los diferentes
factores epidemiologicos involucrados en el proceso de infecciébn, como lo son: la
eficiencia de la infeccion, el periodo de latencia, la produccion de esporas, periodos

infecciosos, entre otros. Diferentes experimentos debidamente controlados, han sido
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desarrollados para determinar los componentes epidémicos, y de esa forma presentar
predicciones validas en el progreso de la epidemia (Pivonia y Yang 2006).

En Estados Unidos, se han desarrollado diferentes modelos para predecir el
movimiento de la roya asiatica de la soya hacia Norteamérica. Los modelos desarrollados
por la Universidad Estatal de Pennsylvania (IAMS: Integrated Aerobiology Modeling
System), por los laboratorios de recursos aéreos de la NOAA (modelo de transporte
atmosférico HYPSLIT), y por las Universidades de Iowa y St. Louis (a través de modelos
climatologicos), permiten conocer en tiempo real la localizacion de la enfermedad en los
diferentes estados, y predecir su diseminacion a corto plazo (Isard y Russo 2007).

Dada la complejidad de los factores involucrados en el desarrollo epidemiologico de
la enfermedad, muchos aspectos de este patosistema no estan del todo claros. Temperaturas
optimas de germinacion entre 18 y 25°C, con periodos de humedad de 10 a 12 horas,
permiten un exitoso establecimiento de la enfermedad y un rapido desarrollo de la epidemia
(Del Ponte et al., 2006).

La germinacion de la espora, formacion del apresorio y la penetracion, son las
primeras etapas que el patégeno debe desarrollar para establecer la infeccion en el
hospedero. Estas etapas, ademas de la colonizacion y la produccién de esporas, estan
influenciadas por factores relacionados con el patdgeno y el hospedero (factores bioticos) y

por factores abidticos, relacionados con el ambiente (Bromfield 1984).
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2.4.1. Germinacion de uredosporas

La germinacién de la espora es un proceso esencial durante el ciclo de vida de todos
los hongos filamentosos. En una primera etapa, las condiciones ambientales apropiadas
rompen la dormancia de la espora, posteriormente ocurre una reaccion isotropica en donde
existe absorcion de agua y activacion de numerosos procesos metabdlicos, para finalmente
formar el tubo germinativo (a través del crecimiento polarizado de la espora), del cual se
origina el micelio (Posada-Buitrago y Frederick 2005).

Una vez que las plantas se inoculan y se incuban en camara humeda, la germinacion
de las uredosporas ocurre entre una a dos hora después de su inoculacion. El apresorio
empieza a formarse a partir de la segunda hora, y luego de las 5 horas algunos de ellos se
expanden y presentan tamafios cercanos al de su espora parental. Mediciones realizadas en
39 apresorios del aislado Taiwan 72-1 completamente desarrollados, presentaron valores
promedios de 20 um de largo x 17 um de ancho (Bonde et al., 1976).

El rango 6ptimo de temperatura para la germinacion de uredosporas esta entre 15 a
25°C, observandose una inhibicién en el proceso a temperaturas inferiores a los 8°C y
superiores a los 28°C (Bromfield 1984). La presencia de una lamina de agua libre sobre la
superficie de la planta es indispensable para el proceso de germinacién y penetracion
(Sinclair et al., 1989). El tamafio del tubo germinativo varia de 5 a 400 pm, éste
posteriormente formara el apresorio en su parte terminal (Monte et al., 2003). La radiacion
solar influye directamente en el proceso de germinacion, presentando total inhibicion en la
germinacion de las uredosporas a una exposicion igual o superior a 27.3 MJ/m? (Isard et al.,

2006).
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Estudios realizados en Australia con las lineas Wills, PI 200492, Tainung 3,
Tainung 4, PI 224268, PI 227687 y HY 2217, demostraron que tres horas después de la
inoculacion (HDI), el porcentaje de germinacién de uredosporas fue del 33.8%, con un
incremento progresivo en dicho porcentaje hasta llegar a las 120 HDI con 65.3%. La
longitud del tubo germinativo vari6é de 36.9 um a las 3 HDI, hasta llegar a los 110.6 um a

las 120 HDI (McLean y Byth 1981).

2.4.2. Formacion del apresorio

La formacion del apresorio se produce sobre células epidermales, a pesar de que
puede presentarse a nivel del estoma (Monte et al., 2003). Los rangos Optimos de
temperatura para su formacion van de 21 a 28°C, encontrandose desarrollo de apresorio a
temperaturas entre 15 a 30°C. A 25°C, el desarrollo total de esta estructura se observa en un
periodo de 2.5 a 3 horas. El rango 6ptimo de pH para el desarrollo del apresorio esta entre
4.4 a 8.0, siendo favorable la presencia de luz para su formacion (Bromfield 1984).

Existe una relacion directa entre el porcentaje de germinacion de uredosporas y el
porcentaje de formacion de apresorio en dichas uredosporas. En Australia, se determind un
coeficiente de correlacion de 0.95, para estas dos variables, al analizar el estudio de
penetracion y post penetracion de uredosporas de P. pachyrhizi en siete lineas de soya

(McLean y Byth 1981).
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2.4.3. Penetracion y colonizacion

La penetracion puede ser directa o a través de los estomas. Son pocas las especies
de royas que pueden penetrar directamente, a través de la cuticula de la hoja, entre estas se
encuentran: P. pachyrhizi, Puccinia psidii, Ravenelia humphreyana y Physopella zeae
(Bonde et al., 1976). Cuando el apresorio se desarrolla sobre las células epidermales, este
penetra directamente atravesando la cuticula y desarrollando hifas con crecimiento
intercelular. Cuando el apresorio se forma a nivel estomatal, la hifa penetra a través de una
de sus células guardas (Monte et al., 2003; Sinclair et al., 1989). Seis horas después de la
deposicion de la espora puede ocurrir infeccion a una temperatura entre 20 a 25°C (Sinclair
et al.,, 1989). Veinte horas después de la inoculacion, la hifa se observa en los espacios
intercelulares en las células empalizadas y esponjosas del mesofilo de la hoja inoculada
(Marchetti et al., 1975).

Entre tres a seis horas después de la inoculacion comienza la penetracion,
incrementando su porcentaje entre las 6 y las 48 horas. Posterior a las 48 horas, el

incremento en el porcentaje de penetracion es minimo (McLean y Byth 1981).

2.4.4. Desarrollo uredinal y esporulacion
Cinco a ocho dias después de la infeccion producida por la uredospora, se produce
la formacion del uredo. La produccion de uredosporas comienza a partir del noveno dia de
infeccion y continta hasta tres semanas después (Monte et al., 2003). Para la formacion del

uredo se requieren 12 horas de luz a una temperatura promedio de 25°C, y 12 horas de
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oscuridad a temperatura de 20°C. A temperaturas inferiores a 20°C, durante 12 horas de luz
y 15°C durante 12 horas de oscuridad, no se presenta formacion de uredo (Bromfield 1984).
La maduracién del uredo ocurre entre los 6 a 7 dias después de la inoculacion, a una
temperatura de 22°C, formando estructuras de 83 x 309 a 365 um. Durante los 7 a 9 dias
ocurre la diferenciacion de las uredosporas, y a partir del noveno dia se produce la erupcion
del uredo, a través de las células epidermales de la planta, con la consiguiente liberacion de
uredosporas, por medio del poro y de las parafisis de tipo clavata (Marchetti et al., 1975).
En el envés de la hoja se puede observar formacion continua de uredos hasta 42 dias
después de la infeccion, existiendo un incremento representativo en su nimero conforme

incrementa el tiempo (Bromfield 1984).

2.4.5. Formacion de teliosporas

La formacion de teliosporas se produce bajo ciertas condiciones particulares (Vakili
et al., 1976). Se han observado reportes sobre la formacion natural de teliosporas de P.
meibomiae en hospederos provenientes de diferentes paises del hemisferio occidental. Entre
las especies observadas se encuentran: Meibomia supina y Lablab purpureus en Puerto
Rico, Canavalia villosa en Guatemala, Glycine max, Glycine wightii, Phaseolus lunatus,
Phaseolus vulgaris, L. purpureus y Rhynchosia minima en Brasil (Bromfield 1984; Yeh et
al., 1981).

Para el caso de P. pachyrhizi, se ha observado formacion de telia en hojas de soya
cuando la temperatura es inferior a los 20°C por mas de 15 horas por dia, y una temperatura

promedio inferior a los 25°C durante minimo 15 dias (Bromfield 1984; Yeh et al., 1981).
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Bajo condiciones controladas, en invernadero, se ha logrado producir telia en soya y
otras leguminosas como Pachyrhizus erosus (30 dias después de la inoculacion), Glycine
canescens, G. javanica y G. wightii (35 dias después de la inoculacion), Cajanus cajan,
Phaseolus lunatus, P. vulgaris, Rhynchosia minima y Vigna unguiculata (50 a 60 dias
después de la inoculacion). Esto sometido a una humedad relativa del 60 al 100% con 12
horas de fotoperiodo, a una intensidad de 2.060 lux, y una temperatura maxima de 24 + 1°C
durante el dia, y 15 + 1°C durante la noche (Bromfield 1984).

Posterior a la formaciéon del uredo se produce la formacion de la telia y de las
teliosporas. La telia y las teliosporas se localizan en la periferia de la lesion o alrededor del
uredo, iniciando en las hojas inferiores para posteriormente ubicarse en las jovenes (Yeh et
al.,, 1981). Las teliosporas son unicelulares, de tipo oblongo a eliptico o sub globoso,
presentando un unico poro apical, a través del cual germina y produce la basidia (Sousa et
al., 2000).

Trabajos realizados en Brasil con un aislado proveniente de la zona de Mato Grosso
e inoculado sobre soya, cultivares Pintado y Uirapuru, 25 dias después de la incubacion a
15°C, presentaron formacion de soros teliales que variaron en longitud promedio entre 127
a 77 um de largo, y 41 a 35 um de ancho. Las teliosporas formadas bajo estas condiciones
presentaron un largo promedio de 6.87 a 7.02 um, y un ancho promedio que vari6 de 14.91

a 10.02 pm (Sousa et al., 2006).
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2.5. Rango de hospederos

Para el caso de la roya asiatica de la soya, se ha observado infeccion natural en 31
especies correspondientes a 17 géneros de leguminosas, mientras que bajo condiciones
controladas, se ha obtenido infeccion en 60 especies en 26 géneros diferentes (Frederick et
al., 2002; Hartman et al., 2005; Rytter et al., 1984). Para P. meibomiae, se han identificado
42 especies en 19 géneros de leguminosas infectados naturalmente, y bajo condiciones
controladas se han reportado 18 especies adicionales infectadas en 12 géneros diferentes

(Frederick et al., 2002).

Los especimenes analizados en donde se encontrd infeccion producida por P.
meibomiae fueron: Aeschynomene americana L., Aeschynomene histrix Poir.,
Aeschynomene sp., Calopogonium sp., Canavalia villosa Brenth., Crotalaria anagyroides
H.B.K., C. grantiana Harv., C. incana L., C. juncea L., C. paulina Schrank., Crotalaria
sp., Desmodium discolor Vog., D. incanum DC., D. intortum (Mill.) Urban., D. tortuosum
(Sw.) DC., D. triflorum (L.) DC., Desmodium sp., Eriosema crinitum (H.B.K.) DC.,
Eriosema sp., Eritrina americana Miller., E. berteroana Urban., Glycine max (L.) Merr.,
Lablab purpureus (L.) Sweet., Macroptilium atropurpureum (DC.) Urban., M. lathyroides
(L.) Urban., Neonotonia wightii (Arnott) Lackey., Pachyrhizus erosus (L.) Urban.,
Phaseolus bracteatus Spreng., P. coccineus L., P. lunatus, P. macrolepsis Piper., P.
vulgaris L., Phaseolus sp., Pisum sativum L., Psoralea glandulosa L., P. lasiostachya
Vog., Rhynchosia sp., Teramnus sp., Vigna marina (Burm.) Merr., V. mungo (L.) Hepper y

V. wilmanii, provenientes de Centro y Sud América (Ono et al., 1992).
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El primero reporte sobre infeccion de roya en soya, para el hemisferio occidental,
fue en Puerto Rico en 1976, observado en lotes experimentales en la localidad de Adjuntas,
identificando a su agente causal como P. pachyrhizi (Vakili et al., 1976; Melching et al.,
1989). A pesar de su alta severidad, el nimero de uredosporas fue menor a los reportados
en aislados provenientes del hemisferio oriental (Bonde et al., 2006). Adicionalmente,
estudios de isoenzimas realizados con uredosporas de 11 aislados de P. pachyrhizi de Asia
y Australia, y cuatro aislados provenientes del continente Americano (3 de Brasil y uno de
Puerto Rico), demostraron que el patron de bandas para las enzimas fosfatasa acida (ACP),
diafarasa (DIA), esterasa (EST), glucosa-6-fosfato dehidrogenasa (G6PDH), glucosa
fosfato isomerasa (GPI), malato dehidrogenasa (MDH), manosa fosfato isomerasa (MPI),
peptidasa (PEP) y fosfogluconato dehidrogenasa (PGD) fueron diferentes para los aislados
del hemisferio Oriental (Asia y Australia), comparados con los aislados de América (Bonde

et al., 1988).

Taxonomicamente, las estructuras que permiten realizar la diferenciacion entre
especies de roya son la telia y las teliosporas, por lo que la observacion de los uredos y
uredosporas no pueden ser usadas como criterio de clasificacion y discriminacion (Yeh et
al., 1981 y Sousa et al., 2006). En el ano 2002, se desarrollaron iniciadores especificos para
P. pachyrhizi y P. meibomiae, a partir de los espaciadores de transcripcion internos del
ADN ribosomal (ITS), determinando un 80% de similaridad en la secuencia de los
nucleotidos de las dos especies. Por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR), se pudo discriminar entre estas dos especies (Frederick et al., 2002).
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En Puerto Rico, las investigaciones realizadas durante la década de los 70’s,
incluyeron colecciones de hospederos alternos a la soya en diferentes localidades de la isla.
Se determind presencia de roya en infecciones naturales de dichos hospederos, reportando
erroneamente a la especie como P. pachyrhizi, sin embargo en esa €época no se conocia la
prueba de la reaccion en cadena de la polimerasa. Durante dicha coleccion se encontrd
infeccion de roya en hospederos como Lablab purpureus, Vigna luteola, Teramnus
uncinatus, Phaseolus lunatus, P. vulgaris, Crotalaria pallida y Macroptilium lathyroides.
Las leguminosas colectadas estuvieron localizadas a una altitud entre los 300 a 820 metros

sobre el nivel del mar en localidades ubicadas en el interior de Puerto Rico (Vakili 1979).

2.6. Control bioldgico y genético

Los estudios realizados en el manejo de la roya de la soya han sido enfocados a la
roya asidtica, P. pachyrhizi, no existiendo informacion para la roya americana, P.
meibomiae, debido a su poco impacto en la soya y otras leguminosas comestibles, sin
embargo es una especie que necesita mayor investigacion. La mayor parte de estudios han
sido realizados en el area de la genética y del control quimico. El manejo del cultivo difiere
de la zona de siembra, en donde se promueve practicas que optimicen los rendimientos
(Monte et al., 2003).

El estudio de agentes bioldgicos como hongos, bacterias, virus y micoplasmas ha
recibido un gran impulso durante los ultimos afios. Darluca filum es reportado micoparasito
de P. elettariae, no existiendo control sobre P. pachyrhizi. Se reportd parasitismo de P.

pachyrhizi por dos especies del basidiomicete (Urediniomycete) Tuberculina en Tailandia
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(Lutz et al., 2004). Bacterias del género Bacillus estan relacionadas con lisis e inhibicion en
la germinacion de uredosporas de diferentes tipos de royas en cereales, observandose este
fenomeno sobre P. pachyrhizi en Tailandia (Bromfield 1984).

La resistencia genética puede ser clasificada como resistencia vertical y resistencia
horizontal. La resistencia vertical, conocida como resistencia cualitativa, especifica o
diferencial, es aquella que es efectiva a un nimero reducido de razas fisiologicas del
patdgeno y es gobernada por uno o pocos genes (resistencia monogénica u oligogénica). La
resistencia vertical es capaz de evitar en forma efectiva el establecimiento inicial del
patogeno y de esa forma inhibir el desarrollo de la epidemia (Meirelles 2007; Agrios 2005).
La resistencia horizontal es también conocida como resistencia general, cuantitativa, no
especifica, de la planta adulta, durable o de campo. Este tipo de resistencia esta gobernada
por una gran cantidad de genes, por lo que se la conoce como resistencia poligénica. Estos
genes gobiernan una serie de procesos metabolicos en la planta, relacionados con procesos
bioquimicos de defensa (Agrios 2005).

Para la identificacion de fuentes de resistencia (para la roya asiatica de la soya) se
han realizado diferentes estudios con un gran nimero de accesiones de soya, en paises en
donde este patdgeno es endémico, identificandose un reducido nimero de fuentes de
resistencia (McLean y Byth 1980). Los reportes indican que los genotipos estudiados de G.
max, presentan una reaccion diferencial frente a la inoculacion de diferentes aislados de P.
pachyrhizi (Hartwig 1986).

Durante 1975, la unidad de investigacion para la produccion de soya del

departamento de agricultura de Estados Unidos (USDA-ARS), conjuntamente con el centro
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de investigacion y desarrollo vegetal de Asia (AVRDC), realizaron evaluaciones en 1080
lineas de soya en Shanhua, Taiwan, de las cuales las lineas PI 60273, PI 62204, PI 90406.
PI 94159, PI 159322, PI 181561, PI 230970, PI 230971 y PI 371609 resultaron
moderadamente resistentes a P. pachyrhizi (Hartwig y Bromfield 1983; Bromfield y
Hartwig 1980).

En los laboratorios de investigacion de enfermedades de plantas del Departamento
de Agricultura de Estados Unidos (PDRL-USDA) en Frederick, Md, se seleccionaron siete
de estas nueve lineas, y se realizaron estudios con cuatro aislados provenientes de Asia y
Australia. Las lineas PI 230970 y PI 230971 fueron resistentes a los aislados Australia-72-
1, India-73-1, Taiwan-72-1 y Filipinas-77-1, mientras que las cinco restantes lineas
resultaron susceptibles a dichos aislados (Hartwig y Bromfield 1980).

Estudios de segregacion con las lineas PI 230970 y PI 230971, como parentales,
determinaron la presencia de un gen simple dominante que confiere resistencia a la roya. El
gen se denomind Rpp (Hartwig y Bromfield 1980; Hartman et al., 1992). Al momento, se
han identificado cuatro genes simples dominantes que confieren resistencia a P. pachyrhizi:
Rppl, Rpp2, Rpp3 y Rpp4 en las lineas PI 200492 (cultivar Komata), PI 230970, P1 462312
(cultivar Ankur) y PI 459025 (cultivar Bing Nan), respectivamente (Bonde et al., 2006;
Hartman et al., 2005). El uso de genes simples como fuente de resistencia no es durable y el
uso de estas fuentes no ha mostrado eficacia. La accesion PI 230970 mostrd resistencia en
evaluaciones en campo durante 1971 a 1973, mientras que para 1978 se observaron lesiones

tipo TAN, muestras claras de una reaccion suceptible (Hatman et al., 2005). Las variedades
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comerciales existentes son altamente susceptibles, reportindose pérdidas en campo
superiores al 40% (Kawuki et al., 2004).

La reaccion diferencial de lineas genéticas en la interaccion con diferentes aislados
de P. pachyrhizi, también estd presente en Phaseolus vulgaris. En un estudio realizado con
16 cultivares y 6 aislados de roya asiatica de la soya, procedentes de Sud América, Asia y
Africa, se observod que el cultivar Compuesto Negro Chimaltenango (CNC) presenté la
mayor resistencia a los 6 aislados, mientras que México 309 fue altamente susceptible,
demostrando la presencia de fuentes de resistencia a P. pachyrhizi en CNC (Miles et al.,

2007; Pastor-Corrales y Frederick 2008).

2.7. Control quimico

El uso de fungicidas es la estrategia costo-efectiva mas eficiente para el control de la
roya asiatica. La toma de decision sobre el momento de la aplicacion minimiza el impacto
negativo de esta enfermedad. En Estados Unidos, durante el 2005 al 2006, se estimd un
ahorro de 600 millones de ddlares en aplicaciones innecesarias de fungicidas, debido al
diagnostico y monitoreo oportuno de la enfermedad (Sikora y Hershman 2008; Yang 2008).

Durante la siembra del 2002 al 2003, en el 95% del area de produccion de soya de
Brasil, se reportd presencia de P. pachyrhizi, estimando pérdidas de 3.4 millones de
toneladas equivalentes a 500 millones de délares, y 700 millones en pérdidas ocasionadas
por la utilizacion inadecuada de fungicidas (Livingston et al., 2004; Posada et al., 2005;

Posada-Buitrago y Frederick 2005). Para la época 2003 al 2004, el costo relacionado al
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control quimico de la roya asiatica en Brasil, alcanzo el billon de dolares (Dorrance et al.
2008).

Las pérdidas proyectadas en la produccion de soya en Norte América, debido al
ingreso de la roya asidtica, se estimaron en al menos 10% para las regiones comprendidas
en la region centro oeste y noreste de Estados Unidos y Canadd. Para la region
comprendida entre el delta del Mississippi y los estados de la region sureste de Estados
Unidos, las pérdidas se estimaron en al menos 50%, mientras que en regiones de alta
presion para el establecimiento de la enfermedad, a lo largo y ancho de Estados Unidos, las
pérdidas proyectadas exceden el 80%, en ausencia de practicas adecuadas de control
(Dorrance et al. 2008).

