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RESUMEN

Se estudio la diversidad genética del patégeno Hemilia vastatrix por medio del analisis
de la region ITS del ADN ribosomal. La extraccion del ADN se realizo con el protocolo
descrito por Goodwiny Lee (1993) y Cristancho et al. (2007) con algunas modificaciones,
a partir de uredosporas aisladas de hojas infectadas de Coffea arabica, las que fueron
seleccionadas al azar en cinco fincas localizadas en la zona productora de Quillabamba
(Regiodn Cusco). La amplificacion de la region ITS se realiz6 mediante la técnica de PCR,
los fragmentos obtenidos fueron separados utilizando electroforesis en gel de agarosa al
uno por ciento. La purificacion desde el gel del producto de amplificacion se realizd
utilizando el kit “QIAquick gel extraction”. La clonacion de dicho fragmento se logré por
transformacion de una cepa de E. coli competente empleando el kit “pGEM®-T Easy
Vector Systems” (PROMEGA). El aislamiento de las colonias transformadas se realiz6
en el medio LB mas ampicilina. Para la extraccion del plasmido de la bacteria se utilizé
el kit “Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification System”. Los plasmidos obtenidos
fueron enviados a GenBioteck (Argentina) para su secuenciacion. A partir de 49
secuencias se identificaron 38 haplotipos (h=38), con diversidad haplotipica (Hd=0.977
+0.012), diversidad nucleotidica (7=0.0054 £ 0.00038) e indice de Tajima (D =-2.35287,
p<0.01). Los resultados sugieren que H. vastatrix es una poblacion que estd en

crecimiento con una alta proporcion de haplotipos unicos.

Palabras clave: ADN Ribosomal, Uredosporas, Quillabamba, ITS, Haplotipos



SUMMARY

The genetic diversity of the pathogen Hemileia vastatrix was studied by analyzing ITS
region of the ribosomal DNA. The extraction of the DNA was done by following the
protocol described by Goodwin and Lee (1993) and Cristancho et al. (2007) with certain
deviations, the uredospores were isolated from the infected leaves of the Coffea spp.,
these were random chosen from five farm located in the productive zone of Quillabamba
(Cusco Region). The amplification of the ITS region was done by the PCR technique, and
the fragments obtained were separated by electrophoresis in agarose gel at one percent.
The purification of the amplification’s product was made by utilizing the QIAquick gel
extraction kit following the manual. The cloning was realized by transforming an
competent strain of the E. coli using the pPGEM®-T Easy Vector Systems (PROMEGA)
kit. The isolation of the transformed colonies was done in a LB medium with ampicillin.
For the extraction of the plasmid from the bacteria the Wizard®Plus SV Minipreps DNA
purification system was used. For the sequencing the obtained plasmid was sent to
GenBioteck (Argentina). From 49 sequences 38 haplotypes (h = 38) were identified,
resulting haplotype diversity (Hd = 0.977 + 0.012), nucleotide diversity (x = 0.0054 *
0.00038) and index of Tajima (D = -2.35287, p<0.01). The results suggest that H.

vastatrix is a population that is growing with a high proportion of unique haplotypes.

Keyword: Ribosomal DNA, Uredospores, Quillabamba, ITS, haplotypes,



l. INTRODUCCION

La roya amarilla es una de las principales enfermedades que afecta al cultivo de cafe, y
estd ampliamente distribuida a través de todos los paises productores en el mundo,
ocasionando cuantiosas pérdidas econdémicas en casi todas las regiones cafetaleras. Su
agente causal es el hongo biotré6fico Hemileia vastatrix BERK. & BROOME (Berkeley,
1869; Ward, 1882) el cual provoca severas defoliaciones y afecta a casi todos los

cultivares de Coffea arabica.

En el Perd, el cafeto, que es uno de los principales cultivos de agroexportacion, proviene
mayormente de las variedades de la especie Coffea arabica, las cuales se caracterizan por
tener una alta calidad de taza; sin embargo, son extremadamente susceptibles a Hemileia
vastatrix. Segun la Camara de Comercio de Lima la produccién de café se redujo en 37%
entre los afios 2011 y 2014, principalmente por la presencia de roya amarilla (Diario
Gestidn, 2015).