Los costos en el control de la roya, para Estados Unidos, fluctian entre 25 a 85
USD/ha/aplicacion, por lo que su control debe optimizarse para que su retorno econdémico
sea el maximo. Las aplicaciones de fungicidas deben realizarse en los estados iniciales de la
enfermedad, cuando su incidencia sea menor al 5% en hojas inferiores (Dorrance et al.
2008).

Los fungicidas utilizados para el control de la roya se clasifican en protectantes y
sistémicos (Tenuta et al., 2008). Los fungicidas protectantes actian contra estructuras
fungosas que se ubican sobre la superficie foliar de la planta hospedera, especialmente
antes y durante la germinacion de las esporas. Cuando el patdgeno ha penetrado la
epidermis del hospedero, queda fuera del alcance de estos productos, por lo que no pueden
erradicar una infeccion ya existente (Schwinn y Margot 1991). Los productos protectantes,

para ser efectivos, requieren de una cobertura total del follaje o zona de proteccion para
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evitar puntos de penetracion por parte del patogeno. En la préctica es imposible o muy
dificil de alcanzar atn con el mejor equipo de aplicacion (Cremlyn 1990).

Fungicida sistémico es aquel que al ser absorbido y transferido al interior de la
planta la protege del ataque de hongos patdgenos, limitando o erradicando una infeccion
existente. Son conocidos como quimioterapéuticos vegetales (Cremlyn 1990). Para que un
fungicida sea considerado sistémico, debe sobrepasar diferentes barreras fisicas y
bioquimicas en el hospedero y en el patdogeno. Entre estas barreras se encuentran la cuticula
de la planta y sus células subcuticulares, metabolitos del hospedero, procesos de adsorcion
durante la traslocacion de los nutrientes; y, barreras relacionadas con el patégeno, como su
membrana celular y diferentes procesos metabolicos. El nivel de movimiento del fungicida
en la planta se relaciona con sus caracteristicas fisicas y quimicas, tipo de cultivo al que va
dirigido, su estado de desarrollo, técnica de aplicacion y el medio ambiente (Sbragia 1975).

Diferentes trabajos de validacion de fungicidas, en el control de la roya asiatica, se
han realizado en Asia, Africa y recientemente en Sud América. Los primeros estudios
desarrollados en Asia, demostraron que mancozeb fue efectivo en el combate de la
enfermedad (Monte el al., 2005). Con la diseminacion de la roya en Africa y América, se
han evaluado diferentes principios activos, dosis Optima para su control, numero y hora de
aplicacion, utilizacion de coadyuvantes en la mezcla del fungicida y la persistencia de los
diferentes fungicidas (Levy 2005).

Experimentos desarrollados en Zimbabue, a finales de la década de los 90’s,
demostraron que tres aplicaciones durante el ciclo de cultivo fueron suficientes para el

control de la roya. La primera se efectuo al inicio de la floracion o 50 dias después de la
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siembra, mientras que la segunda y tercera aplicaciones se realizaron a los 70 y 90 dias
después de la siembra; mientras que en baja presion de la enfermedad, la utilizacion de dos
aplicaciones fue suficiente. Los fungicidas que demostraron eficiencia durante estos
experimentos fueron Carbendazim + flusilazol y triadimenol (Miles et al., 2003; Levy
2005).

Nuevos ingredientes activos, pertenecientes a las familias de los triazoles y
estrobilurinas, han sido evaluados en recientes estudios en Sud América y Africa. Los
triazoles tebuconazol y tetraconazol, las estrobilurinas azoxystrobin y pyraclostrobin, y las
mezclas pyraclostrobin + boscalid y trifloxystrobin + propiconazol, han demostrado
eficacia en su control. En Brasil, principios activos como epoxiconazol, cyproconazol y
metconazol, pertenecientes a la familia de los triazoles, estdn disponibles comercialmente y
han demostrado eficacia en el control cuando se utilizan mezclados con estrobilurinas
(Miles et al., 2003; Miles el al., 2005; Godoy y Canteri 2004; Navarini 2008).

Los estudios realizados sobre control quimico indican que para minimizar pérdidas
en la produccién es necesaria la prevencion de la infeccion durante los estados
reproductivos de la soya (Levy 2005). Paises de Asia, Africa y América, han realizado
diferentes estudios de eficacia de fungicidas, utilizando productos protectantes y sistémicos
(Cuadro 1).

Chlorothalonil actia exclusivamente como un inhibidor de la germinacion de
esporas, mientras que los fungicidas que pertenecen a la clase quimica de las estrobilurinas
tienen la habilidad de inhibir la germinacion de las esporas y el proceso de penetracion. Los

fungicidas del grupo de los triazoles, son los Unicos capaces de inhibir el establecimiento
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del patogeno durante los procesos de post-infeccion, reduciendo activamente la infeccion y
produccion de esporas (Navarini 2008; Tenuta et al., 2008).

En términos generales, de una a dos aplicaciones de fungicidas durante la etapa
reproductiva, son adecuadas econdmicamente para el combate de la enfermedad. Trabajos
realizados en Estados Unidos demuestran que una tercera aplicacion no fue
econdmicamente rentable. La primera aplicacion se recomienda realizarla con un triazol, o
con una mezcla de dos ingredientes activos en tanque o en formulacion (triazol,
estrobilurina, carboxamida, cloronitrilo) (Tenuta et al., 2008).

El problema mas serio relacionado con el uso indiscriminado de fungicidas lo
constituye el surgimiento de estirpes resistentes, lo que conlleva deficiencias en el control
de la enfermedad y el retiro de estos productos del mercado. Enfermedades policiclicas,
como lo es la roya de la soya, tiene una mayor probabilidad de generar resistencia a
fungicidas, debido a la gran cantidad de esporas que produce durante la estacion del cultivo
(Bradley 2008; Brent y Hollomon 2007).

La utilizacion de fungicidas en aplicaciones foliares, alternando los grupos quimicos
(de acuerdo a su modo de accion) es una de las estrategias utilizadas para reducir la
probabilidad de generar resistencia, al igual que el uso de mezclas de fungicidas con

diferente modo de accion (Galloway, J. 2008).
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Cuadro 1. Clasificacion de los principales fungicidas utilizados para el control de la roya de

la soya.
. - Paises en
Ingrediente Grupo Familia .
. ;. ;. Modo de accion donde se
Activo Quimico Quimica .
evaluo
India, Japon,
Triadimefon IDM Triazol Inhibicion del ergosterol | Filipinas, Taiwan,
Tailandia
Methyl
. Benzimidazol . Ensamble de la B- . .
Thiabendazol Carbamato Benzimidazol tubulina durante mitosis Tailandia
(MBC)
. I . R Brasil, India,
Chlorothalonil Cloronitrilo Cloronitrilo Multi sitio
Paraguay
Mancozeb Dithiocarbamatos | Dithiocarbamatos Australia, China,
Maneb Dithiocarbamatos | Dithiocarbamatos Multi sitio India, Filipinas,
Zineb Dithiocarbamatos | Dithiocarbamatos Paraguay, Taiwan
Oxycarboxin Carboxamida Carboxamida Respiracion mltpcondrlal Indla? Talwan,
en complejo I1 Tailandia
Hexaconazol IDM Triazol Inhibicién del ergosterol India
Propiconazol IDM Triazol Inhibicién del ergosterol Brasil, India,
Paraguay
Difenoconazol IDM Triazol Inhibicién del ergosterol Indla,. Sud Aftica,
Zimbabue
Tridiamenol IDM Triazol Inhibicién del ergosterol Indla,. Sud Africa,
Zimbabue
. . Inhibicién del ergosterol L
+ +
Flus1lazol§ IDM + MBC Trl_a Z(.)l + Ensamble de la B3- Sqd Affrica,
Carbendazim Benzimidazol . L Zimbabue
tubulina durante mitosis
Tebuconazol IDM Triazol Inhibicion del ergosterol Pgraguay,
Zimbabue
. . Respiracion mitocondrial .
Azoxystrobin Qol Methoxy-acrilado en complejo T Brasil, Paraguay
. Methoxy- Respiraciéon mitocondrial
Pyraclostrobin Qol carbamatos en complejo 111 Paraguay
Boscalid Carboxamida Pyrldlna'- Respiracion mlt'ocondrlal Paraguay
carboxamida en complejo 11
Methoxy- Respiracion mitocondrial
Pyraclostrobin + Qol + carbamatos + en complejo IIT + Paracua
Boscalid Carboxamida Pyridina- Respiraciéon mitocondrial guay
carboxamida en complejo I1
. . o Respiracion mitocondrial
+ .
Tr1ﬂoxystrob1n Qo + IDM Ox1m1n9 acetatos en complejo 1T + Paraguay
+ Propiconazol triazol o,
Inhibicién del ergosterol
Fenbuconazol IDM Triazol Inhibicién del ergosterol Paraguay
Myclobutanil IDM Triazol Inhibicion del ergosterol Paraguay

Fuente: Monte et al., 2003; FRAC 2007.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lotes experimentales

La determinacion de la infeccion natural de la roya en el cultivo de soya, se realizd
mediante monitoreos en lotes centinelas ubicados en las Estaciones Experimentales
Agricolas (EEA) en tres Municipios: Isabela, Adjuntas y Juana Diaz (Figura 1). Los lotes
centinelas estuvieron dispuestos en bloques completamente aleatorizados con cuatro
repeticiones.

Desde octubre del 2006 hasta junio del 2008, se realizaron seis siembras por cada
localidad (Cuadro 2). Previa a la siembra, se realiz6 la preparacion del terreno. En la EEA
de Isabela, se sembro la linea 2053 A (Monsanto®™). En las EEA de Adjuntas y Juana Diaz,
a mas de utilizar la linea 2053 A, se sembr6 el cultivar NK (Syngenta®™), para las dos
ultimas siembras y tres ultimas siembras, respectivamente.

La fertilizacion se realiz6 entre los 20 y 30 dias después de la siembra, utilizando
250, 42 y 158 Kg/ha de N, K,O y P,0s, respectivamente. La deshierba de los lotes fue
realizada mediante aplicacion de herbicidas, deshierbas manuales y mecanicas.

Cuadro 2. Fechas de siembra de lotes experimentales de soya en tres Estaciones
Experimentales Agricolas, durante el periodo 2006-2008.

Numerode ¢ ppyA  ADJUNTAS JUANA DIAZ
Siembra
1 10-Oct-06 03-Oct-06 13-Dic-06
2 22-Ene-07 01-Feb-07 11-Jul-07
3 04-Abr-07 08-Jun-07 24-Ene-08
4 21-Jun-07 08-Oct-07 08-Abr-08
5 29-Ago-07 07-Feb-08 07-May-08
6 25-Ene-08 20-May-08 10-Jun-08
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Figura 1. Localizacion geografica, mediante posicionamiento satelital, de los lotes centinela
de soya en las EEA de Juana Diaz, Adjuntas e Isabela.
3.1.1. Isabela

La EEA de Isabela se localiza en la zona Noroeste de Puerto Rico, Barrio Guerrero,
sobre la carretera nimero dos, kilometro 114.7. Sus coordenadas geograficas son: Latitud N
18°27°732”, Longitud W 067°03°355”, ubicada a 128 metros sobre el nivel del mar
(m.s.n.m). El suelo predominante pertenece al orden Oxisol, serie Coto, es de textura
arcillosa, acido y de una fertilidad media. Su temperatura promedio va de 22.2 a 27.8°C,
con una precipitacion anual de 2032 milimetros.

El lote centinela estuvo conformado por veinte hileras de soya de 36 m de largo y
0.6 m de separacion entre hileras, y como borde dos hileras de habichuela, cultivar Morales.
En dicho lote centinela se establecio el lote experimental, el cual consistio6 de cuatro

bloques, cada uno con cinco hileras de 9 m de largo y 0.6 m de separacion entre hileras. La
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distancia de separacion entre cada bloque fue de 1.5 m. La superficie total del lote
experimental fue de 86.4 m”. Se realizé siembra mecanica con una densidad promedio de
16 semillas/metro lineal. No se realizaron aplicaciones de fungicidas durante el
experimento. Se realizaron aplicaciones de insecticidas para el control de las plagas
presentes durante el ciclo de cultivo (Cuadro 3).

Cuadro 3. Agroquimicos utilizados en lotes experimentales de soya en la EEA de Isabela,
durante el periodo 2006-2008.

Nimero de | Fecha de | Ingrediente | Dosis” Fecha de
Siembra | siembra activo (g occ/l) | aplicacion

1 10-Oct-06 Esfenvalerato 1.88 22-Nov-06

2 22-Ene-07 | Esfenvalerato 1.88 15-Feb-07
Esfenvalerato 1.88 01-May-07
3 04-Abr-07 Fluazifop-P 1.2 01-May-07
Endosulfan 6.25 19-May-07

4 21-Jun-07 Esfenvalerato 1.88 23-Jul-07
Methomyl 0.6 27-Sep-07

5 29-Ago07 ) L azifop-P 12 27-Sep-07

6 25-Ene-08 | Esfenvalerato 1.88 06-Mar-08

?El volumen de caldo pesticida fue de 55 litros/lote centinela.

3.1.2. Adjuntas
La EEA de Adjuntas se ubica sobre la carretera 525, kilometro 2.5, en la zona
centro oeste de la isla. Se encuentra en la Latitud N 18°10°474”, Longitud W 066°47°961”
y a una altitud de 594.4 m.s.n.m. Sus suelos son profundos, arcillosos y de baja fertilidad,
catalogados dentro del orden Mollisol, serie Toa. La temperatura promedio oscila entre
18.3 y 23.9°C. La precipitacion anual es de 2540 milimetros.
La siembra del lote de soya se efectio a mano, con una densidad promedio de 23

semillas/m. En las cuatro primeras siembras se utilizo la linea 2053 A, mientras que en las
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ultimas dos siembras se afiadi6 el cultivar NK. Cada cultivar estuvo constituida por cuatro
bloques de cinco hileras, y dos hileras de habichuela cultivar Morales como borde. La
longitud del bloque fue de 6 m de largo y 0.9 m de separacion entre hileras. La separacion
entre bloques fue de 1.5 m, con una superficie total del lote experimental de 86.4 m? (para
las cuatro primeras etapas de siembra), y de 172.8 m? para las dos ultimas etapas.

Adicional a los lotes experimentales, durante las cuatro tltimas etapas de siembra,
se realiz6 la siembra de dos hileras de las leguminosas: chicharo (Lablab purpureus) en
numero de 60 semillas, 30 semillas de haba (Phaseolus lunatus), 40 semillas de mucuna
(Mucuna pruriens), 24 semillas de canavalia (Canavalia gladiata) y 20 semillas de jicama
(Pachyrhizus erosus). El largo de cada hilera fue de 2.7 m, con una separacion de 0.9 m
entre hileras. No se realizaron aplicaciones de fungicidas. El control de plagas se realizd
cuando fue necesario (Cuadro 4)

Cuadro 4. Agroquimicos utilizados en lotes experimentales en la EEA de Adjuntas, durante
el periodo 2006-2008.

Nimero de | Fecha de |Ingrediente| Dosis” Fecha de
Siembra siembra activo (g o cc/l) | aplicacion
1 03-Oct-06 Glifosato 11.64 30-Oct-06
Glifosato 11.64 05-Mar-07
: 01-Feb-07 I F dosulfan 2.65 21-Mar-07
Endosulfan 2.65 05-Jul-07
3 08-Jun-07 Glifosato 11.64 09-Jul-07
Azadiractin 3 20-Jul-07
4 08-Oct-07 Glifosato 11.64 16-Nov-07
Glifosato 11.64 14-Mar-08
> 07-Feb-08 ™5 dosulfan 2.65 10-Abr-08
6 20-May-08 Glifosato 11.64 18-Jun-08

?El volumen del pesticida fue de 25 litros/variedad.
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3.1.3. Juana Diaz

La EEA de Juana Diaz, ubicada en la zona suroeste de Puerto Rico, se encuentra en
el kilometro 3.1 de la carretera 510, Sabana Llana, Juana Diaz. Sus coordenadas
geograficas son: Latitud N 18°01°811”, Longitud W 066°31°713” y 23 m.s.n.m. Los suelos
predominantes pertenecen al orden Mollisol, serie San Anton de textura Franco-arcilloso,
ligeramente acidos y de alta fertilidad. La precipitacion anual es de 1143 milimetros, y su
temperatura promedio varia entre 21.1 y 27.8°C.

Se sembro la linea 2053 A durante las tres primeras siembras, mientras que en las
ultimas tres se afnadio el cultivar NK. El lote centinela, para cada variedad, estuvo
conformado por 20 hileras de 23 m de largo y 0.6 m de separacion entre hileras, con dos
hileras de borde de habichuela, cultivar Morales. En este lote centinela se establecio el lote
experimental, conformado por cuatro bloques, cada uno de ellos de 9 m de largo y cinco
hileras. La separacion entre bloques fue de 1.5 m. La superficie del lote experimental, para
las tres primeras etapas de siembra fue de 86.4 m?, mientras que para las tres Gltimas etapas
fue de 172.8 m’. La siembra se realizé mecanicamente, con una densidad promedio de 16
semillas/m. No se realizaron aplicaciones de fungicidas. El control de plagas se realizd

cuando fue necesario (Cuadro 5).

32



Cuadro 5. Agroquimicos utilizados en lotes experimentales en la EEA de Juana Diaz,
durante el periodo 2006-2008.

Numero de | Fecha de . . Dosis” Fecha de
. . Ingrediente activo N
Siembra siembra (g o cc/l) | aplicacion

Fluazifop-P 1.2 31-Ene-07
1 13-Dic-06 lEnd.(;sulfan + ﬁll;anolam?dad 3.5+ 1.67 27-Feb-07
Fluazi oij + Sal de amonio de 12428 27-Feb-07
imazethapyr
+ i + -Ago-
) 11-Tul-07 Endosulfar.1 Alkanolamida 3.5+ 1.67 03-Ago-07
Dimetoato 3.75 17-Ago-07
S-metolachlor + Sal de amonio de
. 0+2. -Feb-
3 24-Ene-08 imazethapyr 3.0+2.8 14-Feb-08
Glifosato + Alkanolamida 16.5+4 14-Feb-08
4 08-Abr-08 Endosulfan + Alkanolamida 3.5+ 1.67 15-May-08
5 07-May-08 Fluazifop-P 1.2 01-Jul-08
6 10-Jun-08 Flua21f0ij + Sal de amonio de 12428 24-Tul-08
imazethapyr

El volumen del pesticida fue de 50 litros/variedad en lote experimental.

3.2. Monitoreo de lotes experimentales

Se determino el porcentaje de emergencia a los 15 dias después de la siembra, para
lo cual se contabiliz6 el nimero de plantulas emergidas en la hilera central de cada
repeticion, la cual se relacion6 con la densidad de siembra. Durante la etapa vegetativa se
realizd un monitoreo quincenal, mientras que durante la etapa reproductiva se realizd un
monitoreo semanal (Cuadro 2). Para cada monitoreo, se determind el estado fenoldgico del
cultivo.

El monitoreo consistid en la determinacion de la incidencia y/o severidad de la roya.
La incidencia se determind contabilizando el numero de plantas enfermas con sintomas
visibles, mientras que la severidad se establecié determinando el porcentaje de infeccion
presente en las plantas enfermas (Yang, 2007). Cuando se observaron muestras
sospechosas: reaccion de hipersensitividad, manchas foliares con anillos clordticos,
formacion de pustulas, entre otras, se transportaron en fundas plasticas en recipiente
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refrigerado hasta la Clinica de Diagnostico de la EEA de Juana Diaz, en donde se
procedieron a confirmar la presencia de roya mediante la reacciéon en cadena de la

polimerasa (PCR).

3.3. Monitoreo de hospederos silvestres

Durante noviembre 2006 a junio 2008, se realizaron monitoreos en catorce
municipios de la isla. A través de las principales carreteras del interior de Puerto Rico, se
seleccionaron localidades con alta diversidad de leguminosas silvestres y/o cultivadas
(Cuadro 6). Una vez identificado el lugar, se estableci6 su localizacion a través de sistema
de posicionamiento satelital, utilizando un GPSmap 60CSx (Garmin, USA). Mediante el
programa ESRI ArcView, version 9.2 (ESRI, USA), se transformaron dichos puntos a
formato grafico (Figura 2).

Para los diferentes hospederos, se recolectaron muestras de hojas infectadas con
roya y se transportaron en fundas plasticas con papel toalla (debidamente identificadas),
bajo refrigeracion, a la Clinica de Diagnoéstico de la EEA de Juana Diaz. La identificacion
de la roya americana de la soya se realizd6 mediante PCR. Se colectaron especimenes de las
leguminosas monitoreadas, y se realizO un herbario para su mantenimiento. La
identificacion de las plantas fue confirmada por el botdnico y taxonomo, Dr. Gary Breckon
(Departamento de Biologia, Universidad de Puerto Rico). Para un aislado no identificado
morfoldgicamente, proveniente del sitio de monitoreo 32 (localizado en Adjuntas) se
realiz6 la secuenciacion de la region ITS del rADN, y su secuencia se compard con la base

de datos existente en BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para su identificacion.
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Cuadro 6. Fechas y localizacion geografica de los sitios en donde se realizaron los
monitoreos en leguminosas silvestres para la roya americana de la soya.

S1t1.o de Fecha Latitud Longitud Altitud
monitoreo (m.s.n.m)
1 03-Nov-06 N 18°11.897 W 066°47.895° 453.24
2 10-Nov-06 N 18°11.162 W 066°45.411° 574.85
3 10-Nov-06 N 18°11.810° W 066°47.840° 499.26
4 10-Nov-06 N 18°10.474° W 066°47.962" 560.83
17-Nov-06
24-Abr-07 o , o ,
5 05-Tun-07 N 18°28.012 W 067°03.289 129.54
08-Abr-08
6 17-Nov-06 N 18°12.920° W 066°43.535 253.29
7 17-Nov-06 N 18°11.897" W 066°43.729° 453.24
8 17-Nov-06 N 18°14.692° W 066°43.258" 226.16
9 07-Abr-07 N 18°12.455 W 066°48.551" 520.29
10 28-Abr-07 N 18°10.180° W 066°39.144° 754.38
11 28-Abr-07 N 18°11.632° W 066°37.516 424.28
28-Abr-07 o , o ,
12 8 Tul.07 N 18°13.040 W 066°36.072 417.27
13 28-Abr-07 N 18°12.990° W 066°37.911° 436.17
14 28-Abr-07 N 18°14.611° W 066°39.661" 298.40
15 28-Abr-07 N 18°18.041" W 066°37.201° 351.74
16 28-Abr-07 N 18°12.489° W 066°43.560" 347.47
10-May-07 o , o ,
17 TN N 18°08.207 W 066°17.524 618.13
10-May-07 o , o ,
18 10-Tul-07 N 18°17.171 W 066°15.938 370.03
10-May-07 o , o ,
19 10-Jul-07 N 18°16.908 W 066°18.224 537.67
20 10-May-07 N 18°08.248" W 066°17.550" 633.37
08-Jun-07
21 22-Jun-07 N 18°10.474 W 066°47.961° 560.22
29-Jun-07
22 10-Jul-07 N 18°11.210° W 066°18.904" 584.00
23 10-Jul-07 N 18°14.136° W 066°17.342° 610.21
24 18-Jul-07 N 18°09.662 W 066°30.529" 762.61
25 18-Jul-07 N 18°11.016° W 066°30.372" 576.38
26 18-Jul-07 N 18°10.180° W 066°39.143" 754.68
27 18-Jul-07 N 18°11.679° W 066°37.482° 423.67
28 18-Jul-07 N 18°16.796 W 066°45.225 448.97
29 24-Ago-07 N 18°19.576° W 066°24.234" 235.92
30 24-Ago-07 N 18°11.170° W 066°45.365° 598.63
31 28-Ago-07 N 18°11.171" W 066°45.363" 598.63
28-Ago-07 o , o ,
32 14-Sep-07 N 18°10.855 W 066°46.123 561.44
33 14-Sep-07 N 18°10.179° W 066°35.254" 1096.37
34 14-Sep-07 N 18°13.034" W 067°08.9117 21.64
35 12-Nov-07 N 18°01.543" W 066°31.5117 305.41
36 06-Dic-07 N 18°05.925 W 066°38.714° 335.58
37 24-Ene-08 N 18°18.260° W 066°34.615" 342.90
38 11-Jun-08 N 18°01.640° W 066°31.625" 53.95
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Figura 2. Localizacion geografica de los lugares monitoreados en leguminosas silvestres,
para la roya americana de la soya (Utilizacion del programa ESRI ArcView, version 9.2).
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Para el caso de las muestras correspondientes a Lablab purpureus, se determiné la
incidencia y severidad de la enfermedad. La incidencia de la roya se determind
relacionando el ntimero de foliolos infectados con el nimero total de foliolos en tres ramas
seleccionadas al azar. La severidad se determind calculando el porcentaje promedio de
infeccion de dichos foliolos y a través de la escala de severidad desarrollada para L.
purpureus (Figura 3); en donde: escala 1 representa una reaccion inmune con ausencia de
sintomas visibles, escala 2 equivale a una severidad menor al 5%, escala 3 equivale a una
severidad entre 6 y 25%, escala 4 equivale a una severidad entre el 26 y el 50%, y escala 5
equivale a una severidad superior al 51%.

Bajo un microscopio estereoscopico Nikon, modelo SMZ 645 (Nikon Corporation,
Japon) se determind el tipo de lesion, identificando como:

e Inmune. Equivalente a ausencia de esporulacion y/o presencia de reaccion de
hipersensitividad.

e RB. Cuando se presentaron lesiones de coloracion café-rojizo, con un reducido
numero de uredos y poca esporulacion.

e TAN. Cuando las lesiones presentaron una coloracion bronceada, con gran nimero
de uredos y abundante esporulacion.

Se seleccionaron 16 aislados de L. purpureus, dos de P. lunatus, uno de P. erosus 'y
uno de V. luteola, en los cuales se determind el numero de pustulas por lesion (en 10
lesiones individuales). En seis zonas representativas del envés de las hojas, se marcaron

areas de 1 cm’ y se determiné el numero de uredos en dicha 4rea. Adicionalmente, se
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determin6 el numero de uredosporas por uredo, para lo cual se realizaron cortes finos en

cinco pustulas de cada aislado, y se determind el didmetro promedio de 20 uredosporas.

Figura 3. Escala de severidad para P. meibomiae en hojas de L. purpureus. A. Escala 1,
representa una reaccion inmune. B. Escala 2, representa una severidad menor al 5%. C.
Escala 3, representa una severidad entre el 6 y el 25%. D. Escala 4, representa una
severidad entre el 26 y el 50%. E. Escala 5, representa una severidad superior al 51%.
3.4. Rango de hospederos
Este experimento se realizo en el vivero de la EEA de Juana Diaz. Se seleccionaron
quince especies de leguminosas: Canavalia gladiata (Jack.) DC., Crotalaria brevidens

Benth., Crotalaria juncea (L.), Crotalaria retusa (L.), Glycine max (L.) Merr., cultivar

Williams y linea 2053 A, Lablab purpureus (L.) Sweet, Macroptilium lathyroides (L.)
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Urb., Mucuna pruriens (L.) DC., Pachyrhizus erosus (L.) Urb., Phaseolus lunatus (L.),
Phaseolus vulgaris (L.) cultivar Verano, Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth.,
Rhynchosia reticulata (Sw.) DC., Vigna luteola (Jacq.) Benth., Vigna unguiculata (L.)

Walp.

3.4.1. Siembra

La siembra se realizo el dia 9 de noviembre del 2007. Se seleccionaron semillas de
C. gladiata, G. max, L. purpureus, M. pruriens, P. erosus, P. lunatus, P. vulgaris y V.
unguiculata, y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2.5% durante 3 minutos,
posteriormente se enjuagaron por tres ocasiones con agua destilada esterilizada. Para el
caso de las semillas de C. brevidens, C. juncea, C. retusa, M. lathyroides, P. phaseoloides y
V. luteola, se escarificaron con la utilizacion de papel lija #80 (Norton, USA), previa a su
siembra.

Se tomaron entre cuatro y diez semillas de las diferentes leguminosas y se
sembraron en tiestos de 2.54 litros de capacidad (East Jordan plastic, USA), utilizando
como sustrato PRO-MIX Bx (Premier horticulture, Canadd). Cada leguminosa tuvo entre
cinco a siete tiestos. Durante el periodo que durd el experimento se determind la

temperatura dentro del vivero.

3.4.2. Inoculacion
Veinte y uno dias después de la siembra (21 DDS) se procedio a realizar la

inoculacion. El indculo consistid de segmentos de hojas de 1 x 1.5 cm de L. purpureus
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infectadas con P. meibomiae (con un promedio de 3.5x10° uredospores/cm?), aislado
colectado en el sitio de monitoreo 32 (Cuadro 6). Los segmentos de la hoja infectada con
roya (inoculo) se graparon en el envés del trifolio, o de la primera hoja verdadera de cada
leguminosa, y se colocaron en el vivero bajo sardn (50% de sombra). Se irrigd con
microaspersores durante 48 horas, con una descarga equivalente a 16.26 mm de
precipitacion por hora. Para verificar la presencia de P. meibomiae, 20 dias después de la

inoculacion, se tomaron hojas con sintomas visibles de roya, y se identific6 mediante PCR.

3.4.3. Variables evaluadas

3.4.3.1. Periodo de incubacion
Se determiné el niimero de dias desde la inoculacion hasta la aparicion de los

primeros sintomas (Van Der Plank 1963).

3.4.3.2. Periodo de latencia
Se determind el numero de dias desde la inoculacion hasta la aparicion de la primera

pustula (uredo) por lesion (Van Der Plank 1963).

3.4.3.3. Numero de uredos por lesion individual
Veinte dias después de la inoculacion, se observaron 100 lesiones individuales y se
determinaron el nimero de uredos por lesion. La observacion se realizd bajo microscopio

estereoscopico Nikon SMZ 645 (20X).
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3.4.3.4. Diametro de uredo

Veinte dias después de la inoculacion, se tomaron hojas infectadas con P.
meibomiae y se realizaron cortes de tejido aproximadamente de 1 x 1 cm. Dichos
fragmentos se depositaron en alcohol etilico al 70% durante tres horas con el objetivo de
eliminar los pigmentos del tejido. Transcurridas las tres horas, se fijaron en laminas
portaobjetos con una solucion de: glicerol (40%), fenol (20%), acido lactico (20%) y tinte
azul de algodon (0.05%). Se midi6 el didmetro de 50 uredos bajo microscopia Optica,
mediante un microscopio Olympus modelo Cx31 (Olympus America Inc., Center Valley,

PA) y una camara digital Olympus DP 20, a 40 y 200 aumentos.

3.5. Identificacion
Las muestras colectadas y debidamente identificadas fueron procesadas en la
Clinica de Diagnostico de la EEA de Juana Diaz. Se realizaron analisis serologico (ELISA)

y molecular (PCR).

3.5.1. ELISA
Bajo microscopio estereoscopico (20-40X), se seleccionaron zonas de la hoja con
presencia de signos y/o sintomas de la enfermedad. En un tubo Eppendorf de 2 ml de
capacidad se colocé un fragmento de tejido y se utilizd la prueba de ELISA para
identificacion de la roya de la soya (Envirologix, Portland, ME), de acuerdo a las
instrucciones del manufacturero. La lectura de la reaccién se realizd en forma directa,

clasificando a la reacciéon como: positiva (cuando el color de la reacciéon fue amarillo
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intenso), negativa (el color de la reaccion fue claro) o intermedia (el color de la reaccion
fue amarillo débil a claro), y ademas se tomo la absorbancia de las muestas, utilizando un
lector de ELISA (Modelo ELX 808, Biotek, Vermont, USA), calibrado a una longitud de

onda de 450 nandmetros.

3.5.2. Identificacion molecular

3.5.2.1. Extraccion de ADN

Utilizando un tubo Sigma de 2 ml de capacidad, se cortaron fragmentos de tejido de
5 mm de diametro. La seleccion del fragmento de hoja se realizé luego de una observacion
bajo microscopio estereoscopico (20-40X), en donde se encontraron signos y/o sintomas de
la enfermedad. Para la extraccion del ADN, se utiliz6 el kit Plant PCR kit REDExtract-N-
Amp (Sigma, St. Louis, USA), de acuerdo a las instrucciones del manufacturero. Una vez
extraido el ADN, se diluy6é a concentraciones de 1:10, 1:100 y 1:1000, utilizando agua
molecular (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA), y se mantuvo a -20°C. El control
positivo de P. pachyrhizi consistid de una muestra de su ADN, proporcionado por la

Universidad de Florida (http://nfrec.ifas.ufl.edu/programs/plant _diagnostic_clinic.shtml).

3.5.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction: PCR), se
realizo utilizando el ADN total genémico extraido de las diferentes muestras. Para la

identificacion de P. pachyrhizi, se utilizaron los iniciadores Ppal (5'-TAA GAT CTT TGG
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GCA ATG GT-3") y Ppa2 (5'-GCA ACA CTC AAA ATC CAA CAA T-3’), mientras que
para la identificacion de P. meibomiae se utilizaron los iniciadores Pmel (5'-GAA GTT
TTT GGG CAA ATC AC-3") y Pme2 (5'-GCA CTC AAA ATC CAA CAT GC-37)
(Integrated DNA Technologies, Coralville, IA). El volumen total de la reaccion de PCR fue
de 20 pl, conteniendo: 10 pul de mezcla maestra (REDExtract-N-Amp, Sigma, St. Louis,
USA) de acuerdo a las instrucciones del manufacturero, 3 pl de cada iniciador (20 pmol) y
4 ul de ADN (5-50 ng). Para la amplificacion del ADN se utilizé un termociclador (Modelo
T 3000, Biometra, Rudolf-Wissell-str, Goettingen). Los ciclos y tiempos de amplificacion
utilizados para ambas especies fueron: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por dos
minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos (desnaturalizacion), 65°C por 30 segundos
(hibridacion) y 72°C por 30 segundos (extension), seguido de un ciclo final de extension a
72°C por 10 minutos (Frederick et al., 2002; Lamour et al., 2006).

Los productos de amplificacion del PCR fueron visualizados en gel de agarosa
(Sigma, St. Louis, USA) al 1.5%, tefiido de bromuro de etidio (10 mg/ml) (Sigma, St.
Louis, USA). Se realiz6 una electroforesis a 100 V durante 40 minutos, utilizando el
amortiguador Tris EDTA 1X (Sigma, St. Louis, USA). Para la observacion de bandas en el
gel, se utiliz6 un visualizador de rayos ultravioleta y el programa Quantity one, version
4.6.1 (BioRad Laboratory, Inc., Japén). El tamafio de las bandas fue comparado con una

escalera de peso de 100 a 1000 bp (Sigma, St. Louis, USA).
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3.6. Secuenciacion de la region ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN
ribosomal
3.6.1. Extraccion del ADN
Se colectaron ocho aislados de P. meibomiae, infectando L. purpureus, procedentes
de la region centro oeste de Puerto Rico (Cuadro 7). Para cada aislado, se tomaron entre 1 a
5 mg de uredosporas y se depositaron en un tubo Eppendorf de 2 ml de capacidad. Se
colocaron tres esferas de cristal de 5 mm de didmetro por cada tubo (Fisher Scientific,
Pittsburgh, USA), y se realiz6 la extraccion de ADN utilizando el DNeasy Plant Mini kit
(Qiagen, California, USA), de acuerdo a las instrucciones del manufacturero,
incrementando el periodo de incubacion de 15 a 60 minutos. EI ADN extraido se refriger6 a
-20°C hasta su utilizacion.

Cuadro 7. Localizacion geografica de los aislados de P. meibomiae, infectando L.
purpureus, utilizados para la secuenciacion de la region ITS del ADN ribosomal.

Sitio de monitoreo Aislado Latitud Longitud Altitud
(m.s.n.m)
39 LP17 N 18°11.576"° W 066°30.965° 579.73
2 LP18 N 18°11.162° W 066°45.411° 574.85
41 LP19 N 18°11.833" W 066°22.115" 572.11
42 LP20 N 18°08.205" W 066°17.522" 630.02
43 LP21 N 18°07.492" W 066°17.480° 637.03
1 LP22 N 18°11.897" W 066°47.895’ 453.24
4 LP23 N 18°10.474" W 066°47.962" 560.83
32 LP24 N 18°10.855" W 066°46.123" 561.44

3.6.2. Amplificacion de la region ITS
Mediante PCR se realiz6 la amplificacion de la region ITS del ADN ribosomal. Se
utilizaron los iniciadores ITS1 (5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3") e ITS4 (5'-TCC

TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A). Se
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utiliz6 un volumen total de reaccion de 20 pl, conteniendo: 10 pl de mezcla maestra
(REDExtract-N-Amp, Sigma, St. Louis, USA) de acuerdo a las instrucciones del
manufacturero, 3 pl de cada iniciador (20 pmol) y 4 ul de ADN (5-50 ng). La reaccion de
PCR consistié de un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, seguido de
35 ciclos a 94°C por 30 segundos (desnaturalizacion), 55°C por 30 segundos (hibridacion)
y 72°C por 1 minuto (extension), seguido de un ciclo final de extension a 72°C por 6
minutos (White et al., 1990; Fernandez 2005).

La visualizacion de los productos de amplificacion del PCR fue realizado en gel de
agarosa (Sigma, St. Louis, USA) al 1.0%, tefiido de bromuro de etidio (10 mg/ml) (Sigma,
St. Louis, USA). La electroforesis se realiz6 durante 40 minutos a 100 V, utilizando el
amortiguador Tris EDTA 1X (Sigma, St. Louis, USA). Para la observacion de las bandas
en el gel, se utilizd un visualizador de rayos ultravioleta y el programa Quantity one,
version 4.6.1 (BioRad Laboratory, Inc., Japon). El tamafio de las bandas fue comparado con

una escalera de peso de 100 a 1000 bp (Sigma, St. Louis, USA).

3.6.3. Analisis de la secuencia de la region ITS del ADN ribosomal
La purificacion de los productos de amplificacion del PCR y la secuenciacion de la
region ITS del ADN ribosomal se realizd en las facilidades de Secuenciacion y
Genotipificacion de la Universidad de Puerto Rico, Recinto Universitario de Rio Piedras
(Sequencing and Genotyping facility, University of Puerto Rico-Rio Piedras)

(www.mcc.com.pr). Para la secuenciacion de la region ITS se utilizaron los iniciadores

Pmel y Pme2.
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Cuadro 8. Especies y numeros de accesiones tomadas del Centro Nacional para
Informacion Biotecnologica (GeneBank).

Especie Numero de accesion
Phakopsora meibomiae AF333502
P. pachyrhizi AF333488
Uromyces vignae AB115736
U. appendiculatus DQ411531
Puccinia hordei DQ460723
P. coronata f.sp. avenae EU014044
Hemileia vastatrix EF394132
Tranzschelia discolor EU014071
Ustilago hordei AY345003
Boletus mirabilis AF335451

Las secuencias de los diferentes aislados se alinearon utilizando el programa

Sequencher, version 4.5 (www.genecodes.com). Una vez alineadas, se compararon sus

homologias con otras especies a través de la base de datos existente en el Centro Nacional
para Informacion Biotecnologica (National Center for Biotechnology Information). El
programa utilizado para dicha comparacién fue BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para la comparacion de las distancias

evolutivas entre los aislados y especies relacionadas, se seleccion6 la secuencia de la region
ITS de diez especies relacionadas, tomadas de la base de datos del Centro Nacional para
Informacion Biotecnoldgica (GeneBank) (Cuadro 8). Se realizé un alineamiento multiple
con las secuencias de los aislados y de las especies relacionadas, utilizando el programa
BioEdit, version 7.0.4.1, a traveés del parametro ClustalW

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html). La construccion del arbol filogenético

se efectu6 mediante el programa MEGA, version 4.1 (http://www.megasoftware.net/). Se

utiliz6 el método Neighbor-Joining, utilizando la prueba bootstrap con 1000 repeticiones.
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Las distancias genéticas fueron analizadas utilizando el modelo “Maximun Composite

Likelihood”.

3.7. Microscopia Electronica de Rastreo (Scanning Electron Microscopy: SEM)

Se recolectaron hojas sintomaticas (con presencia de pustulas) de las diferentes
leguminosas evaluadas para la determinacion de rango de hospederos, o muestras
provenientes de las diferentes colecciones realizadas en la zona montafiosa de la isla. Se
cortaron fragmentos de 7 a 8§ mm, y se colocaron en solucién de glutaraldehido al 4% en
amortiguador de fosfato 0.1 M (Electron Microscopy Sciences, Washington, PA) ajustado a
un pH de 7.2, durante 24 horas a 4°C. Transcurridas las 24 horas, se realizaron tres lavados,
de 15 minutos cada uno, en amortiguador de fosfato 0.1 M (pH 7.2). Posteriormente se
realiz6 la deshidratacion, para lo cual se colocaron las muestras en diferentes
concentraciones de alcohol etilico de 5 a 100% en incrementos de 5% cada vez, durante 15
minutos, para cada concentracion. Adicionalmente, se realizaron dos inmersiones, de 15
minutos cada una, en alcohol etilico al 100%. Finalizada la deshidratacion se realizo el
secado critico (critical point drying) durante dos horas, utilizando un equipo EMS 850
(Electron Microscopy Sciences, Washington, PA). Finalmente, las muestras se montaron en
placas metélicas de aluminio con cubierta de carbén (10 mm de diametro), y se sometieron
a una pelicula de oro durante 10 minutos, utilizando un equipo EMS 550X (Electron
Microscopy Sciences, Washington, PA). La lectura se realizd0 en un microscopio

electronico modelo JSM-5410 LV (Jeol Ltd., Tokio, Japon).
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4. RESULTADOS
4.1. Evaluacion de la infeccion natural de la roya americana de la soya en lotes
experimentales

Durante los afios 2006 a 2008, no se observo infeccion natural de roya en los lotes
experimentales de soya en las localidades de Isabela, Adjuntas y Juana Diaz. Durante estos
dos afnos de monitoreo, se identificaron las siguientes enfermedades virales: Soybean
mosaic virus (SMV) y necrosis del tallo causado por un Carlavirus. Adicionalmente se
identifico la presencia de Xanthomonas campestris pv. glycines, como el agente causal de
la pustula bacteriana. Entre las enfermedades fungosas: la mancha del ojo del sapo
producida por Cercospora sojina, el afiublo lanoso producido por Peronospora
manshurica, €l tizon surefio causado por Sclerotium rolfsii, y manchas foliares producidas
por los hongos Phoma sp.'y Phomopsis sp. (Cuadro 9).

La enfermedad més importante identificada fue la necrosis del tallo asociada con
Carlavirus. En la EEA de Juana Diaz se observo una incidencia entre el 5 al 25% en la linea
2053 A, mientras que para el cultivar NK, su incidencia fue menor al 10%. En la EEA de
Isabela, la enfermedad no superd el 5% en la linea 2053 A, mientras que en la EEA de
Adjuntas no se manifestd la necrosis del tallo, posiblemente debido a las condiciones
climaticas y a la altitud en donde se desarrollo la soya.