A pesar de la importancia del café para el Perl, muy poco se ha avanzado en el
mejoramiento genético para lograr resistencia a H. vastatrix, debido a que, entre otros
aspectos, se tiene poco conocimiento cientifico de este hongo en las zonas de alta
incidencia. No obstante, se conoce, que en la mayoria de paises productores de café ya
desde mucho tiempo atrds se han venido realizando trabajos de identificacion y
caracterizacion de la roya, hallandose en casi todos los casos a la raza Il como posible
inoculo inicial, a partir del cual se han generado naturalmente nuevas razas (Zambolim et
al., 2005).

Una de las secuencias de ADN mas utilizadas en el analisis de diversidad de hongos son
los Internal Transcribed Spacer (ITS) (Cristancho et al.,, 2007) o espaciadores
transcribibles internos del ADN ribosomal, los cuales se emplean en estudios moleculares

de hongos fitopatdgenos en forma eficiente, tanto en la caracterizacion de nuevas especies



como en la separacidn de especies muy cercanas o de razas de una misma especie (Grube
& Kroken, 2000); ademas, estas regiones son muy Utiles para estudios filogenéticos de

hongos, en tal sentido, el presente trabajo de investigacion tiene los siguientes objetivos:

1.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar la diversidad genética de Hemileia vastatrix Berk. & Broome de la zona de

Quillabamba a través de la secuenciacion de la regién ITS del ADN ribosomal.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extraer y purificar ADN de H. vastatrix, proveniente de Quillabamba (Region

Cusco).

e Amplificar la region ITS del ADN ribosomal de H. vastatrix.

e Clonar y secuenciar la region ITS del ADN ribosomal de H. vastatrix.

e Analizar la diversidad de H. vastatrix de las secuencias de la region ITS del ADN

ribosomal.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Hemileia vastatrix BERK. & BROOME

El inglés Grant en 1861 reportd por primera vez la presencia de roya en cafetos silvestres
de la region del Lago Victoria — Nyansa, en la zona centro oriental de Africa (Wellman,
1975). En 1868 se reportd la misma enfermedad en Ceilan (Sri Lanka), zona de mayor
produccion de café de ese entonces; luego en 1869, Berkeley describid por primera vez
el hongo y lo design6 como género Hemileia, por la forma de media luna de las esporas
y como especie Hemileia vastatrix, por la condicion devastadora de la enfermedad
(Scheiber y Zentmyer, 1984).

2.1.1. Clasificacién

La roya del cafeto es un patdgeno biotréfico (Vieira et al., 2012), esto es, que solamente
puede desarrollarse en el interior de la planta hospedera. Anteriormente se le incluia en
la familia Pucciniaceae, pero estudios morfolégicos y moleculares determinaron que H.
vastatrix estaba alejada de ese grupo taxonémico y mas cercano a la familia Chaconiaceae
(Cummins y Hiratsuka, 2003).

La taxonomia de Hemileia vastatrix BERK. & BROOME segun Cummins y Hiratsuka
(2003):

Reino: Fungi

Phylum: Basidiomycota
Clase: Pucciniomycotina
Orden: Pucciniales
Familia: Chaconiaceae
Género: Hemileia

Especie: Hemileia vastatrix



2.1.2. Distribucion

El hongo Hemileia vastatrix, actualmente se encuentra distribuido en todos los paises

productores de café en el mundo (Figura 1).

Hemileia vastatrix (HEMIVA)

(c) EPPO http:ifwy

Figura 1: Distribucion de Hemileia vastatrix en el ambito mundial.
Sombreado en color anaranjado estan las zonas donde se reporta la presencia
del hongo.

FUENTE: EPPO (2016).

El patdgeno H. vastatrix llego a Latinoamérica en 1970, infectando los cultivos de café
en Bahia - Brasil, de ahi no tardé en reportarse brotes en los paises vecinos de Paraguay
y Argentina (Figura 2); posteriormente su presencia se reportd en otros paises de la region
como: Bolivia, El Salvador, Pert, Guatemala, Ecuador, México, Colombia y Costa Rica
(Scheiber y Zentmyer, 1984). Esta rapida propagacion de la roya en los cultivos se debe
principalmente a su diseminacién por vientos, semillas portadoras del hongo y los seres
humanos. (CICAFE, 2013).

La llegada de la roya amarilla del cafeto al Pert fue en 1979, reportandose la presencia

de la raza Il de Hemileia vastatrix en la zona de Satipo, en la region Junin (Figura 2).
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Figura 2: Distribucion de Hemileia vastatrix en
Sudamérica.
FUENTE: Schieber y Zentmyer (1984).