La incidencia de las otras enfermedades reportadas (Cuadro 8), fluctud entre el 1y
el 5%, exceptuando las enfermedades identificadas durante la siembra del 7 de febrero del
2008 en la EEA de Adjuntas, en donde la incidencia de Phomopsis sp. fue del 10% para la

linea 2053 A,y del 5% para el cultivar NK.
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Cuadro 9. Evaluacion de la roya de la soya en lotes experimentales, y principales
enfermedades identificadas en soya en Isabela, Adjuntas y Juana Diaz, durante los afios

2006 a 2008.
Localidad Fecha de | Presencia de Roya Enfermedades identificadas
siembra | Linea 2053 A | Cultivar NK Linea 2053 A Cultivar NK
10-Oct-06 Negativo N.E* Carlavirus N.E?
22-Ene-07 Negativo N.E* Carlavirus N.E?
EEA de 04-Abr-07 Negativo N.E* Cag::;;‘;sypcoigczzghau;z Zm’ N.E*
Isabela 21-Jun-07 Negativo N.E* Carlavtﬁ;jg‘lgz’:monas N.E?
29-Ago-07 Negativo N.E* Carlavirus N.E?
25-Ene-08 Negativo N.E* Carlavirus N.E?
03-Oct-06 Negativo N.E* Sclerotium rolfsii N.E?
01-Feb-07 Negativo N.E* N.E*
EEA de 08-Jun-07 Negativo N.E?* Phoma sp. N.E*
Adjuntas 708 0c-07 | Negativo N.E* N.E*
07-Feb-08 Negativo Negativo Phomopsis sp. Phomopsis sp.
20-May-08 Negativo Negativo Phomopsis sp. Phomopsis sp.
13-Dic-06 Negativo N.E? Carlavirus, Cercospora sojina N.E?
11-Jul-07 Negativo N.E* Carlavirus N.E*
EEA de 24-Ene-08 Negativo N.E* Carlavirus, SMV N.E*
Juana Diaz | 8- Abr-08 Negativo Negativo Carlavirus Carlavirus, SMV
07-May-08 Negativo Negativo Carlavirus Carlavirus, SMV
10-Jun-08 Negativo Negativo Carlavirus, SMV Carlavirus, SMV

*N.E = variedad no evaluada.

Los datos climaticos de las EEA de Adjuntas, Juana Diaz e Isabela estan reportados
en los Cuadros 10, 11 y 12, respectivamente, mientras que en las Figuras 4 y 5 se presentan

los promedios mensuales de la temperatura y precipitacion de dichas EEA.
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Cuadro 10. Datos climaticos de temperaturas y precipitacion en la EEA de Adjuntas,
durante los afios 2006 al 2008.

T.Maxima T.Minima T.Promedio Precipitacion

(U9 () (9] (mm)

2006
Agosto 29.67 17.33 23.50 197.46
Septiembre 30.11 16.56 23.33 464.21
Octubre 29.67 17.33 23.50 195.69
Noviembre 29.17 15.44 22.31 183.25
Diciembre 27.83 14.44 21.14 54.57

2007
Enero 27.00 13.39 20.19 30.20
Febrero 28.28 12.39 20.33 44.92
Marzo 27.39 14.17 20.78 81.73
Abril 27.61 15.11 21.36 219.80
Mayo 29.17 17.17 23.17 97.46
Junio 29.61 17.17 23.39 145.43
Julio 30.17 16.78 23.47 146.45
Agosto 29.72 17.33 23.53 21091
Septiembre 29.44 16.22 22.83 269.04
Octubre 28.61 17.00 22.81 243.65
Noviembre 27.94 15.17 21.56 107.11
Diciembre 26.72 14.22 20.47 328.68

2008
Enero 26.50 11.89 19.19 46.19
Febrero 26.83 11.72 19.28 21.83
Marzo 27.00 11.94 19.47 52.03
Abril 27.50 13.22 20.36 243.40
Mayo 28.33 14.78 21.56 159.39
Junio 29.72 16.50 23.11 137.06
Julio 30.11 15.44 22.78 136.55
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Cuadro 11. Datos climaticos para la EEA de Juana Diaz, durante los afios 2006 al 2008.

T. Maxima T. Minima T.Prom  Precipitacion Rad. Maxima Rad.Prom HR Mixima HR Minima HR Prom

(°C) (°C) (°C) (mm) (wat/m?) (wat/m?) (%) (%) (%)

2006
Noviembre 32.66 21.05 26.35 52.28 894 390 95.70 4427 76.11
Diciembre 31.93 18.77 25.90 9.64 862 320 94.10 42.50 70.78

2007
Enero 31.64 17.02 24.96 6.09 860 360 93.40 31.42 68.89
Febrero 31.66 17.98 25.27 1.02 919 400 91.50 39.09 70.56
Marzo 31.55 18.43 25.63 32.99 962 395 96.60 41.51 69.92
Abril 31.23 16.91 26.12 85.79 1006 445 96.00 36.38 71.81
Mayo 32.84 22.53 27.44 53.05 1025 445 95.10 39.98 73.01
Junio 33.08 22.08 27.65 33.50 987 415 94.90 42.72 72.89
Julio 34.08 22.31 28.10 43.15 953 405 91.90 46.92 70.15
Agosto 3491 22.36 27.61 126.65 969 385 92.90 36.71 73.89
Septiembre 33.20 22.29 27.23 99.49 974 400 93.70 41.23 74.75
Octubre 31.76 21.72 26.20 177.92 925 330 95.30 49.06 80.13
Noviembre 30.95 19.08 25.66 49.24 868 350 93.80 41.11 75.74
Diciembre 31.44 18.67 24.92 78.93 840 330 94.60 37.43 73.11

2008
Enero 30.24 17.16 23.96 1.78 848 360 93.90 37.50 71.62
Febrero 30.73 16.62 24.46 6.60 936 390 91.90 33.09 66.64
Marzo 30.45 16.23 24.47 4.57 1015 430 89.30 31.98 66.08
Abril 31.34 17.36 25.36 49.75 1016 455 92.50 38.18 69.92
Mayo 30.95 20.36 26.39 54.06 986 445 91.50 46.26 71.77
Junio 34.83 21.76 27.93 17.01 977 415 90.70 33.90 68.37
Julio 34.87 21.98 28.11 9.64 968 425 90.10 34.30 66.99
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Cuadro 12. Datos climaticos para la EEA de Isabela, durante los afios 2006 al 2008.

T.Maxima T. Minima T.Prom  Precipitacién Rad. Maxima Rad. Prom HR Maxima HR Minima HR Prom

(°O) (°O) (°O) (mm) (wat/m?) (wat/m?) (%) (%) (%)

2006
Agosto 30.65 21.44 26.17 61.93 998 405 95.10 54.90 83.25
Septiembre 32.09 20.32 26.18 165.74 1009 420 95.80 52.97 82.50
Octubre 30.56 21.38 25.90 164.72 910 365 96.10 59.35 84.70
Noviembre 31.50 19.84 24.95 111.68 841 360 96.80 48.06 81.52
Diciembre 28.43 18.53 24.42 14.47 766 325 95.60 52.98 80.34

2007
Enero 28.81 16.20 23.41 60.41 863 355 96.10 41.63 80.00
Febrero 28.55 14.92 23.63 52.54 921 380 96.30 42.42 80.02
Marzo 28.68 16.82 23.50 253.81 983 375 96.80 53.31 81.38
Abril 31.64 17.77 24.25 147.72 1033 445 96.40 48.38 81.23
Mayo 29.88 19.77 25.12 286.80 1013 425 96.90 56.43 83.93
Junio 32.36 20.96 26.12 26.14 966 465 96.00 46.26 80.54
Julio 30.64 19.41 26.35 64.97 984 450 95.50 39.62 79.97
Agosto 31.15 20.73 26.23 123.60 991 410 95.90 55.09 81.86
Septiembre 30.06 20.72 25.57 142.64 1030 395 96.20 60.02 83.48
Octubre 31.14 20.48 25.15 118.78 950 340 95.90 47.40 82.76
Noviembre 29.30 17.79 23.40 192.13 857 340 96.60 50.19 82.79
Diciembre 26.76 15.62 22.62 157.36 783 325 96.30 60.28 82.11

2008
Enero 27.23 13.97 21.70 53.81 852 350 96.40 41.96 79.34
Febrero 26.67 14.39 22.25 47.46 935 415 94.80 53.13 77.72
Marzo 26.85 14.85 22.18 26.14 995 445 100.00 46.14 75.76
Abril 25.53 11.75 20.50 130.20 1022 430 100.00 51.60 88.94
Mayo 27.62 12.85 22.28 123.86 981 415 100.00 53.91 92.85
Junio 29.41 17.66 24.53 55.08 942 410 100.00 62.01 94.06
Julio 29.98 19.45 24.77 86.80 956 445 100.00 55.85 89.14
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Figura 4. Temperatura (°C) promedio mensual, para las EEA de Isabela, Adjuntas y
Juana Diaz, durante 2006 al 2008.
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Figura 5. Precipitacion (mm) mensual para las EEA de Isabela, Adjuntas y Juana Diaz,

durante 2006 al 2008.
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En la EEA de Adjuntas, durante los monitoreos realizados en las leguminosas
Lablab purpureus, Phaseolus Ilunatus, Canavalia gladiata, Mucuna pruriens y
Pachyrhizus erosus, se observd infeccion natural de P. meibomiae en L. purpureus
durante dos siembras consecutivas (8 de junio y 8 de octubre del 2007), mientras que P.
lunatus presentd infeccion natural solamente en la segunda siembra (8 de octubre del
2007). Durante las dos ultimas siembras realizadas el 7 de febrero y el 20 de mayo del
2008, no se presentd infeccion natural para dichas leguminosas, en tanto que en C.
gladiata, M. pruriens y P. erosus, no se presentd infeccion natural durante los cuatro
periodos de siembra evaluados.

Los sintomas iniciales de la roya americana de la soya se observaron entre los 48
a 55 dias después de la siembra (DDS), tanto para L. purpureus como para P. lunatus,
no obstante, el porcentaje de incidencia inicial fue mayor para P. lunatus (74%),
comparado con L. purpureus, 22 y 32% para la primera y segunda siembra,
respectivamente (Cuadro 13). A partir de los 56 DDS, la incidencia de la enfermedad
fue del 100% para las dos leguminosas evaluadas, manteniéndose en este porcentaje
hasta la ultima evaluacion (entre 64 y 71 DDS). La severidad fue mayor en P. lunatus,
con un valor de 3 (Figura 3C) entre los 56 a 63 DDS, mientras que para L. purpureus, la

escala de severidad fue de 2 (Cuadro 13 y Figura 3B).
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Cuadro 13. Porcentaje de incidencia y severidad de P. meibomiae en L. purpureus 'y P.
lunatus, durante el ciclo de evaluacion en la EEA de Adjuntas.

Siembra: 8 de junio 2007 Siembra: 8 de octubre 2007

DDS* L. purpureus  P. lunatus L. purpureus P. lunatus
Ib Sc Ib Sc Ib Sc Ib Sc

0-7 0 1 0 1 0 1 0 1
8-15 0 1 0 1 0 1 0 1
16-23 0 1 0 1 0 1 0 1
24-31 0 1 0 1 0 1 0 1
32-39 0 1 0 1 0 1 0 1
40-47 0 1 0 1 0 1 0 1
48-55 22 2 0 1 32 2 74 2
56-63 100 2 0 1 100 2 100 3
64-71 100 2 0 1 100 2 100 3

*DDS = dias después de la siembra.
°[ = porcentaje de incidencia
S = Escala de severidad; en donde: 1 = inmune, 2 = severidad menor al 5%, 3 = severidad entre 5y 25%.

Los patrones climaticos, principalmente temperatura y precipitacion, no
presentan una clara relacion con la infeccion observada en las diferentes leguminosas
(Cuadro 10 y Figuras 6 y 7). La temperatura promedio en la EEA de Adjuntas durante la
primera siembra de los hospederos (8 de junio 2007), fue de 23.2°C con una
precipitacion acumulada de 200 mm, mientras que para la segunda siembra (8 de
octubre 2007), la temperatura promedio fue de 22.2°C, con una precipitacion acumulada
de 615 mm. Para los meses de febrero, marzo y abril del 2008, correspondientes a la
tercera siembra de los hospederos (7 de febrero 2008), la temperatura promedio fue de
19.7°C con una precipitacion acumulada de 320 mm, mientras que para la cuarta
siembra (20 mayo del 2008), la temperatura promedio de los meses de mayo a julio del

2008 fue de 22.5°C con una precipitacion acumulada de 430 mm (Cuadro 10).
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La radiacion solar promedio para los meses de junio a agosto del 2007 en
Guilarte, zona geograficamente mas cercana a la EEA de Adjuntas y ubicada a 1019
m.s.n.m, fue de 100 wat/mz, mientras que durante la misma época, la radiacion
promedio en Isabela (128 m.s.n.m) y Juana Diaz (23 m.s.n.m) fue de 440 y 400 wat/m’,
respectivamente (Cuadro 14 y Figura 8). Para la segunda siembra de los hospederos (8
de octubre 2007), la radiacion solar promedio en octubre, noviembre y diciembre fue de
85, 335 y 340 wat/m” para Guilarte, Isabela y Juana Diaz, respectivamente. Durante los
meses de febrero a julio del 2008, se observd un incremento en la radiacion solar
promedio en las localidades de Isabela y Juana Diaz, (425 wat/m’ para las dos
localidades), mientras que en Guilarte la radiacion solar se mantuvo relativamente
constante, con un promedio de 100 wat/m®. La radiacion solar maxima en Guilarte para
el segundo semestre del 2007, fue de 380 wat/m” (para el mes de julio), mientras que en
Isabela fue de 1030 wat/m’ en el mes de septiembre, y de 990 wat/m” en junio para
Juana Diaz (Cuadros 11, 12 y 14). En la zona de Guilarte y la cordillera central de
Puerto Rico (en donde se localiza la EEA de Adjuntas), la influencia de la nubosidad
hace que la radiacion solar sea menor en comparacion con zonas de bajas altitudes
(ubicacion de las EEA de Isabela y Juana Diaz), en donde no existe influencia directa de

dicha cordillera u otro accidente geografico.
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Cuadro 14. Radiacion solar méaxima y promedio en la localidad de Guilarte durante el
2007 y el 2008.

Rad. Maxima Rad. Prom

(wat/mz) (wat/ mz)
2007
Junio 371.8 95
Julio 381.9 110
Agosto 373.6 105
Septiembre 374.9 100
Octubre 356 90
Noviembre 306.9 90
Diciembre 297.8 85
2008
Enero 323 85
Febrero 335.7 105
Marzo 369.1 105
Abril 369.6 100
Mayo 374.9 110
Junio 356.3 95
Julio 275.7 90
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Figura 8. Radiacion solar (Wat/m?) promedio en Isabela, Guilarte y Juana Diaz, durante
junio 2007 a julio 2008.
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4.2. Presencia de P. meibomiae en hospederos silvestres de Puerto Rico

De los 14 municipios en donde se realizd el monitoreo de noviembre 2006 a
junio 2008, nueve presentaron leguminosas infectadas con P. meibomiae. En total se
monitorearon 131 especimenes de leguminosas, tanto silvestres como cultivadas, de las
cuales 38, o el 29%, resultaron positivas para la roya americana de la soya, mientras 93
(71%) resultaron negativas (Cuadro 15). Durante el monitoreo realizado, no se
encontraron muestras infectadas con la roya asiatica de la soya, causada por el hongo P.
pachyrhizi, informacion confirmada por medio de PCR (Figuras 9 y 10).

La fuente de in6culo mas importante para P. meibomiae, lo constituyd Lablab
purpureus. Veinte y nueve (29) de treinta y tres (33) especimenes resultaron infectados
con P. meibomiae, siendo ésta la leguminosa silvestre mas susceptible a la enfermedad.
Otras especies infectadas con la roya americana fueron: Vigna luteola, Macroptilium
lathyroides, Pachyrhizus erosus, Phaseolus lunatus y una leguminosa perteneciente al
género Vigna, identificada mediante la secuenciacion de la regién ITS del rADN. El
numero de especimenes infectados con P. meibomiae en estas leguminosas fue menor al
encontrado en L. purpureus, siendo P. lunatus y V. luteola las especies con igual
numero de muestras positivas (tres para cada especie), a pesar de que la relacion entre
muestras positivas fue mayor para P. lunatus (75% de sus muestras) en comparacion
con V. luteola (30% de sus muestras resultaron positivas). Una de las leguminosas de
mayor distribucion en Puerto Rico es Pueraria phaseoloides, de 20 especimenes

recolectados, el 100% de los mismos resultd negativo para P. meibomiae (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Leguminosas monitoreadas infectadas con P. meibomiae, en catorce
municipios de Puerto Rico durante noviembre 2006 a junio 2008.

Numero de muestras con P.

Leguminosas meibomiae
Positivas Negativas

Cajanus cajan 0 2
Canavalia gladiata 0 3
Canavalia maritima 0 1
Centrosema plumieri 0 2
Chamaecrista nictitans 0 10
Clitoria ternatea 0 1
Crotalaria brevidens 0 1
Crotalaria juncea 0 |
Crotalaria retusa 0 7
Lablab purpureus 29 4
Macroptilium atropurpureum 0 1
Macroptilium lathyroides 1 17
Mucuna pruriens 0 2
Neonotonia wigthii 0 1
Pachyrhizus erosus 1 2
Phaseolus coccineus 0 |
Phaseolus lunatus 3 |
Phaseolus sp. 0 1
Pueraria phaseoloides 0 20
Rhynchosia reticulata 0 1
Teramnus sp. 0 2
Vigna luteola 3 7
Vigna sp. 1 0

Vigna unguiculata 0 3
Vigna vexillata 0 2
Total 38 93
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100 bp 100 bp

Figura 9. Gel de agarosa para la determinacion de la roya de la soya en Lablab
purpureus. A. PCR para Pakopsora meibomiae, utilizando los iniciadores Pmel/Pme?2.
1 = escalera (100 bp), 2 = punto de monitoreo 21 (Adjuntas), 3 = punto de monitoreo 20
(Aibonito), 4 = punto de monitoreo 19 (Corozal), 5 = punto de monitoreo 26 (Adjuntas),
6 = punto de monitoreo 16 (Adjuntas), 7 = punto de monitoreo 17 (Aibonito), 8 = punto
de monitoreo 22 (Barranquitas) y 9 = punto de monitoreo 25 (Jayuya). La flecha indica
los productos de amplificacion de PCR en 338 bp. B. PCR para Pakopsora pachyrhizi,
utilizando los iniciadores Ppal/Ppa2. 1 = escalera (100 bp), 2 = control positivo para P.
pachyrhizi, 3 = punto de monitoreo 21 (Adjuntas), 4 = punto de monitoreo 20
(Aibonito), 5 = punto de monitoreo 19 (Corozal), 6 = punto de monitoreo 26 (Adjuntas),
7 = punto de monitoreo 16 (Adjuntas), 8 = punto de monitoreo 17 (Aibonito), 9 = de
monitoreo 22 (Barranquitas) y 10 = punto de monitoreo 25 (Jayuya). La flecha indica el
producto de amplificacion de PCR en 332 bp.
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Figura 10. Gel de agarosa para la determinacion de la roya americana de la soya en
diferentes leguminosas. A. PCR para Pakopsora meibomiae, utilizando los iniciadores
Pmel/Pme2. 1 = escalera (100 bp), 2 = P. lunatus, punto de monitoreo 5 (Isabela), 3 =
P. erosus, punto de monitoreo 5 (Isabela), 4 = V. luteola, punto de monitoreo 5
(Isabela), 5 = Vigna sp., punto de monitoreo 32 (Adjuntas), 6 = P. phaseoloides, punto
de monitoreo 10 (Jayuya), 7 = C. gladiata, punto de monitoreo 5 (Isabela), 8 = M.
pruriens, Punto de monitoreo 21 (Adjuntas). La flecha indica los productos de
amplificacion de PCR en 338 bp. B. PCR para Pakopsora pachyrhizi, utilizando los
iniciadores Ppal/Ppa2. 1 = escalera (100 bp), 2 = control positivo para P. pachyrhizi, 3
= P. lunatus, punto de monitoreo 5 (Isabela), 4 = P. erosus, punto de monitoreo 5
(Isabela), 5 = V. luteola, punto de monitoreo 5 (Isabela), 6 = Vigna sp., punto de
monitoreo 32 (Adjuntas), 7 = P. phaseoloides, punto de monitoreo 10 (Jayuya), 8 = C.
gladiata, punto de monitoreo 5 (Isabela), 9 = M. pruriens, Punto de monitoreo 21
(Adjuntas). La flecha indica el producto de amplificacion de PCR en 332 bp.
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Del total de muestras positivas, el 76% correspondio a L. purpureus, siendo la
leguminosa con mayor especimenes infectados con la roya americana. Phaseolus
lunatus y V. luteola, fueron el segundo grupo de leguminosas con mayor nimero de
especimenes infectados (8% cada una). El menor porcentaje de muestras infectadas
pertenecio al grupo conformado por M. lathyroides, P. erosus 'y Vigna sp. (una muestra

positiva para cada especie) (Figura 11).

Vigna sp.
35 P.lunatus

P.erosus 8%
3%

M. lathyroides

2% T

V. luteola
8%

Figura 11. Distribucion porcentual de muestras infectadas con P. meibomiae, de acuerdo
al tipo de leguminosas identificadas, durante el monitoreo del 2006 al 2008.

El patron de infeccion de P. meibomiae en L. purpureus fue irregular. Las hojas
inferiores, normalmente cubiertas con vegetacion, en donde la sombra cubria gran parte
de la canopia de la planta, en su mayoria se observaron infectadas. En los sitios en
donde se observd infeccion, se encontraron plantas de L purpureus inmunes al
patogeno, a pesar de que el indculo estuvo presente, posiblemente debido a una

variabilidad genética del hospedero. En la misma planta se observaron foliolos libres de
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enfermedad, en ramas en donde se encontraron foliolos con escala de severidad de 5
(mayor al 51%).

El mayor nlimero de muestras infectadas con P. meibomiae se encontrd en
Adjuntas, con un 37% de muestras positivas. Los municipios de Isabela, Jayuya y
Utuado obtuvieron un 16, 13 y 13% de muestras positivas, respectivamente, siendo los
segundos y terceros en mayor abundancia. En Isabela, el nimero de muestras positivas
provino de la EEA, en donde se encontrd la leguminosa silvestre V. luteola y las
leguminosas cultivadas L. purpureus, P. lunatus y P. erosus. Para el caso de P. lunatus,
durante el monitoreo realizado el 8 de abril del 2008, se observd infeccion en los
cultivares Christmas y Neeve. Estos son materiales provenientes de Estados Unidos,
mientras que en una accesion local no se observd infeccion, a pesar de que dichos
materiales se encontraron sembrados en forma contigua y en la misma fecha (Cuadro 16
y Figura 12). En los municipios de Mayagiiez, Juana Diaz, Villalba, Orocovis y

Naranjito, no se observaron muestras infectadas con P. meibomiae.
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Cuadro 16. Leguminosas infectadas con L. purpureus, distribuidas por municipios
monitoreados durante 2006 a 2008.

Numero de
Leguminosa Municipio muestras con P.
meibomiae
Lablab purpureus Adjuntas 11
Phaseolus lunatus Adjuntas 1
Macroptilium lathyroides Adjuntas 1
Vigna sp. Adjuntas 1
Lablab purpureus Aibonito 3
Lablab purpureus Barranquita 1
Lablab purpureus Corozal 2
Lablab purpureus Isabela 1
Vigna luteola Isabela 2
Phaseolus lunatus Isabela 2
Pachyrhizus erosus Isabela 1
Lablab purpureus Jayuya 4
Vigna luteola Jayuya 1
Lablab purpureus Moroviz 1
Lablab purpureus Ponce 1
Lablab purpureus Utuado 5
50
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Figura 12. Distribucién porcentual de leguminosas infectadas con P. meibomiae, de
acuerdo a su municipio, durante 2006 a 2008.
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El 37% de las muestras positivas para la roya americana se localiz6 entre los 501
y 600 m.s.n.m, manteniendo una distribucion bimodal (Figura 13 y Cuadro 17). A una
altitud superior a los 700 m.s.n.m no se observaron especimenes infectados con la
enfermedad, mientras que entre los 101 y 200 m se identificaron 6 leguminosas
infectadas, de las cuales una fue L. purpureus. Evidentemente, este niimero de
especimenes provino de la zona de Isabela, en donde se ubica la EEA, y dada la gran
diversidad de leguminosas cultivadas, el niimero de especimenes infectados fue
moderado (seis en total). Debido a la gran cantidad de muestras positivas con roya
americana en L. purpureus, en relacion con el nimero total de leguminosas (76% del
total de leguminosas, Figura 11), era de esperarse la similaridad de su distribucion en
funcion de la altitud, en comparacion con el total de leguminosas. Sin embargo, el tipo
de distribucion es unimodal, en comparacion con la bimodalidad de la distribucion del
total de las leguminosas. La diferencia en la tendencia de la distribucioén provino de la
zona de Isabela, con una mayor diversidad de leguminosas infectadas con la

enfermedad.
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Figura 13. Distribucion de muestras infectadas con P. meibomiae, en funcion de su
altitud durante el 2006 al 2008.

Cuadro 17. Numero de leguminosas infectadas con P. meibomiae, en funcidon de su
altitud durante el 2006 al 2008.

Altitud Numero de plantas infectadas con P. meibomiae
(m.s.n.m) V. luteola P.lunatus M. lathyroides P.erosus Vignasp. L.purpureus
0a100 0 0 0 0 0 0
101 2200 2 2 0 1 0 1
201 a 300 0 0 0 0 0 2
301 a 400 0 0 0 0 0 5
401 a 500 0 0 0 0 0 7
501 a 600 0 1 1 0 1 11
601 a 700 1 0 0 0 0 3
701 a 800 0 0 0 0 0 0
Mayor a 801 0 0 0 0 0 0
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4.3. Descripcion de Phakopsora meibomiae en Lablab purpureus y otras
leguminosas

Se observaron dos tipos de lesiones prevalecientes en Lablab purpureus: las
lesiones conocidas como tipo TAN y las lesiones RB (café rojizo). En el haz de las
hojas que presentaron la reaccion TAN, se observaron lesiones café rojizas con bordes
café obscuro. En el envés, las lesiones fueron poligonales, tipo regular, de tono rojo
bronceado con presencia de pustulas pulverulentas crema con bordes rojizos
entremezcladas con pustulas globosas de coloracion crema claro. En el haz de las
lesiones RB, las manchas fueron café rojizas con bordes café obscuro y centro mas
intenso, normalmente rodeado de un borde clorotico. En el envés se observaron lesiones
poligonales de coloracién café rojizo y borde obscuro con presencia de pustulas
globosas de tono crema claro. En este tipo de lesiones se observaron una gran cantidad
de lesiones aisladas, mientras que en las lesiones TAN, estas se unieron y formaron
grandes zonas irregulares (Figura 14).

La longitud promedio de las lesiones evaluadas en 16 aislados fue de 0.72 mm,
con un largo méaximo de 0.92 mm (aislado LP13) y un minimo de 0.60 mm (aislado
LP6); mientras que su ancho promedio fue de 0.54 mm, con una valor méximo de 0.68
mm, para el aislado LP10, y un valor minimo de 0.41 mm, para el aislado LP9 (Cuadro
18). La incidencia de la enfermedad fluctu6 entre un 20% (aislado proveniente de
Utuado) a un 90% (aislado proveniente de Jayuya), con una escala de severidad de 2 a
5, lo que demuestra la gran variabilidad en los indices de infeccién encontrados. En las
lesiones RB, el numero maximo de uredos por lesion individual fue de hasta dos,
mientras que en las lesiones TAN su nimero méaximo fue de hasta cinco. El niimero
promedio de uredos por cm® fue de 31.6, con un valor maximo de 89.3 (aislado LP15),

y un valor minimo de 0.2, para los aislados LP11 y LP13. Al realizar este analisis, se
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observd una gran variabilidad en los datos obtenidos, lo que se expres6 en los altos
valores de desviacion estandar.

La gran variabilidad observada también se reflejo en el nimero de uredosporas
por uredo. El promedio para los aislados de L. purpureus fue de 118.8
uredosporas/uredo, con un valor méximo de 211.2 (aislado LP8 de Barranquita), y un
valor minimo de 35 (aislado LP12 de Adjuntas). Para los aislados LP11 y LP13, debido
a su reducido numero de uredos (0.17/cm’ para cada uno), no fue posible determinar
este parametro. El numero de uredosporas/uredo se establecid en aislados provenientes
de leguminosas silvestres, por tal razon no se pudo identificar la etapa de infeccion de
las mismas. No obstante, la seleccion de los uredos fue bajo criterios similares en forma
y estructura para todos los casos.

Las uredosporas observadas presentaron una forma de ovoide a elipsoidal,
hialinas, con ornamentacion. El largo promedio de dichas uredosporas fue de 23.53 pum,
con un valor maximo de 25.09 (aislado LP14) y un valor minimo de 20.36 um (aislado
LP12), mientras que el valor promedio de su ancho fue de 17.53 pum, con un valor
maximo de 19.46, para el aislado LPS8, y un valor minimo de 16.23, para el aislado
LP12. A diferencia del namero de uredos por cm?, y el numero de uredosporas por
uredo, el tamafio de las uredosporas (en términos de largo y ancho), presentaron una

menor variabilidad (Cuadro 18 y Figura 16).
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Cuadro 18. Descripcion morfoldgica de 16 aislados de Lablab purpureus infectados con P. meibomiae, provenientes del monitoreo realizado
durante 2006 al 2008.

Aislado  Municipio Incidencia® Severidad” #Uredos/lesién® Didmetro de lesién” (mm) Tipo-(!e # Uredos/cm™ # Uredosp?ras Tamafio de uredosporas (um)*
Largo Ancho reaccion /uredo Largo Ancho

LP1 Adjuntas 30 4 la3 0.605 0.427 TAN 24.174+19.84  61.00 +32.62 22.96 +4.15 16.53 + 1.57
LP2 Utuado 20 4 Oa4 0.700 0.520 TAN 16.00+ 12.77 143.60 +86.66  24.26 +2.43 16.36 +2.19
LP3 Adjuntas 40 5 0as 0.725 0.585 TAN 24.83+19.11  73.20 +20.67 21.87+1.23 19.44+1.18
LP4 Corozal 75 3 las 0.680 0.480 TAN 64.67+25.72 189.00 +39.83  24.39+2.98 17.04 +2.01
LP5 Aibonito 75 4 las 0.665 0.512 TAN 3050+ 11.11  94.20 +38.82 22.64 +1.90 17.58 + 1.35
LP6 Adjuntas 50 3 0a3 0.600 0.450 TAN 3450+ 12.05 167.20+27.12  23.63+2.51 17.24 4+ 1.77
LP7 Aibonito 70 3 la3 0.670 0.610 TAN 3033 +£11.13  191.20+68.23 2442 +2.31 17.78 + 1.25
LP8 Barranquita 20 2 la3 0.797 0.610 TAN 55.50+42.08 211.20 +63.05 23.90+ 3.51 19.46 + 1.60
LP9 Corozal 65 3 0a2 0.670 0.412 RB 5.17+2.79 102.60 +41.94  23.33+2.40 18.06 + 1.80
LP10 Jayuya 45 3 la3 0.882 0.680 TAN 56.17+33.71 102.60 +35.10 23.97+2.76 17.32 +2.47
LP11 Jayuya 30 2 Oal 0.662 0.450 RB 0.17+0.41 - - -

LP12 Adjuntas 30 3 la4 0.815 0.612 TAN 9.67 +14.57 35.00 + 18.34 20.36 +2.44 16.23 +2.20
LP13 Moroviz 20 2 Oal 0.922 0.642 RB 0.17+0.41 - - -

LP14 Adjuntas 20 4 Oas 0.695 0.510 TAN 39.67+21.19 108.00 +51.78  25.09 +2.56 17.30+ 1.30
LPI15 Jayuya 90 3 0a3 0.770 0.620 TAN 89.33 +£39.02  83.40 +37.56 24.55 +2.67 17.00 + 1.76
LP16 Isabela 20 2 0a3 0.620 0.490 TAN 2533 +17.29 100.60 +45.08 24.54+1.95 18.08 + 1.34

“Relacion porcentual entre el numero de foliolos infectados con roya y el total de foliolos en tres ramas seleccionadas al azar.

PEscala de severidad en donde; 1 = inmune, 2 = severidad menor al 5%, 3 = severidad entre 5 y 25%, 4 = severidad entre 26 y 50%, 5 = severidad mayor al 51%.
“Rangos tomados de 20 lesiones individuales.

Promedio de 10 lesiones individuales.

“Promedio y desviacion estandar de 6 lecturas.

'Promedio y desviacién estandar de 5 lecturas.

fPromedio y desviacion estandar de 20 lecturas.
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Figura 14. A. Lablab purpureus localizado en Corozal. B. Hojas infectadas con P.
meibomiae, severidad de 5, provenientes de la zona de Adjuntas. C. Lesiones RB en L.
purpureus, producidos por P. meibomiae (20X). D. Presencia de uredosporas y parafisis
de P. meibomiae (400 X).

Para el caso de Phaseolus lunatus, las lesiones observadas en el haz de la hoja
fueron regulares, intervenales, de una coloracion rojiza negruzca, mientras que en el
envés las lesiones fueron rojo purpuras con un tono bronceado y presencia de pustulas
crema de aspecto pulverulentas y tipo globoso, reaccion tipo TAN. La longitud de la
lesion varié de 0.65 a 0.68 mm, y con diametro de 0.45 mm (para los aislados de
Adjuntas e Isabela) (Cuadro 19). El niimero promedio de uredos por cm” varié entre 9.8

y 21.2, mientras que el nimero promedio de uredosporas por uredo fluctiio entre 76.6 y

93.4. Morfologicamente, las uredosporas observadas tuvieron la misma forma y
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estructura que las encontradas en L. purpureus, con una largo promedio que vari6 entre
23.64 y 24.20 um, y un ancho de 17.86 a 18.06 um (Figura 15C).

Las lesiones observadas en Pachyrhizus erosus fueron de coloracion café rojizas
con un ligero tono bronceado. En etapas avanzadas, la lesion se torn6 café negruzco con
bordes obscuros y centro mds claro. Las pustulas observadas fueron escasas y
presentaron una tonalidad crema obscura. En el aislado de P. erosus procedente de
Isabela (PE), las lesiones observadas presentaron una dimensién promedio de 0.72 por
0.54 mm, con un nimero promedio de 3.7 uredos por cm’, y un promedio de 7.3
uredosporas por uredo. Las uredosporas tuvieron una dimension promedio de 22.11 por
18.08 um, con similares caracteristicas descritas en L. purpureus 'y P. lunatus, (Cuadro
19 y Figura 15A).

En Vigna luteola, las lesiones observadas en el haz fueron de coloracion café
rojizas con bordes negruzcos, de tipo poligonal, regular. En el envés de las hojas las
lesiones tomaron una coloracidon café rojizas con bordes café obscuro. Las pustulas
observadas fueron pulverulentas de coloracion crema. El tamafio promedio de la lesion,
evaluada en el aislado VL proveniente de Jayuya, fue de 0.84 mm de largo por 0.65 mm
de ancho. Se contabilizaron un promedio de 13.3 uredos por cm’ y un promedio de
119.2 uredosporas por uredo. Se observaron uredosporas de tipo ovoide a elipsoidal,
hialinas y con ornamentacién, con una longitud promedio de 23.53 por 18.08 um. En
los parametros de uredos por cm’ y uredosporas por uredo, se observd una alta

variabilidad (Cuadro 19 y Figura 15D).
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Cuadro 19. Descripcion morfologica de diferentes leguminosas infectados con P. meibomiae, provenientes del monitoreo realizado durante 2006

al 2008.
Didametro de lesion” Tivo d 4 Ured Tamafio de uredosporas
Leguminosa Aislado Municipio Severidad® (mm) PO C€ 4 Uredos/cm?® re osp;) ras (um)*
reaccion /uredo

Largo Ancho Largo Ancho
P. luntaus PL1 Adjuntas 3 0.680 0.450 TAN 21.17 +20.74 76.60 + 34.36 2420 +3.22 17.86 + 1.67
P. luntaus PL2 Isabela 3 0.653 0.448 TAN 9.83 +7.96 93.40 + 14.94 23.64 +3.38 18.06 + 1.95
P. erosus PE Isabela 2 0.725 0.545 RB 3.67+5.54 7.33+0.58 22.11 +3.77 18.08 +2.94
Vigna sp. VI Adjuntas 3 0.565 0.420 TAN 5.67+3.21 85.67+31.97 22.07 +2.67 17.56 +2.73
V. luteola VL Jayuya 3 0.837 0.647 TAN 13.33 +14.39 119.20 + 79.94 23.53+2.91 18.08 + 1.56

Escala de severidad en donde; 1 = inmune, 2 = severidad menor al 5%, 3 = severidad entre 5 y 25%, 4 = severidad entre 26 y 50%, 5 = severidad mayor al 51%.

°Promedio de 10 lesiones individuales.
‘Promedio y desviacion estandar de 6 lecturas.
Promedio y desviacion estandar de 5 lecturas.
“Promedio y desviacion estandar de 20 lecturas.
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Figura 15. A. Hoja de Pachyrhizus erosus infectada con P. meibomiae. B. Lesiones
producidas por P. meibomiae en Vigna sp., proveniente de Adjuntas (50X). C. Lesiones
tipo TAN sobre P. lunatus (30X). D. Uredosporas de P. meibomiae, provenientes de
corte de uredo de V. luteola (400X).

Vigna sp., presento lesiones de coloracion café negruzcas con bordes obscuros y
centro claro, en el haz de la hoja; mientras que en el envés, las lesiones presentaron una
coloraciéon café rojiza, con pustulas pequefias de coloracion café claro y bordes
obscuros. Las lesiones se presentaron sobre los margenes de la nervadura secundaria y
primaria. El tamafio promedio de la lesion, para el aislado VI procedente de Adjuntas,

fue de 0.56 por 0.42 mm. Se observo un namero reducido de uredos por cm”, con un

promedio de 5.7. El nimero promedio de uredosporas por uredo fue de 85.7, mientras
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que el tamafio promedio de las uredosporas fue de 22.07 um de largo por 17.56 um de

ancho (Cuadro 19 y Figura 15B).

Figura 16. Microscopia Electronica de Rastreo para P. meibomiae. A. Uredospora en L.
purpureus (3500X). B. Abertura de uredo, liberacion de uredosporas y presencia de
paréfasis en L. purpureus (500X). C. Distribucion de uredos en el envés de la hoja de L.
purpureus (75X). D. Ruptura de epidermis durante la liberacion de uredosporas en P.
lunatus (2000X). La flecha sefiala la parafisis.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la distribucion, tamafio y caracteristicas
de los uredos de P. meibomiae dependié de la interaccion con su hospedero. En L.
purpureus, se observo un gran numero de uredos distribuidos en el envés de la hoja, en
donde se presentaron diferentes niveles de aberturas (desde completamente abiertas,
hasta uredos con presencia de poro con didmetro pequefio) y diferente nivel de
produccion de uredosporas dentro de cada uredo (Figura 16C). Para el caso de P.
erosus, el nivel de producciéon de uredos fue bajo al igual que su produccion de

uredosporas (Cuadro 19 y Figuras 17A y 17C). La influencia de la infeccion de P.
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meibomiae es marcada en la estructura citologica de la planta, ya que la zona cercana a
la lesion (zona en donde se encuentran los uredos) presentd una desintegracion de su

estructura celular (Figura 17A).

Figura 17. Microscopia Electronica de Rastreo para P. meibomiae. A. Estructura
citologica de P. erosus en tejido infectado y sano (100 X). B. Presencia de parafisis y
abertura de uredo en P. erosus (750 X). C. Abertura de uredo y liberaciéon de
uredosporas en P. erosus (1500 X). D. Ruptura de epidermis y presencia de parafisis en
uredo de V. luteola (1500 X). La flecha sefiala la  parafisis.
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La ruptura de la epidermis de la hoja, para la liberacion de las uredosporas, fue
mucho mas pronunciada en P. lunatus y V. luteola, en comparacion con P. erosus. Para
el caso de P. lunatus, la epidermis presentd un didmetro de 3 um (Figuras 16D, 17C y
17D). La parafisis se ubico en las paredes interiores del uredo y se observo con mayor
abundancia en aquellos que presentaron una menor esporulacion y un didmetro reducido
(figura 17B y 17D).

Con la prueba de ELISA para la identificacion de la roya asiatica de la soya, P.
pachyrhizi, se detectaron falsos positivos para P. meibomiae, ya que muestras infectadas
con roya americana de la soya resultaron positivas para roya asiatica (Cuadro 20). En
forma cualitativa, se observaron reacciones positivas para L. purpureus provenientes de
los sitios de monitoreo 2, 4 y 6, mientras que produjo una reaccion intermedia para P.
erosus proveniente de la EEA de Isabela. La reaccion fue negativa para V. luteola, M.
lathyroides, G. max, P. phaseoloides y para L. purpureus procedente de Adjuntas, sitio
de monitoreo 1.

Cuadro 20. Prueba de ELISA para la identificacion de P. pachyrhizi en leguminosas
monitoreadas durante el 2006 al 2008.

. .. . . Reaccion
Leguminosa  Sitio de monitoreo Municipio ELISA®
Control positivo +

L. purpureus 2 Adjuntas +
L. purpureus 1 Adjuntas -
L. purpureus 4 Adjuntas +
V. luteola 2 Adjuntas -
M. lathyroides 1 Adjuntas -
G. max 21 Adjuntas -

P. phaseoloides 4 Adjuntas -
P. erosus 5 Isabela +/-

P. phaseoloides 5 Isabela -
G. max 5 Isabela -

L. purpureus 6 Utuado +

Control negativo -

?+ = Reaccion positiva, - = Reaccion negativa, +/- = Reaccion intermedia.
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4.4. Rango de hospederos para P. meibomiae

De las quince especies de leguminosas evaluadas, once presentaron
susceptibilidad a la roya americana de la soya. Canavalia gladiata, C. brevidens, M.
pruriens y P. phaseoloides fueron inmunes, mientras que C. juncea, C. retusa, G. max
(Linea 2053 A, y cultivar Williams), L. purpureus, M. lathyroides, P. erosus, P. lunatus,
P. vulgaris (cultivar Verano), R. reticulata, V. luteola y V. unguiculata presentaron
susceptibilidad, datos confirmados utilizando PCR (Figura 18). El periodo de
incubacion mas corto se observo en P. vulgaris y P. lunatus con 3.23 y 3.29 dias,
respectivamente, a pesar de que V. unguiculata con 3.33 dias presentd un periodo de
incubacion cercano a estas dos especies.