2.1.3. Sintomatologia

La infeccion a causa de Hemileia vastatrix se manifiesta por la presencia de manchas
polvorientas de color amarillo anaranjado en la superficie abaxial de las hojas (Figura 3),
que conduce a una fotosintesis deteriorada, defoliacion prematura, reduccion de la

iniciacion floral y la consecuente pérdida de rendimiento (Bettencourt et al., 1971).

Las lesiones (pustulas) son producidas por las uredosporas, aparecen tanto en las hojas
jévenes como en las viejas y eventualmente en las primeras hojas de plantulas de
semilleros (Figura 3). Se han observado que los frutos de Coffea liberica muestran
indicios de infeccion por la presencia de haustorios sobre los cuales se produce una capa
de esporas anaranjadas tipicas de Hemileia vastatrix (Cramer, 1957). Asimismo,
Gopalkrishnan (1951), reporté la incidencia de fructificaciones en los haces de las hojas

y en los peciolos.



Los primeros sintomas en aparecer son pequefias manchas cloréticas (1-3 mm de
diametro) y a los pocos dias esas manchas se incrementan en diametro y masa de
uredosporas que se observan en el envés de las hojas (CICAFE, 2013), lugar por donde
el hongo ha ingresado a través de los estomas. El centro de una pustula vieja muchas
veces se torna necrética mientras que la produccién de esporas continla a los bordes de
la pustula (Nutman y Roberts, 1970). También, se ha observado que las primeras pastulas
son usualmente producidas en los bordes o en el apice del envés de las hojas porque
frecuentemente se encuentran suspendidas por mucho tiempo en el rocio y agua de lluvia,
humedad necesaria para la germinacion y penetracion del hongo, incluso, a partir de la
pustula original, las uredosporas pueden ser transportadas por la lluvia a otras regiones

del envés de la hoja, a otras hojas y a otras plantas (Schieber, 1975).

~

Figura 3: Plantas de café con hojas completamente infectadas en Quillabamba.
FUENTE: Elaboracion propia.

2.1.4. Ciclo de vida

La Figura 4 muestra un esquema del ciclo de vida de H. vastatrix que fue propuesto por
Ward (1882) y, esencialmente, este ain sigue siendo el modelo aceptado (Arneson, 2000;
Agrios, 2005). De acuerdo con esta interpretacion, las masas polvorientas de color naranja
en las hojas de café corresponden a uredosporas producidas por espor6foros que emergen
de los estomas de plantas infectadas. Este tipo de esporas representan el estado asexual
del hongo y tienen las funciones de dispersion, supervivencia e infeccion, ademas,
emergen ocasionalmente del mismo estoma, esporéforos que producen teliosporas, las
que luego germinan para formar un promicelio (basidia) cuya funcién es producir
basidiosporas, es decir, esporas sexuales cuya infectividad no ha sido demostrada en el

cafeto, ni se ha encontrado al hospedero alternativo (Fernandes et al., 2009).



La infeccién se inicia con la diseminacion del patgeno, en la cual, la uredospora se
despega del esporoforo y luego abandona la lesion (dispersidn) hasta llegar a la nueva
hoja que infectard (depositacion) (Silva et al., 1999). Antes de la inoculacion, las
uredosporas deben de localizarse en el envés de las hojas donde se encuentra el mayor
numero de estomas, a través de los cuales el hongo va a penetrar e infectar; de ahi que,
para tener éxito en la infeccion necesita ciertas condiciones como: temperatura de 18 a
24 °C, oscuridad y humedad en forma de rocio o gotas de agua de la lluvia (Rayner 1961;
Nutman et al. 1963; Hocking y Freeman, 1968), las uredosporas bajo estas condiciones
germinan y producen apresorios sobre los estomas, diferencidndose luego en hifas que
penetran a través de los estomas al espacio intercelular (Figura 5). Esta etapa inicial de la
infeccion ocurre tanto en cafetos resistentes como en los susceptibles, seguidamente las
hifas forman dos ramas laterales (ancla) que se diferencian en células madres haustoriales
(CMH) para dar lugar a los haustorios que penetraran a las células del mesofilo, esto solo
en plantas susceptibles (Silva et al., 2006), lo cual involucra la colonizacion del tejido
que culminara con el lanzamiento de las uredosporas a través de los estomas. EI nimero
de esporas producidas es muy elevado, segun Ward (1882) contabilizé en una sola
instancia mas de 150 000 esporas en una sola lesion; posteriormente, McCain y Hennen
(1984) estimaron que una sola lesion podria producir entre 300 000 a 2 000 000 de

esporas.