La leguminosa con el periodo de incubacion mas largo fue C. retusa (6.22 dias),
seguido de R. reticulata y P. erosus con 6.00 y 5.94 dias, respectivamente (Cuadro 21y
Figura 19). Para el caso de G. max, su periodo de incubacion fue de 4.52 y 4.92 dias
para el cultivar Williams y la linea 2053 A, respectivamente. El periodo de latencia mas
corto fue para P. vulgaris y para P. lunatus con 6.27 y 6.40 dias, respectivamente,
seguidos por M. lathyroides y L. purpureus con 6.86 y 6.95 dias, respectivamente. El
periodo de latencia mas largo se observo en R. reticulata con 11.00 dias, seguido por V.
unguiculata con 10.95 dias. En el caso de la soya, tanto para el cultivar Williams como
para la linea 2053 A, su periodo de latencia fue uno de los mas largos con 10.39 y 10.92
dias, respectivamente (Cuadro 21 y Figura 19). El reducido nimero de plantas
evaluadas para especies como R. reticulata, P. phaseoloides y C. retusa, se debid a la
baja calidad de la semilla y la dificil obtencion de plantas sanas disponibles para el

experimento después de 21 dias de su siembra.
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Figura 18. Gel de agarosa para la determinacion de Phakopsora meibomiae, en el
estudio de rango de hospederos, utilizando PCR con los iniciadores Pmel/Pme2. 1 =
escalera (100 bp), 2 = L. purpureus, 3 = P. lunatus, 4 = G. max, 5 = P. vulgaris, 6 =V.
luteola, 7 = P. erosus, 8 = M. lathyroides, 9 = V. unguiculata, 10 = C. retusa, 11 = C.
juncea, 12 = P. phaseoloides, 13 = M. pruriens, 14 = C. gladiata, 15 = C. brevidens. La
flecha indica los productos de amplificacion de PCR en 338 bp.

Cuadro 21. Periodo de incubacion y de latencia para P. meibomiae, en la evaluacion de
15 especies de leguminosas bajo condiciones de vivero.

Periodo de incubacion Periodo de latencia
Hospedero n’ (dias) n' (dias)
Promedio D.E® Promedio D.E®

Canavalia gladiata 21 - - 21 - -

Crotalaria brevidens 15 - - 15 - -
Crotalaria juncea 31 3.65 0.91 9 10.44 1.59
Crotalaria retusa 9 6.22 1.20 5 9.60 0.55
Glycine max 2053 A 13 4.92 0.49 13 10.92 0.76
Glycine max Williams 21 4.52 0.51 18 10.39 1.50
Lablab purpureus 21 3.52 0.51 20 6.95 0.94
Macroptilium lathyroides 31 4.52 0.77 28 6.86 0.80

Mucuna pruriens 22 - - 22 - -
Pachyrhizus erosus 17 5.94 1.03 8 10.75 1.39
Phaseolus lunatus 21 3.29 0.46 20 6.40 0.60
Phaseolus vulgaris 22 3.23 0.53 22 6.27 0.55

Pueraria phaseoloides 5 - - 5 - -
Rhynchosia reticulata 2 6.00 0.00 2 11.00 0.00
Vigna luteola 37 3.38 0.64 34 7.76 1.56
Vigna unguiculata 21 333 0.48 20 10.95 1.05

n = niimero de plantas evaluadas.
°D.E = desviacién estandar.
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Figura 19. Periodo de incubacion y de latencia para P. meibomiae en 15 especies de
leguminosas evaluadas bajo condiciones de vivero.

Durante el periodo de incubacién se observaron sintomas variados, dependiendo
de la interaccion entre la roya americana de la soya y su hospedero. Normalmente, los
primeros sintomas se presentaron como pequeios puntos café-rojizos de tono
bronceado, para el caso de L. purpureus, P. lunatus, P. vulgaris y G. max, mientras que
en V. luteola, se presentaron manchas rojizas de tono bronceado. En C. retusa, los
primeros sintomas se observaron como puntos necréticos con centro de coloracidon café-
crema y borde café obscuro. Para el caso de M. lathyroides y C. juncea, dichos sintomas
se presentaron como puntos bronceados, tipo aceitoso, de coloracion café claro (para M.
lathyroides), y manchas tipo aceitosas de coloracion café obscuro (C. juncea). V.
unguiculata presentd sintomas marcadamente diferentes a los descritos anteriormente,

iniciando con pequefios puntos de coloracion café-rojizo de tipo bronceado para
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posteriormente formar una depresion en el centro de la lesion, de una coloracion café
obscura.

El mayor niimero de uredos por lesion individual lo produjo P. vulgaris con un
promedio de 5.79, seguido de P. lunatus con 4.74. Lablab purpureus, produjo un 60%
menos, con un promedio de 2.32, mientras que G. max, cultivar Williams produjo un
mayor nimero en comparacion con la linea 2053 A (1.80 versus 1.42). La especie que
produjo el menor nimero de uredos por lesion individual fue P. erosus, con un
promedio de 0.64 (Cuadro 22 y Figura 20). La desviacion estandar més alta se encontro
en las especies que presentaron el valor mas alto (P. vulgaris y P. lunatus), debido a que
la distribucion de sus valores fueron muy variables (valor maximo de 14 y minimo de 2
para P. vulgaris).

A través de la microscopia electronica de rastreo se pudo observar claramente el
patron de formacion y liberacion de uredosporas, en los hospederos en donde no se
encontro infeccion natural. En P. vulgaris, se observo la gran variabilidad en el tamafio
de los uredos y la gran produccion de uredosporas (Figuras 23A y 23B). El poro del
uredo fue amplio y la formacion de parafisis limitada exclusivamente a la pared interna
del mismo. Su tamafo promedio fue de 133.18 um, con un valor maximo de 220 pm 'y
un minimo de 47.30 um (Cuadro 23). En M. lathyroides, la abundante presencia de
pubescencia en la hoja constituye una barrera natural que posiblemente impide el
establecimiento de P. meibomiae (Figura 21C y 21D). La ruptura de la epidermis en el
tejido foliar fue mas pronunciada, la formacién de uredosporas fue menor y la presencia
de parafisis fue mas abundante. El uredo presenté un tamafio promedio de 127.17 pm.
El poro del uredo observado en G. max fue de un diametro pequeio, a través del cual se

observd una escasa liberacion de uredosporas, y una gran produccion de parafisis
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(Figuras 21E y 21F). La ruptura de la epidermis fue abrupta, a través de la cual se
formaron los uredos. Su tamafo promedio fue de 108.75 um para el cultivar Williams, y
de 113.95 um para la linea 2053 A. La leguminosa que presentd el mayor diametro
promedio de uredo fue C. retusa, con 161.29 um, mientras que P. erosus presentd el
menor didmetro promedio con 100.48 um (38% menor en comparacion con C. retusa)
(Cuadro 23).

Cuadro 22. Numero de uredos de P. meibomiae por lesion individual, en la evaluacion
de 15 especies de leguminosas bajo condiciones de vivero.

Nuimero de Uredos/lesion individual
Promedio D.E’ Minimo Maximo

Canavalia gladiata - - - - R
Crotalaria brevidens - - -

Hospedero n

Crotalaria juncea 36 1.86 1.61 0 5
Crotalaria retusa 8 1.50 1.69 0 4
Glycine max 2053 A 100 1.42 0.70 0 3
Glycine max Williams 100 1.80 0.80 0 4
Lablab purpureus 100 2.32 1.10 1 6
Macroptilium lathyroides 100 1.54 1.02 0 4
Mucuna pruriens - - - - -
Pachyrhizus erosus 44 0.64 0.75 0 2
Phaseolus lunatus 100 4.74 2.04 1 11
Phaseolus vulgaris 100 5.79 2.52 2 14
Pueraria phaseoloides - - - - -
Rhynchosia reticulata - - - -
Vigna luteola 100 1.93 1.52 0 6
Vigna Unguiculata 100 1.71 1.30 0 6

n = ntimero de repeticiones evaluadas.
°D.E = desviacion estandar.
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Figura 20. Uredos de P. meibomiae en tejido de hoja tefiido con azul de algodon,
durante el estudio de rango de hospederos. A. Lablab purpureus (200 X). B. Phaseolus
lunatus (200 X). C. Pachyrhizus erosus (40 X). D. Macroptilium lathyroides (40 X). E.
Glycine max Cultivar Williams (40 X). F. Vigna luteola (200 X).

Cuadro 23. Didmetro de uredos de P. meibomiae, en la evaluacion de 15 especies de
leguminosas bajo condiciones de vivero.

Diametro de uredo (pm)

Promedio D.E®> Minimo Maximo

Canavalia gladiata - - - - R
Crotalaria brevidens - - - - _

Hospedero n

Crotalaria juncea 50 137.35 29.14 66.00 203.20
Crotalaria retusa 12 161.29 30.52 113.50 217.80
Glycine max 2053 A 50 113.95 17.79 78.80 152.20
Glycine max Williams 50 108.75 16.71 64.20 142.60
Lablab purpureus 50 127.69 24.37 79.60 196.70
Macroptilium lathyroides 50 127.17 22.67 84.00 203.20
Mucuna pruriens - - - - -
Pachyrhizus erosus 34 100.48 21.47 50.20 141.70
Phaseolus lunatus 50 136.60 38.34 59.80 224.00
Phaseolus vulgaris 50 133.18 39.29 47.30 220.00
Pueraria phaseoloides - - - - -
Rhynchosia reticulata - - - - -
Vigna luteola 50 109.63 28.57 59.40 198.90
Vigna Unguiculata 50 114.27 26.69 48.00 167.60

n = niimero de repeticiones evaluadas.
°D.E = desviacién estandar.
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Figura 21. Microscopia Electronica de Rastreo para P. meibomiae. A. Distribucion de
los uredos en P. vulgaris (100 X). B. Liberacion de uredosporas y presencia de parafisis
en P. vulgaris (500 X). C. Presencia de pubescencia y uredos en M. lathyroides (150 X).
D. Liberacion de uredosporas y presencia de parafisis en uredo de M. lathyroides (750
X). E. Estructura del uredo, presentando parafisis y uredosporas en G. max (750 X). F.
Ruptura de epidermis y liberacion de uredosporas en G. max (750 X). La flecha sefiala
la parafisis.
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La prueba de ELISA para la determinacion de P. pachyrhizi, presentd falsos
positivos en hospederos infectados con P. meibomiae, resultados similares a los
observados en el monitoreo de hospederos silvestres. De manera cuantitativa, se
determind que V. unguiculata presentd una absorbancia superior al control en mas del
100%, siendo el valor méas alto encontrado. Glycine max (linea 2053 A), L. purpureus'y
P. erosus obtuvieron valores de absorbancia superiores al observado en el control
positivo (Cuadro 24). El valor de absorbancia del control positivo fue de 1.019, para el
control negativo fue de 0.308, mientras que para los hospederos que obtuvieron una
reaccion inmune: C. gladiata, C. brevidens, M. pruriens y P. phaseoloides, sus valores
fueron de 0.254, 0.408, 0.496 y 0.564, respectivamente.

Cuadro 24. Prueba de ELISA para la identificacion de P. pachyrhizi en el estudio de
rango de hospederos de P. meibomiae.

Hospedero Absorbancia (nm)
Control positivo 1.019
Control negativo 0.308

Canavalia gladiata 0.254
Crotalaria brevidens 0.408
Crotalaria juncea 0.355
Crotalaria retusa 0.278
Glycine max 2053 A 1.177
Glycine max Williams 0.993
Lablab purpureus 1.058
Macroptilium lathyroides 0.598
Mucuna pruriens 0.496
Pachyrhizus erosus 1.125
Phaseolus lunatus 0.476
Phaseolus vulgaris 0.579
Pueraria phaseoloides 0.564
Rhynchosia reticulata 0.458
Vigna luteola 0.519
Vigna unguiculata 2.053

85



4.5. Caracterizacion molecular de P. meibomiae

Al realizar el andlisis de la secuencia de la region ITS1, 5.8S e ITS2 del ADN
ribosomal de los ocho aislados de Phakopsora, infectando L. purpureus, y compararlas
con las secuencias depositadas en el GeneBank, a través de BLAST, se observo un
porcentaje de similaridad entre el 98 y el 100% con la especie Phakopsora meibomiae.
La cobertura de la homologia de la region secuenciada, comparada con la especie
identificada, fluctiio entre el 81 al 100%. El nimero de bases distintas o “gaps” que se
encontraron fluctio entre 1 a 7 bases, siendo el aislado LP23 el que presentd un mayor
numero de bases diferentes en relacion a la secuencia tipo de P. meibomiae (Cuadro 25).
Cuadro 25. Identificacion molecular de aislados de Phakopsora, procedentes de L.

purpureus, utilizando la secuenciacion de la region ITS del rADN y el programa
BLAST.

Nuamero Numero

. .y ° °
Aislado Identificacion en % , %o de bases  de bases
BLAST homologia cobertura . . . .
idénticas diferentes
LP17 Phakopsora meibomiae 99 87 461/463 2/463
LP18 P. meibomiae 100 99 458/463 4/463
LP19 P. meibomiae 99 83 461/462 1/462
LP20 P. meibomiae 99 82 432/435 3/435
LP21 P. meibomiae 99 86 401/405 4/405
LP22 P. meibomiae 99 100 440/443 3/443
LP23 P. meibomiae 98 86 423/430 7/430
LP24 P. meibomiae 98 81 441/447 6/447

A través de la construccion del arbol filogenético, con el método Neighbor-
Joining, utilizando los aislados secuenciados de Phakopsora y especies relacionadas
evolutivamente, se observo la formacion de un clado o grupo monofilético. Los aislados
de Phakopsora formaron un grupo monofilético con la especie P. meibomiae, con un
valor bootstrap de 100%, indicando la estrecha relacion evolutiva entre los aislados
secuenciados. La especie evolutivamente mas relacionada a este clado correspondio a P.

pachyrhizi, formando un segundo clado con un valor bootstrap de 100%, ambas
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especies pertenecientes a la familia Phakopsoraceae. Las especies Uromyces vignae y
U. appendiculatus, al igual que las especies Puccinia coronata f. sp. avenae 'y P. hordei,
formaron un clado para cada género, con valores bootstrap de 100%, para cada uno.
Estas especies forman parte de la familia Puccinaceae y se observa una clara relacion
evolutiva entre ellas. La especie Tranzschelia discolor presentd una relacion evolutiva
mas estrecha a las especies U. vignae, U. appendiculatus, P. coronata f. sp. avenae 'y P.
hordei, en comparacion con las especies P. pachyrhizi y P. meibomiae. Hemileia
vastatrix, al formar parte del Subphylum Pucciniomycotina, presenta una relacion
evolutiva estrecha con las especies analizadas, pertenecientes a las familias
Phakopsoraceae, Pucciniaceae y Uropyxidaceae. La especie Ustilago hordei,
Subphylum Ustilaginomycotina, y la especie Boletus mirabilis, Subphylum
Agaricomycotina, presentan una mayor relacion evolutiva entre ellas, en comparacion
con las especies que forman parte del Subphylum Pucciniomycotina, y fueron incluidas

como “outgroups” o grupos distantes en el analisis filogenético (Figura 22).
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Figura 22. Arbol filogenético obtenido por el método Neighbor-Joining utilizando la
prueba bootstrap con 1000 repeticiones, a través del analisis de la secuencia del rADN
de ocho aislados de Phakopsora y especies relacionadas.
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5. DISCUSION
5.1. Evaluacion de la infeccion natural de la roya americana de la soya en lotes
experimentales

Durante los dos afos de evaluacion (2006-2008) no se observo infeccion natural
de P. meibomiae en lotes de soya en ninguna de las tres localidades. Sin embargo en
otras leguminosas como Lablab purpureus y Phaseolus Ilunatus, en la localidad de
Adjuntas, se pudo determinar la aparicion de sintomas hasta un nivel de severidad de 3
(entre 5 y 25%). Los datos obtenidos indican que las condiciones para la infeccion de P
meibomiae fueron apropiadas, a pesar de que los niveles de severidad fueron bajos
comparados con observaciones de severidad de esta especie en L. purpureus en
condiciones silvestres. Es interesante anotar que la soya no fue susceptible a P.
meibomiae en la localidad de Adjuntas, a pesar de la existencia de indculo. La presencia
de P. meibomiae en la EEA de Adjuntas fue observada en L. purpureus a finales de los
meses de julio y noviembre del 2007, para las siembras del 8 de junio y 8 de octubre,
respectivamente, mientras que en P. lunatus se observd solamente a finales del mes de
noviembre. Lablab purpureus, tiene un habito de crecimiento indeterminado, con
periodo de floracion restringido a los meses de diciembre y enero, por lo que durante el
inicio de la infeccion (48 a 55 dias después de la siembra) se presentd en estado
vegetativo, con 10 a 11 nudos en el tallo principal.

Al no existir informacién sobre la epidemiologia de P. meibomiae y la
susceptibilidad de los diversos hospederos, es muy complicado determinar las
condiciones apropiadas para su infeccion. Sin embargo, conociendo que la temperatura
promedio para las siembras del 8 de junio y 8 de octubre fue de 23.3°C y de 22.2°C,

respectivamente, temperatura considerada optima para los procesos de germinacion y
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desarrollo de la roya asidtica de la soya, se considera que estas fueron ideales para la
infeccion (Del Ponte et al.,, 2006; Bromfield 1984; Melching et al., 1989). Las
temperaturas minimas observadas en el primer cuatrimestre del 2007 fueron de 13.4,
12.4, 14.2 y 15.1°C, y pudieron influir en el establecimiento y desarrollo del patdégeno;
ya que, noches frias con horas continuas a temperaturas inferiores a los 15°C reducen
notablemente el periodo de latencia y de incubacion (Del Ponte et al., 2006).

La soya presenta susceptibilidad a la roya (sobre todo a la asiatica) durante todos
sus estados de desarrollo, y a nivel de campo se han observado severas epidemias
unicamente durante los estados reproductivos (en floracion y llenado de vaina), no
existiendo variedades resistentes (Kawuki et al., 2004). Lo anterior permite predecir que
en las localidades estudiadas no hubo inoculo de P. pachyrhizi ya que las condiciones
climaticas fueron apropiadas para su establecimiento.

Para el caso de P. lunatus, al momento de la infeccion (durante la segunda
siembra), se encontré en estado de floracion R2. Los porcentajes de incidencia
reflejaron un incremento dréstico de la enfermedad (del 32 al 100% en L. purpureus),
sobre todo para la segunda siembra, lo que pudo ser influenciado por la alta
precipitacion observada durante este periodo de siembra (615 mm), en comparacion con
los 200 mm correspondientes a la primera siembra. Estos resultados fueron similares a
los reportados en 1976, en donde se observo el inicio de una epidemia de roya de la
soya en Phaseolus coccineus linea MITA-Pc-H-64 en el mes de abril, mientras que para
mediados de septiembre, 59 de 73 selecciones presentaron roya. Para 1976, la
precipitacion acumulada de mayo a septiembre fue de 673 mm, un tanto inferior a la
reportada en el 2007 con 870 mm (Vakili 1976; Vakili y Bromfield 1976). Inicialmente

a esta roya se identificé como P. pachyrhizi, siendo posteriormente reclasificada como
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P. meibomiae, mediante analisis morfologico (1992) y anélisis molecular, a través de la
secuenciacion de la regién ITS del ADN ribosomal, en el 2002 (Ono et al., 1992;
Frederick et al., 2002; Bonde et al., 2006).

En 2007 no se observod presencia de roya en la soya, a pesar de encontrarse
aledano al lote de L. purpureus y de P. lunatus, infectados con P. meibomiae, distinto a
lo observado en agosto de 1976 en donde se report6 presencia de roya en los cultivares
de soya Williams, Biloxi, Hardee y Santa Rosa, en lotes adyacentes a P. coccineus. A
finales de noviembre del 2007 la severidad de P. meibomiae en P. lunatus fue del 5 al
25%, mientras que en septiembre de 1976, la severidad reportada en soya fue del 80%,
en el cultivar Santa Rosa, y del 50% en Biloxi, mientras que para el cultivar Williams se
observo defoliacion (Vakili 1976).

Geograficamente Puerto Rico se encuentra localizado en una latitud considerada
de alto riesgo, ya que favorece el establecimiento de la roya asiatica de la soya (18 a 27°
N), lo que podria ser considerada una gran limitante para la produccion local de soya
(Pivonia et al., 2005; Frederick et al., 2002; Bonde et al., 2006). No obstante en
monitoreos en lotes experimentales y de produccion de soya, e incluso en leguminosas
silvestres, no se ha reportado la presencia de esta especie.

Durante la década de los 70’s, a nivel de todo el continente americano, se
observé un resurgimiento de P. meibomiae en diferentes leguminosas. Casos como los
observados en Brasil y Colombia en 1979 en soya, Costa Rica en 1975 en habichuela y
1976 en soya, fueron posiblemente ocasionados por las condiciones climaticas presentes
durante aquella década. No obstante, estos brotes fueron controlados (Bromfield 1984).

La radiacion solar, especialmente la ultravioleta, juega un papel importante en la

mortalidad de uredosporas. Considerando la zona de Guilarte (1019 m.s.n.m)
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geograficamente mas cercana a la EEA de Adjuntas, se puede considerar sus patrones
de nubosidad similares (guardando las diferencias relacionadas a su altitud), la radiacion
maxima en un dia caluroso (29 de julio 2007) fue de 8.2 MJ/m’ mientras que para
Juana Diaz e Isabela fue de 22.0 (5 de mayo 2008) y 15.4 (25 de septiembre 2007)
MIJ/m?, respectivamente. Dos a tres dias con alta radiacion solar, en Juana Diaz e
Isabela, son suficientes para inhibir la germinacién de uredosporas, considerando
niveles criticos entre 27.3 a 60 MJ/m’. Para la zona de Guilarte, y por ende la de
Adjuntas, puede llegar a los 8 dias en donde la radiacion acumulada pudiera superar los
60 MJ/m’, esto es dias seguidos con alta radiacion solar. Esto pudo influir en la
presencia de la roya en los lotes de Adjuntas y no en los de Isabela y Juana Diaz (Isard
et al., 2006; Pan et al., 2006).

Durante el estudio realizado la enfermedad mas importante presente en la soya
fue la necrosis del tallo asociada con Carlavirus. En monitoreos realizados entre el 2005
al 2006, y el 2006 al 2008 su incidencia fue similar tanto en Juana Diaz como en Isabela
(entre el 5 al 40% en la linea 2053 A). A pesar de los porcentajes observados, estos
pueden incrementar notablemente de acuerdo al cultivar. En el 2007, en la EEA de
Isabela se reportd una incidencia del 100% en lineas susceptibles (Rodrigues et al.,
2008; Viteri 2008). La necrosis del tallo se present6é durante la etapa vegetativa 3 (V3),
ocasionando dafos considerables a partir de la etapa reproductiva 1 (R1). Las
incidencias de las enfermedades causadas por Cercospora sojina, Peronospora
manshurica, Xanthomonas campestris, Sclerotium rolfsii, Phoma sp., Phomopsis sp. y
Soybean Mosaic Virus, no presentaron un impacto negativo al cultivo en las tres
localidades evaluadas, lo cual se compara con la informacion obtenida en afios

anteriores (Viteri 2008).
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5.2. Distribucion de P. meibomiae en hospederos silvestres

La cordillera central que corre de este a oeste, divide a la isla en zonas
ecologicamente diversas, lo que produce diversos patrones climaticos. Durante los dos
anos de monitoreo se observo que L. purpureus fue el hospedero mas importante para P.
meibomiae, resultado similar al reportado en 1979 (Vakili 1979). Los tipos de L.
purpureus encontrados en Puerto Rico presentan dos clases de flor, siendo el mas
comun el de flor blanca con semillas de color café claro y de tono bronceado. También
se observan el tipo de Lablab de flores violaceas y semillas crema blanquecina.

La presencia de P. meibomiae en L. purpureus se observo durante todo el afio en
la zona montafiosa centro oeste (300 a 1100 m.s.n.m), con una mayor distribucion
durante los meses de julio a septiembre, mientras que en la zona de Isabela (130
m.s.n.m), la presencia de roya americana se restringio a los meses de abril a noviembre.
Se observo infeccion en V. luteola en el mes de noviembre, mientras que en P. lunatus,
L. purpureus y P. erosus, la infeccion se observé en el mes de abril. La temperatura y
precipitacion influyeron notablemente en el establecimiento y desarrollo de la
enfermedad. En el mes de abril en la zona de Isabela, la temperatura promedio fue de
242 y 20.5°C y la precipitacion fue de 150 y 130 mm para 2007 y 2008,
respectivamente. En estimaciones realizadas entre 1976 a 1980, se establecid una
reduccion de 1°C por cada 100 metros de incremento en altitud (Vakili 1981; Vakili
1979; Vakili y Bromfield 1976). Durante el 2007, la temperatura promedio minima y
maxima en la zona centro oeste, se registrO en los meses de enero y agosto,
respectivamente. En enero de ese afio, los registros promedios de temperatura en Utuado
(253 m), como el sitio mas bajo de la region central, fue de 23°C, mientras que la

temperatura promedio estimada para Villalba (1096 m), como lo zona de mayor altitud
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monitoreada, correspondi6o a 15°C, lo que pudiera explicar el menor numero de
muestras con infeccion de roya americana obtenidas durante el primer trimestre del
2007.

De enero a abril del 2007 se obtuvieron 6 muestras infectadas con P. meibomiae,
de mayo a agosto 16, y de septiembre a diciembre 4, obteniendo una sola muestra
positiva en abril del 2007 a una altitud de 520 m (temperatura promedio de 20°C). El
42% de las muestras positivas se recolectaron durante los meses de mayo a agosto del
2007, con una precipitacion acumulada de 600 mm, comprobando que la precipitacion y
la humedad estan relacionadas con la distribucion de la enfermedad (Del Ponte et al.,
2006; Bromfield 1984; Vakili 1981).

Es interesante anotar que la presencia de P. meibomiae en L. purpureus estuvo
restringida a las hojas inferiores, normalmente protegidas por la canopia de la planta y
sobre todo por la sombra proyectada por arboles de diferentes especies. El crecimiento
de Lablab purpureus esta asociado a la presencia de diferentes especies, que sirven
como soporte para el crecimiento de esta leguminosa trepadora. Estas condiciones son
importantes para la formaciéon de un microambiente favorable. Debido a la alta
humedad relativa, combinada con la temperatura fresca, se condensa y forma una
pelicula de agua superficial sobre la hoja durante las primeras horas de la manana,
pudiendo extenderse por mas de 10 o 12 hora, cuando la radiacion solar disminuye,
permitiendo el establecimiento exitoso de la roya (Sinclair et al., 1989; Monte et al.,
2003; Melching et al., 1989; Bromfield 1984).

La humedad, expresada como agua libre sobre el follaje, es importante en el
establecimiento y desarrollo del patégeno, requiriendo un minimo de 6 a 7 horas de

humedad para el establecimiento de la roya de la soya (Melching et al., 1989; Bromfield
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1984). Este periodo de agua libre es mayor en comparacion a otras especies de royas; ya
que, para la infeccion de la roya de la hoja del maiz y de la roya comun del trigo, el
periodo minimo de agua libre sobre el follaje es de 3 y 4 horas, respectivamente (Godoy
et al., 1999; Sache y De Vallavieille 1993).

La segunda leguminosa mas importante como hospedero de la roya americana
fue P. lunatus, con 8% de las muestras positivas. Esta leguminosa se encontro
exclusivamente en las EEA de Adjuntas e Isabela, en lotes experimentales o en areas de
multiplicacion para produccion de semilla. Durante los monitoreos realizados en la
década de los 70’s, se observd esta misma tendencia en la infeccion de la roya
americana, no obstante la distribucion de esta leguminosa fue mas extensa, ubicandose
en jardines de casas y en vallas naturales de separacion entre las mismas (Vakili 1976).
Durante abril del 2008, la infeccion observada en la EEA de Isabela en esta leguminosa,
se restringié a los materiales provenientes de Estados Unidos, mientras que una
accesion local fue inmune. Esto evidencia posibles genes de resistencia a la roya
americana presentes en dicha accesion.

No se observd la presencia de telia y teliosporas durante los dos afios de
monitoreo, lo que contrasté notablemente con los resultados obtenidos en 1978, en
donde se recolectaron, entre los 750 y 800 m.s.n.m, dos muestras de L. purpureus con
presencia de telias de tamafio pequefio, desarrolladas durante el mes de noviembre
(Vakili 1981). Las teliosporas pudieron haber influido en la supervivencia de P.
meibomiae durante un periodo de tiempo prolongado y por consiguiente haber
mantenido el indculo latente en L. purpureus.

Debido a la heterogénea y muy dispersa distribucion de L. purpureus, sobre todo

en el area centro oeste, fue muy dificil estimar el desarrollo de la enfermedad a lo largo
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del tiempo. Inicialmente se seleccionaron sitios de monitoreo en los municipios de
Adjuntas, Corozal y Barranquitas, no obstante transcurridos de 30 a 45 dias de su
instalacion, el departamento de transportacion y obras publicas eliminé la leguminosa y
otras plantas desarrolladas a los alrededores, como parte del control de malezas en los

bordes de las carreteras.

5.3. Caracterizacion morfoldgica de P. meibomiae

El 81% de los aislados de P. meibomiae en L. purpureus, presentaron una
reaccion tipo TAN, caracterizada por el color de la lesion café rojizo de tipo bronceado
con una presencia de hasta 5 uredos por lesion individual y abundante esporulacion. Las
lesiones RB se caracterizaron por presentar una coloracion café rojizas y poca presencia
de uredos (hasta 2 por lesion individual), de coloracidon crema y tipo globoso. Las
lesiones TAN producidas por P. pachyrhizi, en soya y otras leguminosas, producen
abundante esporulacion con presencia de uredos pulverulentos, mientras que la reaccion
RB se caracteriza por el menor numero de pustulas y presencia de uredos globosos.
(Bromfield 1984). En P. meibomiae, los uredos pulverulentos, tipicos de las lesiones
TAN, se observaron entremezclados con aquellos crema globosos (tipicos de la reaccion
RB), por lo que es posible que la reaccion TAN, caracteristica de la roya asiatica de la
soya, en materiales susceptibles, sea algo diferente a la reaccion TAN en L. purpureus.

Del mismo modo, las lesiones RB observadas en L. purpureus y en otras
leguminosas, mostraron una amplia gama de reacciones, desde la café rojiza, pasando
por café obscura o café claro con ligera tonalidad rojiza. Resultados similares se
observaron en la reaccion diferencial en lineas de soya frente a la inoculacion de

aislados de P. meibomiae y de P. pachyrhizi (Bonde et al., 2006; USDA 2008).
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Se determind una ligera variacion en el area promedio de la lesion individual en
L. purpureus la cual fue de 0.38 mm?, mientras que para P. lunatus el promedio fue de
0.30 mm®. Para el caso de P. erosus el area de la lesion fue de 0.39 mm?, y para V.
Iuteola fue de 0.54 mm?’. Estos resultados fueron similares a los observados en soya
infectada con aislados de P. pachyrhizi provenientes de Australia y Taiwan, en donde el
area de la lesion individual varié de 0.4 a 0.5 mm?, hasta llegar a | mm” en estados
avanzados de la enfermedad (Bromfield 1984; Vakili y Bromfield 1976). Existid poca
variacion en el tamafio de las uredosporas de las diferentes leguminosas silvestres, ya
que su forma y estructura se mantuvieron similares. Su largo fluctio entre 20.36 a 25.09
um, mientras que su ancho fue de 16.23 a 19.46 um, valores que se encuentran dentro
del rango establecido en 1992 para la delimitacion de las diferentes especies de
Phakopsora (Ono et al., 1992).

No existen reportes para P. meibomiae sobre el nimero de uredosporas
producidas por uredo, ya que es una variable dificil de establecer y de cuantificar. Para
P. pachyrhizi se han obtenido valores entre 2028 a 6600 esporas por lesion durante 39
dias de coleccion en aislados procedentes de Australia y Taiwan, respectivamente
(Bromfield 1984). Considerando que los uredos pueden formarse activamente hasta
cuatro semanas después de la inoculacion, y que la produccion de uredosporas en el
uredo continia desarrollandose hasta por tres semanas después del inicio de la
esporulacion, la tasa de produccion de uredosporas es alta y de alli el riesgo de que se
produzca una grave epidemia cuando las condiciones ambientales sean favorables
(Marchetti et al., 1975). Los rangos promedio de uredosporas por uredo fueron amplios
(de 35 a 211) considerando el mismo tipo de lesion de donde se obtuvieron (lesiones

tipo TAN). Esto pudo deberse, entre otras causas, a la gran variabilidad de estructuras
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urediales observadas y distintos periodos de desarollo en las leguminosas, lo que hizo
que la produccion de esporas haya sido variable y muy heterogénea (Bromfield 1984).

La estructura del uredo, la distribucion y abertura del poro, provocan que la
lluvia y el viento jueguen un papel importante en la diseminacion de las uredosporas.
Las gotas de lluvia lavan las uredosporas y caen a tejidos aledafios libres de la
enfermedad. Adicionalmente, las gotas salpican de una planta a otra, transportando las
uredosporas, mientras que el viento es capaz de transportar por distancias mayores el
in6culo primario y secundario (Del Ponte et al., 2006; Bromfield 1984; Pan et al.,
2006).

La utilizacion de tetréxido de osmio en la post fijacion de las muestras, para el
analisis con microscopia electronica de rastreo, ha permitido la visualizacion clara de
micrografias de los uredos y uredosporas de la roya asiatica de la soya y otras especies
de royas. No obstante, la metodologia que se utiliz6 en la presente investigacion no
incorpord este reactivo, entre otras razones, por su toxicidad. Los resultados obtenidos
en las imdgenes de microscopia, demuestran que es posible producir micrografias de

alta calidad sin la utilizacion de dicho reactivo (May-De Mio et al., 2006).

5.4. Rango de hospederos de P. meibomiae
El establecimiento de la infeccion de P. meibomiae fue dificil durante el
desarrollo del experimento. La infeccion de P. meibomiae, en las leguminosas
evaluadas, se logré unicamente, mediante la irrigacion aérea durante las 48 horas
posteriores a la inoculacion. Adicionalmente las leguminosas evaluadas se mantuvieron
bajo sombra (50%), durante el experimento. Esto confirma las observaciones realizadas

durante tres afios de estudio, donde L. purpureus requiere sombra para la presencia de

98



roya. La ausencia de roya en soya en las zonas productoras en la Isla, ubicadas en la
zona semidrida con exposicion solar permanente y baja humedad relativa, posiblemente
limita el establecimiento del patégeno y su posterior infeccion.

La tnica técnica de inoculacion que fue eficiente para producir infeccion de roya
fue mediante hojas infectadas como fuente de indculo, adheridas al envés de las hojas
de plantas sanas. Esta técnica se ha utilizado eficientemente para esta especie de roya en
afos anteriores (Vakili 1976).

Trabajos realizados en 1981 con P. pachyrhizi, demostraron que los periodos de
incubacion y de latencia mas largos, en especies nativas de Glycine, se observaron en G.
falcata y G. latrobeana, mientras que los periodos mas cortos de incubacion y latencia
se presentaron en G. tabacina (Burdon y Marshall 1981a). Para el caso de P.
meibomiae, poco se sabe sobre estos pardmetros en los diferentes hospederos en los que
es capaz de producir infeccion, ya que durante la década de los 70, los trabajos que se
realizaron en Puerto Rico se basaron en la descripcion de la reaccion que desarrollaba
dicha roya en el hospedero inoculado con el aislado procedente de Adjuntas (Vakili
1976, Bromfield 1984).

Las dos especies de Phaseolus evaluadas, P. lunatus y P. vulgaris, presentaron periodos
mas cortos de incubacion (3.29 y 3.23 dias, respectivamente) y latencia (6.40 y 6.27
dias, respectivamente). Phakopsora meibomiae se establecio en un periodo mas corto en
estas leguminosas, en comparacion con los 6.22 dias (periodo de incubacioén) que se
observd en C. retusa, posiblemente debido a la gran pubescencia y la capa cuticular
gruesa presente en la hoja. En la soya, el periodo de incubacién y de latencia para el
cultivar Williams, considerado como susceptible a la roya de la soya, fue de 4.52 y

10.39 dias, respectivamente. Trabajos realizados con un aislado de P. pachyrhizi
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procedente de Australia en soya cultivar Dare, demostraron periodos de incubacion y de
latencia mas largos (6.0 y 13.7 dias, respectivamente) en comparacion con los obtenidos
para P. meibomiae (Burdon y Marshall 1981Db).

El ntimero promedio de uredos por lesion individual en soya fluctio entre 1.42 y
1.80, para la linea 2053 A y cultivar Williams, respectivamente. Estos resultados son
similares a los reportados en el 2006, en donde se obtuvieron valores promedio entre 1.4
a 2.2, al evaluar aislados de P. meibomiae, procedentes de Puerto Rico y de Brasil, en
nueve cultivares de soya (Bonde et al., 2006). La susceptibilidad de P. vulgaris y de P.
lunatus a P. meibomiae, se evidencio al observarse valores promedios de uredos por
lesion individual de 5.79 y 4.74, y didmetros de uredos de 133.18 y 133.60 pum, para P.
vulgaris 'y P. lunatus, respectivamente. Se ha demostrado que P. vulgaris es mas
susceptible a aislados de P. meibomiae, provenientes de Brasil y de Puerto Rico, que a
P. pachyrhizi proveniente de Taiwan (Miles et al., 2007). La alta produccion de uredos
por lesion individual, observada en las especies de Phaseolus (un 66% mas alta en
comparacion con L. purpureus), hace que se utilicen estas especies para la
multiplicacion del indculo de P. meibomiae para diferentes trabajos desarrollados con
esta roya (Frederick et al., 2002; Bonde et al., 2006).

Inoculaciones realizadas con aislados de P. meibomiae en diferenciales de soya,
conteniendo genes de resistencia Rpp, sugieren la presencia de razas fisiologicas. Para
confirmar esta informacién, es necesario realizar trabajos similares en P. vulgaris, a
través de la utilizacion de lineas diferenciales que contengan genes de resistencia a
Uromyces appendiculatus (Bonde et al., 2006; Vakili y Bromfield 1976; Miles et al.,

2007).
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P. erosus present6d el menor nimero de uredos por lesion individual (0.64) y el
diametro de uredo mas corto (100.48 pum), 21 dias después de la inoculacion. No
obstante, al observar el desarrollo de las lesiones tres meses después de la inoculacion,
se observo un incremento en la esporulacion, sobre todo en hojas inferiores y en estado
de senescencia. Esto podria indicar el lento desarrollo de uredos y uredosporas de P.
meibomiae en ciertas especies.

Una de las leguminosas de mayor distribucion en la isla es P. phaseoloides. En
la inoculacién realizada, se observo una reaccion inmune, con ausencia de esporulacion.
A diferencia de P. lobata (ampliamente distribuida en Sud América y Norte América),
un hospedero de P. pachyrhizi, P. phaseoloides no representa riesgo como hospedero
alterno para la roya americana de la soya en Puerto Rico (Carmona et al., 2005; Harmon

et al., 2006; Isakeit et al., 2006; Koenning et al., 2007).

5.5. Caracterizacion molecular de aislados de Phakopsora

Los ocho aislados de Phakopsora, provenientes de L. purpureus colectados en
Puerto Rico, fueron identificados como P. meibomiae. Mediante la secuenciacion de la
region ITS1-5.8S-ITS2 del rADN, se encontr6é una similaridad superior al 98% con P.
meibomiae, aislados Puerto Rico PR (accesion AF333502) y Brazil 82-1 (accesion
AF333501). La secuenciacion de los espaciadores de transcripcion internos (ITS) y el
espacio intergénico de las unidades repetidas del rADN nuclear, es una técnica muy
utilizada en el analisis filogenético de un amplio rango de organismos pertenecientes a
diferentes grupos taxonomicos. (White et al., 1990). Los genes ribosomales presentan
una gran cantidad de copias a lo largo del genoma, poseen zonas variables y

conservadas, y pueden ser amplificadas y secuenciadas mediante la utilizacion de
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iniciadores universales, ligados a sus secuencias conservadas, por lo que son utilizados
en la identificacion molecular de hongos y otros grupos taxondmicos (Henson y French
1993).

La variacion en el porcentaje de homologia entre los aislados de Phakopsora, se
debié a la relacion entre la similitud y diferencias en el numero de bases en su
respectiva cobertura con respecto a la especie identificada. La dificultad en la extraccion
del ADN de los parésitos obligados (grupo en el que se encuentra la roya americana de
la soya), sumada a los problemas asociados con la amplificacion de la region ITS,
contribuyeron a la variacién observada en los aislados, especialmente entre los aislados
LP23 y LP24. Esta situacion es similar a la observada en la roya de la hoja de la vid,
causada por P. euvitis, en donde se observaron diferencias en 20 bases al secuenciar la
region ITS2 de aislados provenientes de Japon y del este de Australia. No obstante, un
aislado de P. euvitis de Japon, presentd una diferencia de una base en los sitios 170 y
367 de la region ITS2, en comparacion con 18 diferentes aislados procedentes del
mismo pais (Chatasiri y Ono 2008).

Al comparar la secuencia de la region ITS de aislados de P. meibomiae y P.
pachyrhizi, se observaron 49 nucledtidos diferentes o gaps en la region ITSI,
equivalente al 77.5% de identidad entre las dos especies, mientras que la secuenciacion
de la region ITS2 reveld un porcentaje de identidad aproximado al 68.5%, equivalente a
un namero de 64 nucledtidos diferentes o gaps entre las dos especies (Frederick et al.,
2002). Esta diferencia en la region ITS, produce la separacion filogenética de las dos
especies, corroborada por las diferencias morfolégicas encontradas en sus estados

teliales (Ono et al., 1992).
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De acuerdo a lo observado en la construccion del arbol filogenético,
Tranzschelia discolor se encuentra mas cercano evolutivamente a las especies
Uromyces vignae, U. appendiculatus, Puccinia coronata f. sp. avenae, P. hordei,
Phakopsora Pachyrhizi y P. meibomiae en comparacion con Hemileia vastatrix,
especies pertenecientes al Subphylum Pucciniomycotina. Las especies Ustilago hordei
(Ustilaginomycotina) y Boletus mirabilis (Agaricomycotina) presentan entre ellas una
distancia evolutiva menor, en comparacion con especies del Subphylum

Pucciniomycotina (Cummins y Hiratsuka 2004; Hibbett et al., 2007).
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6. CONCLUSIONES

La roya americana de la soya, Phakopsora meibomiae, no produjo infeccion
natural en soya, en lotes experimentales localizados en las EEA de Adjuntas,
Juana Diaz e Isabela.

Phakopsora meibomaie infectd naturalmente lotes experimentales de Lablab
purpureus 'y Phaseolus lunatus, en la EEA de Adjuntas, en los meses de junio a
octubre del 2007.

La severidad de P. meibomiae observada en L. purpureus fue menor al 5%,
mientras que en P. lunatus fue entre el 6 y el 25%.

Se observo la presencia de P. meibomiae infectando naturalmente L. purpureus,
P. lunatus, Vigna luteola, Macroptilium lathyroides, Pachyrhizus erosus 'y Vigna
sp.

En el municipio de Adjuntas, se report6 el 37% de L. purpureus infectado con P.
meibomiae.

La infeccion natural de P. meibomiae, en leguminosas silvestres y cultivadas, se
observo entre los 101 y 700 metros sobre el nivel del mar.

Se determind que Canavalia gladiata, Crotalaria brevidens, Mucuna pruriens y
Pueraria phaseoloides, presentaron una reaccion inmune a P. meibomiae.

El periodo de incubacion y de latencia mas cortos se observo en P. lunatus 'y P.
vulgaris.