Micelio intercelular
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Figura 4: Ciclo de la enfermedad de la roya amarilla del
cafeto causada por Hemileia vastatrix.
FUENTE: Modificado de Arneson (2000).



Existe un periodo de latencia, entre el tiempo de invasién y el tiempo de
esporulacion, que fue reportado por varios investigadores, los cuales difieren de
acuerdo a la estacion (Bock, 1962). Ward (1882) encontr6 que este periodo es de
12 a 16 dias; Mayne (1932), inform6 que fue de 15 a 16 dias; Rayner (1961),
concluyé que puede tardar hasta cinco semanas, mientras que Nutman et al.
(1963), reportaron que el tiempo es de 21 dias, lo que se comprobd en discos de
hojas de café mantenidas en camaras humedas. Posteriormente Herrera et al.
(2009), reportaron que individuos con resistencia parcial exhibian un progreso
lento (un retraso de hasta cinco meses en comparacion de variedades susceptibles)
con menos defoliacién. Entonces, se podria considerar que este tiempo de latencia
varia segun el tipo de resistencia que exhiben los cafetos, la ecologia (pisos
altitudinales) y condiciones ambientales (temperatura, luz y humedad) de las

zonas productoras de café.

La dispersion de las uredosporas ocurre en ambientes himedos y secos (Avelino
y Rivas, 2013). En ambientes himedos, las esporas se dispersan a través de las
salpicaduras originadas por la lluvia, sin embargo, excesivas precipitaciones
pueden remover las uredosporas depositadas en la superficie de las hojas (Nutman
et al., 1963; Kushalappa, 1989). La dispersion en seco ocurre por vientos fuertes
(Rayner, 1961; Becker y Kranz, 1977). También varios autores han sugerido la
diseminacion de la roya por el hombre (Butler, 1918; Chaves et al., 1970; Nutman
y Robert, 1970; Schieber, 1970) e insectos (Nutman y Robert, 1970; Amante,
1971).



Figura 5: Micrografias Opticas de sitios de infeccion de H. vastatrix a las
72 Hdi. (A) Apresorio (Ap) sobre los estomas y una hifa de penetracion
(PH) en las hojas de muestras resistentes. (B) Apresorio (Ap) e hifas
intercelulares (flecha grande) en las hojas de muestras susceptibles, siendo
visible una célula madre haustorial (HMC) (pequefia flecha) con un
haustorio (h) en la célula estomética subsidiaria

FUENTE: Guerra-Guimarées et al. (2015).

2.2. VARIABILIDAD GENETICA

En el estudio para la identificacion y determinacion de la variabilidad de Hemileia
vastatrix, Rodrigues et al. (1975) emplearon aproximadamente 40 plantas diferenciales
de café que fueron desarrolladas en el CIFC del Portugal. Las plantas empleadas poseian
entre uno y cinco genes de resistencia al patdgeno, y de acuerdo a este nimero de genes

se clasificaron en grupos fisiologicos (Rodrigues et al., 1975).

En Tanzania, se han utilizado 18 clones diferenciales de café para caracterizar la
prevalencia de Hemileia vastatrix, los resultados mostraron la presencia de siete nuevas

razas causantes de la roya del cafeto (Deusdedit et al., 2013).

En Brasil, 14 razas fueron confirmadas, siendo la raza Il predominante en los cultivares
comerciales (Zambolim et al., 2005). Posteriormente en el mismo pais Cabral et al. (2009)

reportaron la presencia de la raza XXXVII.



En Venezuela, parece encontrarse muy baja variabilidad del patégeno, dado que se han
identificado las razas | y Il (Silva et al., 1997). La identificacion y caracterizacion
morfologica del patégeno mediante el uso de cafetos diferenciales va volviéndose

insuficientes para la identificacion de nuevas razas de Hemileia vastatrix.