Mediante la secuenciacion de la region ITS del rADN, se determind que los
aislados de Phakopsora colectados en L. purpureus, correspondieron a P.

meibomiae.
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e No se observo presencia de Phakopsora pachyrhizi en lotes experimentales ni en

leguminosas silvestres.
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7. RECOMENDACIONES

Identificar las condiciones oOptimas, de temperatura y humedad, para los
procesos de germinacion y establecimiento de la roya americana de la soya en
leguminosas silvestres y cultivadas.

Realizar estudios epidemiolodgicos con P. meibomiae, en L. purpureus y P.
lunatus, para determinar la curva de progreso de la enfermedad.

Determinar la presencia de razas fisiologicas en aislados de P. meibomiae
utilizando lineas diferenciales de soya con genes de resistencia Rpp y lineas
diferenciales de habichuela conteniendo los genes de resistencia Ur.

Realizar monitoreos de la roya americana de la soya en leguminosas silvestres
en la zona este de Puerto Rico.

Desarrollar técnicas moleculares como RFLP, AFLP, microsatélites, entre otras,

para la determinacion de la variabilidad genética y evolutiva de P. meibomiae.
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APENDICE 1

Monitoreos realizados en Puerto Rico durante 2006-2008.
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ALTITUD

FECHA |LATITUD | LONGITUD [ o/ CULTIVO PRESERCLA DE
Lablab purpureus SI
03-Nov-06 | N 18°11.897" | W 066°47.895" 1487 Pueraria phaseoloides NO
Chamaecrista nictitans NO
Lablab purpureus SI
10-Nov-06 | N 18°11.162" | W 066°45.411" 1886 Vigna luteola NO
Macroptilium lathyroides NO
Vigna vexillata NO
Vigna luteola NO
Crotalaria retusa NO
10-Nov-06 [N 18°11.810° | W 066°47.840" | 1638 Lablab purpureus ol
Pueraria phaseoloides NO
Macroptilium lathyroides NO
Chamaecrista nictitans NO
10-Nov-06 | N 18°10.474" | W 066°47.962" 1840 Lablab purpureus St
Pueraria phaseoloides NO
Canavalia gladiata NO
17-Nov-06 | N 18°28.012" | W 067°03.289" 425 Pachyrhizus erosus NO
Mucuna pruriens NO
17-Nov-06 | N 18°12.920" | W 066°43.535" 831 Lablab purpureus SI
17-Nov-06 | N 18°11.897" | W 066°43.729" 1487 Lablab purpureus ST
17-Nov-06 | N 18°14.692" | W 066°43.258" 742 Lablab purpureus ST
07-Abr-07 | N 18°12.455 | W 066°48.551" | 1707 Lablab purpureus ol
Phaseolus sp. NO
24-Abr-07 | N 18°28.012" | W 067°03.289° 425 Vigna luteola ST
Pueraria phaseoloides NO
28-Abr-07 | N 18°10.180" | W 066°39.144° 2475 Rhynchosia reticulata NO
Chamaecrista nictitans NO
Lablab purpureus SI
28-Abr-07 | N 18°11.632" | W 066°37.516° 1392 Pueraria phaseoloides NO
Macroptilium lathyroides NO
28-Abr-07 | N 18°13.040" | W 066°36.072° 1369 Lablab purpureus SI
Lablab purpureus NO
28-Abr-07 | N 18°12.990 | W 066°37.911 1431 Macroptilium lathyroides NO
Cajanus cajan NO
Crotalaria retusa NO
28-Abr-07 | N 18°14.611" | W 066°39.661° 979 Pueraria phaseoloides NO
Macroptilium lathyroides NO
28-Abr-07 | N 18°18.0417 | W 066°37.201" 1154 Lablab purpureus St
Macroptilium lathyroides NO
28-Abr-07 | N 18°12.489" | W 066°43.560" | 1140 Lablab purpureus ol
Pueraria phaseoloides NO
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ALTITUD

FECHA |LATITUD |LONGITUD [ o/ CULTIVO PRESLICLA DE
10-May-07 | N 18°08.207" | W 066°17.524" 2028 Lablab purpureus SI
10-May-07 | N 18°17.171"| W 066°15.938" 1214 Macroptilium lathyroides NO
Lablab purpureus SI
10-May-07 | N 18°16.908" | W 066°18.224" 1764 Pueraria phaseoloides NO
Macroptilium lathyroides NO
Chamaecrista nictitans NO
10-May-07 | N 18°08.248" | W 066°17.550" 2078 Lablab purpureus SI
05-Jun-07 [N 18°28.012" | W 067°03.289" 425 Vigna luteola SI
Lablab purpureus SI
08-Jun-07 | N 18°10.474" | W 066°47.961° 1838 Canavalia gladiata NO
Mucuna pruriens NO
Pachyrhizus erosus NO
Phaseolus lunatus SI
22-Jun-07 | N 18°10.474" | W 066°47.961° 1838 Macroptilium lathyroides SI
Crotalaria retusa NO
29-Jun-07 | N 18°10.474" | W 066°47.961° 1838 Crotalaria retusa NO
10-Jul-07 | N 18°08.207 | W 066°17.524" 2028 Lablab purpureus SI
10-Jul-07 |N 18°11.210"] W 066°18.904 1916 Lablab purpureus SI
Lablab purpureus SI
Pueraria phaseoloides NO
10-Jul-07 |N 18°16.908" | W 066°18.224" 1764 Macroptilium lathyroides NO
Chamaecrista nictitans NO
Cajanus cajan NO
10-ul-07 [N 18°17.171°| W 066°15.938" | 1214 Macroptilium lathyroides NO
Crotalaria retusa NO
Pueraria phaseoloides NO
10-Jul-07 | N 18°14.136" | W 066°17.342’ 2002 Vigna luteola St
Macroptilium lathyroides NO
Chamaecrista nictitans NO
18-Jul-07 | N 18°09.662" | W 066°30.529 | 2502 Pueraria phaseoloides NO
Chamaecrista nictitans NO
Lablab purpureus SI
18-Jul-07 |N 18°11.016" | W 066°30.372" 1891 Vigna luteola NO
Pueraria phaseoloides NO
18-Jul-07 |N 18°13.040" | W 066°36.072" 1369 Lablab purpureus SI
Lablab purpureus NO
18-Jul-07 | N 18°10.180" | W 066°39.143" | 2476 Pueraria phaseoloides NO
Macroptilium NO

atropurpureum

18-Jul-07 |N 18°11.679"| W 066°37.482" 1390 Lablab purpureus SI
Vigna luteola NO
Macroptilium lathyroides NO
18-Jul-07 |N 18°16.796" | W 066°45.225" 1473 Pueraria phaseoloides NO
Chamaecrista nictitans NO
Vigna vexillata NO
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ALTITUD

FECHA [LATITUD [LONGITUD | ™™ o CULTIVO PRESENCLA DE
N 18°19.576" | W 066°24.234" 774 Lablab purpureus NO
Teramnus sp. NO
Vigna luteola NO
- Ago-07 Chamsecrbia e | NG
18°11.170° °45.365’ 1964
N 18 707 W 066°45.365 % Macroptilium lathyroides NO
Crotalaria brevidens NO
Lablab purpureus SI
98- Ag0-07 N 18°11.171" | W 066°45.363" 1964 Pueraria phaseoloides NO
g N 18°10.855" ] W 066°46.123" 1842 Lablab purpureus SI
N 18°10.179°| W 066°35.254" | 3597 Centrosema plumier: NO
Chamaecrista nictitans NO
Lablab purpureus SI
14-Sep-07 Vigna sp. SI
N 18°10.855" ] W 066°46.123" 1842 Pueraria phaseoloides NO
Vigna luteola NO
Macroptilium lathyroides NO
Pueraria phaseoloides NO
14-Sep-07 | N 18°13.034" | W 067°08.911" 71 Vigna unguiculata_ NO
Centrosema plumieri NO
Macroptilium lathyroides NO
Lablab purpureus SI
, , Vigna unguiculata NO
12-Nov- N 18°01.54 066°31.511 1002
ov-07 8°01.54371 W 066731.5 0 Macroptilium lathyroides NO
Pueraria phaseoloides NO
Lablab purpureus SI
06-Dic-07 | N 18°05.925" | W 066°38.714° 1101 Vigna luteola NO
Pueraria phaseoloides NO
Teramnus sp. NO
Crotalaria retusa NO
24-Ene-08 | N 18°18.260" | W 066°34.615° 1125 Macroptilium lathyroides NO
Pueraria phaseoloides NO
Lablab purpureus SI
Lablab purpureus SI
Phaseolus lunatus C.V neeve SI
Phaseolus lunatus C.V. S
Christmas been
Pachyrhizus erosus SI
08-Abr-08 | N 18°28.012" | W 067°03.289" 425 Phaseolus lunatus (local) NO
Canavalia gladiata NO
Canavalia maritima NO
Vigna unguiculata NO
Crotalaria juncea NO
Phaseolus coccineus NO
Lablab purpureus NO
11-Jun-08 | N 18°01.640" | W 066°31.625" 177 Clitoria ternatea NO
Neonotonia wigthii NO
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APENDICE 2
Alineamiento multiple para aislados de P. meibomiae utilizando el programa BioEdit,

version 7.0.4.1, a través del parametro Clustal W
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P.meibomiae
LP17
LP18
LP19
LP20
LP21
LP22
LP23
LP24

P.meibomiae
LP17
LP18
LP19
LP20
LP21
LP22
LP23
LP24

P.meibomiae
LP17
LP18
LP19
LP20
LP21
LP22
LP23
LP24

P.meibomiae
LP17
LP18
LP19
LP20
LP21
LP22
LP23
Lp24

P.meibomiae
LP17
LP18
LP19
LP20
LP21
LP22
LP23
LP24

P.meibomiae
LP17
LP18

e
15

-
25

GGAAGTAAAA GTCGTAACAA GGTTTCCGTA

65
AGCTTAAAAA
AGCTTAAAAA
AGCTTAAAAA
AGCTTAAAAA
AGCTTAAAAA
AGCTTAAAAA
AGCTTAAAAA
AGCTTAAAAA

N I
125
TTTAAACTGG
TTTAAACTGG
TTTAAACTGG
TTTAAACTGG
TTTAAACTGG
TTTAAACTGG
TTTAAACTGG
TTTAAACTGG
TTTAAACTGG

R
185
TGCAAATCAT
TGCAAATCAT
TGCAAATCAT
TGCAAATCAT
TGCAAATCAT
TGCAAATCAT
TGCAAATCA-
TGCAAATCAT
TGCAAATCAT

R
245
GAATGTTTTA
GAATGTTTTA
GAATGTTTTA
GAATGTTTTA
GAATGTTTTA
GAATGTTTTA
GAATGTTTTA
GAATGTTTTA
GAATGTTTTA

R |
305
ATATCGATGA
ATATCGATGA
ATATCGATGA

75
AGAGTGCACT
AGAGTGCACT
AGAGTGCACT
AGAGTGCACT
AGAGTGCACT
AGAGTGCACT
AGAGTGCACT
AGAGTGCACT

O R
135
CTCAGCTACT
CTCAGCTACT
CTCAGCTACT
CTCAGCTACT
CTCAGCTACT
CTCAGCTACT
CTCAGCTACT
CTCAGCTACT
CTCAGCTACT

R
195
CTATTATATC
CTATTATATC
CTATTATATC
CTATTATATC
CTATTATATC
CTAT--TATC
CTATTATATC
CTATTATATC
CTATTATATC

N -
255
TAAATTTTAA
TAAATTTTAA
TAAATTTTAA
TAAATTTTAA
TAAATTTTAA
TAAATTTTAA
TAAATTTTAA
TAAATTTTAA
TAAATTTTAA

R
315
AGAACACAGT
AGAACACAGT
AGAACACAGT

--CTTCCGTA
--CTTCCGTA
-—--TTCCGTA

85
TAATTGTGGC
TAATTGTGGC
TAATTGTGGC
TAATTGTGGC
TAATTGTGGC
TAATTGTGGC
TAATTGTGGC
TAATTGTGGC
TAATTGTGGC

N I
145
TCATTGAAGT
TCATTGAAGT
TCA-TGAAGT
TCATTGAAGT
TCATTGAAGT
TCATTGAAGT
TCATTGAAGT
TCATTGAAGT
TCATTGAAGT

R I
205
ATTGTCATTT
ATTGTCATTT
ATTGTCATTT
ATTGTCATTT
ATTGTCATTT
ATTGTCATTT
ATTGTCATTT
ATTGTCATTT
ATTGTCATTT

R -
265
AAAATATATA
AAAATATATA
AAAATATATA
AAAATATATA
AAAATATATA
AAAATATATA
AAAATATATA
AAAATATATA
AAAATAT--A

R I
325
GAAATGTGAT
GAAATGTGAT
GAAATGTGAT

120

R I
35
GGTGAACCTG
GGGTAACCTG
GGGTAACCTG
GGTGAACCTG

95
TCTAAACACA
TCTAAACACA
TCTAAACACA
TCTAAACACA
TCTAAACACA
TCTAAACACA
TCTAAACACA
TCTAAACACA
TCTAAACACA

R I
155
TTTTGGGCAA
TTTTGGGCAA
TTTTGGGCAA
TTTTGGGCAA
TTTTGGGCAA
TTTTGGGCAA
TTTTGGGCAA
TTTTGGGCAA
TTTTGGGCAA

R
215
TTTATTTTAT
TTTATTTTAT
TTTATTTTAT
TTTATTTTAT
TTTATTTTAT
TTTATTTTAT
TTTATTTTAT
TTTATTTTAT
-—-TATTTTAT

N -
275
TAACTTTTAG
TAACTTTTAG
TAACTTTTAG
TAACTTTTAG
TAACTTTTAG
TAACTTTTAG
TAACTTTTAG
TAACTTTTAG
TAACTTTTAG

T
335
AATTAATGTG
AATTAATGTG
AATTAATGTG

R

45
CGGAAGGATC
CGGAAGGATC
CGGAAGGATC
CGGAAGGATC

CGGAAGGATC

R -
105
AAACTTTTTA
AAACTTTTTA
AAACTTTTTA
AAACTTTTTA
AAACTTTTTA
AAACTTTTTA
AAACTTTTTA
AAACTTTTTA
AAACTTTTTA

N I
165
ATCACAGCTT
ATCACAGCTT
ATCACAGCTT
ATCACAGCTT
ATCACAGCTT
ATCACAGCTT
ATCACAGCTT
ATCACAGCTT
ATCACAGCTT

R
225
TAAATAACCA
TAAATAACCA
TAAATAACCA
TAAATAACCA
TAAATAACCA
TAAATAACCA
TAAATAACCA
TAAATA--—-
TAAATAACCA

R
285
CAATGGATCT
CAATGGATCT
CAATGGATCT
CAATGGATCT
CAATGGATCT
CAATGGATCT
CAATGGATCT
CAATGGATCT
CAATGGATCT

R I
345
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA

el
55
ATTAATAAAA
ATTAATAAAA
ATTAATAAAA
ATTAATAAAA
ATTAATAAAA
ATTAATAAAA
-———-ATAAAA
ATTAATAAAA

R
115
TATAAACCCA
TATAAACCCA
TATAAACCCA
TATAAACCCA
TATAAACCCA
TATAAACCCA
TATAAACCCA
TATAAACCCA
TATAAACCCA

R P
175
TGAAAAAAGT
TGAAAAAAGT
TGAAAAAAGT
TGAAAAAAGT
TGAAA---GT
TGAAAAAAGT
TGAAAAAAGT
TGAAAAAAGT
TGAAAAAAGT

R
235
AAGTCACAAA
AAGTCACAAA
AAGTCACAAA
AAGTCACAAA
AAGTCACAAA
AAGTCACAAA
AAGTCACAAA
AAGTCACAAA
AAGTCACAAA

N
295
CTAGGCTCTC
CTAGGCTCTC
CTAGGCTCTC
CTAGGCTCTC
CTAGGCTCTC
CTAGG--CTC
CTAGGCTCTC
CTAGGCTCTC
CTAGGCTCTC

T
355
TTCAGTGAAT
TTCAGTGAAT
TTCAGTGAAT



LP19
LP20
LP21
LP22
LP23
LP24

P.meibomiae
LP17
LP18
LP19
LP20
LP21
LP22
LP23
LP24

P.meibomiae
LP17
LP18
LP19
LP20
LP21
LP22
LP23
LP24

P.meibomiae
LP17
LP18
LP19
LP20
LP21
LP22
LP23
LP24

P.meibomiae
LP17
LP18
LP19
LP20
LP21
LP22
LP23
LP24

P.meibomiae
LP17
LP18
LP19
LP20
LP21
LP22
LP23

ATATCGATGA
ATATCGATGA
ATATCGATGA
ATATCGATGA
ATATCGATGA
ATATCGATGA

N
365
CATCAAGTTT
CATCAAGTTT
CATCAAGTTT
CATCAAGTTT
CATCAAGTTT
CATCAAGTTT
CATCAAGTTT
CATCAAGTTT
CATCAAGTTT

R |
425
TGTCATGAAT
TGTCATGAAT
TGTCATGAAT
TGTCATGAAT
TGTCATGAAT
TGTCATGAAT
TGTCATGAAT
TGTCATGAAT
TGTCATGAAT

N
485
AGTGCATATA
AGTGCATATA
AGTGCATATA
AGTGCATATA
AGTGCATATA
AGTGCATATA
AGTGCATATA
AGTGCATATA
AGTGCATATA

ceeleoald
545
TATATATAGT
TATATATA--
TATATATAGT
TATATATAGT
TATATATAGT
TATATATAGT
TATATATAGT
TATATATAGT

ceeleaadld
605
ACCCACTGAA

AGAACACAGT
AGAACACAGT
AGAACACAGT
AGAACACAGT
AGAACACAGT
AGAACACAGT

N -
375
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC

R
435
TATTCTCAAC
TATTCTCAAC
TATTCT-AAC
TATTCTCAAC
TATTCTCAAC
TATTCTCAAC
TATTCTCAAC
TATTCTCAAC
TATTCTCAAC

R
495
TATATGGTGT
TATATGGTGT
TATATGGTGT
TATATGGTGT
TATATGGTGT
TATATGGTGT
TATATGGTGT
TATATGGTGT
TATATGGTGT

R I
555
ATTAAATTAT

ATTAAATTAT
ATTAAATTAT

ATTAAATTAT

R
615
CTTAAGCATA

GAAATGTGAT
GAAATGTGAT
GAAATGTGAT
GAAATGTGAT
GAAATGTGAT
GAAATGTGAT

N -
385
CTTGCACCTT
CTTGCACCTT
CTTGCACCTT
CTTGCACCTT
CTTGCACCTT
CTTGCACCTT
CTTGCACCTT
CTTGCACCTT
CTTGCACCTT

R I
445
TCTTTCTTTA
TCTTTCTTTA
TCTTTCTTTA
TCTTTCTTTA
TCTTTCTTTA
TCTTTCTTTA
TCTTTCTTTA
TCTTTCTTTA
TCTTTCTTTA

R -
505
AATAATAACA
AATAATAACA
AATAATAACA
AATAATAACA
AATAATAACA
AATAATAACA
AATAATAACA
AATAATAACA
AATAATAACA

A
565
TATTATTATT

TATTATTATT
TATTATTATT

TATTATTATT

R I
625
TCAATAAGCG

AATTAATGTG
AATTAATGTG
AATTAATGTG
AATTAATGTG
AATTAATGTG
AATTAATGTG

R
395
TTGGTATTCC
TTGGTATTCC
TTGGTATTCC
TTGGTATTCC
TTGGTATTCC
TTGGTATTCC
TTGGTATTCC
TTGGTATTCC
TTGGTATTCC

R
455
TTTACTTGAA
TTTACTTGAA
TTTACTTGAA
TTTACTTGAA
TTTACTTGAA
TTTACTTGAA
TTTACTTGAA
TTTACTTGAA
TTTACTTGAA

N
515
AACATTTCAT
AACATTTCAT
AACATT----
AACATTTCAT
AACATTTCAT
AACATTTCAT
AACATTTCAT
AACATTTCAT
AACATTTCAT

R I
575
AAATTTTAAG

AAATTT----
AAATTTTA--

AAATTTTAAG

Cen
635
GAGGA

AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA

N -
405
AAAAGGTACA
AAAAGGTACA
AAAAGGTACA
AAAAGGTACA
AAAAGGTACA
AAAAGGTACA
AAAAGGTACA
AAAAGGTACA
AAAAGGTACA

R I
465
GAAAAGCATG
GAAAAGCATG
GAAAAGCATG
GAAAAGCATG
GAAAAGCATG
GAAAAGCATG
GAAAAGCATG
GA-AAGCATG
GAAAAGCATG

R I
525
CATTGATTTA
CATTGATTTA
CATTGATTTA
CATTGATTTA
CATTGATTTA
CATTGAT---
CATTGATTTA
CATTGATTTA

R
585
ACCTCAAATC

TTCAGTGAAT
TTCAGTGAAT
TTCAGTGAAT
TTCAGTGAAT
TTCAG--AAT
TTCAGTGAAT

R
415
CCTGTTTGAG
CCTGTTTGAG
CCGGTTTGAG
CCTGTTTGAG
CCTGTTTGAG
CCTGTTTGAG
CCTGTTTGAG
CCTGTTTGAG
CCTGT--GAG

R
475
TTGGATTTTG
TTGGATTTTG
TTGGATTTTG
TTGGATTTTG
TTGGATTTTG
TTGGATTTTG
TTGGATTTTG
TTGGATTTTG
TTGGATTTTG

N
535
TATAAAGGAA
TATAAAGGAA
TATAAAGGAA
TATAAAGGAA
TATAAAGGAA
TATAAAGGAA
TATAAAGGAA
TATAAAGGAA

R R
595
AGGTGGGACT
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