Cristancho y Escobar (2008), mencionan la importancia del desarrollo de técnicas
moleculares para la identificacion del hongo, debido al continuo desarrollo de nuevas
razas, utilizaron marcadores microsatélites (SSR) de especies relacionadas a H. vastatrix,
pero comprobaron que solo cuatro de 25 marcadores SSR podian ser usados para

identificacidn genética.

Estudios realizados por Gouveia et al. (2005) demostraron la presencia de nuevas razas
de roya en Colombia, utilizando marcadores moleculares RAPDs, sin embargo, no
pudieron asociar los patrones de bandas obtenidos con el origen geografico, su espectro

de virulencia o con las razas fisioldgicas individuales.

En estudios posteriores realizados en Brasil por Maia et al. (2013), se reporta que
Hemileia vastatrix se comporta como una gran poblacion indiferenciada, con un alto
nivel de diversidad genética, que no esta estructurada en relacién a su origen geogréafico
y hospedero. Sin embargo, Cabral et al., (2015), reportan un bajo valor de diversidad
génica de Nei (h =0.027) en la poblacion del hongo.

Se conoce que el inoculo inicial de Hemileia vastatrix es la raza I1, que esta ampliamente
distribuida en todos los paises productores de café a partir del cual se generaron otras
razas genéticamente diferentes (Zambolim et al., 2005). La presién de seleccion
provocada por el ambiente sobre el patdégeno acelera la evolucion y la formacién de
nuevas razas variantes (Varzea et al., 2005), estos procesos se acentan mas en los lugares
de uso continuo de fungicidas y en plantaciones a gran escala de genotipos de baja

divergencia genética (Silva, 2000).
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2.3. DIVERSIDAD GENETICA

De acuerdo a Pifiero et al. (2008b) «diversidad genética en sentido amplio es el
componente mas bésico de la biodiversidad y se define como las variaciones heredables
que ocurren en cada organismo, entre los individuos de una poblacién y entre las

poblaciones de una especie».

La diversidad genética de manera especifica se refiere a la variacion en los genes dentro
de una especie, dicho de otro modo, a los cambios en las secuencias de bases nitrogenadas
del ADN de los individuos que puedan generar poblaciones diferenciadas de la misma
especie 0 variaciones genéticas dentro de una poblacion, esto hace posible que las
poblaciones de todas las especies puedan adaptarse a los cambios del medio ambiente (de
Vicente et al., 2004).

El estudio de la diversidad genética de las especies produce conocimientos Utiles para
evaluar enfermedades, plagas, especies invasoras, variedades mejoradas y modificadas
genéticamente sobre las poblaciones, especies nativas y recursos genéticos (Pifiero et al.,
2008b), los que tienen importancia para el crecimiento y el desarrollo econémico de los

paises.

En México, Pifiero et al. (2008b) realizaron un estudio de la diversidad genética de una
amplia variedad de especies de bacterias, protistas, hongos, plantas y animales, en cada
caso se reportaron medidas de diversidad genética que incluyen namero de haplotipos,
numero total de sitios polimorficos, nimero promedio de polimorfismos, diversidad

haplotipica y diversidad nucleotidica.

En Espafia, Dominguez (2015) hizo un estudio de la diversidad genética de poblaciones
del roedor Microtus arvalis, en el cual analiz6 el ADN mitocondrial para estimar las
medidas de diversidad genética antes mencionadas, pero afiadiendo el indice de Tajima
(D), el Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA), el indice de fijacion Fst y una red de

haplotipos para 34 localidades.
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En Brasil, Cabral et al. (2015) utilizaron una red de haplotipos en el analisis de diversidad
geneética, detectandose hasta 68 haplotipos en poblaciones de Hemileia vastatrix
procedentes de cinco Estados productores de café, la comparacion entre haplotipos se
realiz6 con la distancia genética de Nei (Nei, 1973). Adicionalmente, Nunes et al. (2009),
estudiaron la diversidad genética en poblaciones de H. vastatrix procedentes de dos
regiones del Estado de Minas Gerais, encontrando hasta 92 haplotipos y evidenciando
que la principal variacion se encontraba dentro de cada poblacion (aproximadamente un
80 por ciento segun el AMOVA).

2.4. REGION ITS DEL ADN RIBOSOMAL

Los ITS o espaciadores transcribibles internos del ADN ribosomal, son zonas no
codificantes ubicados entre los genes ribosomales 18S, 5.8S y 28S del ADN nuclear
(White et al., 1990). Estas permiten diferenciar a nivel de géneros o especies a hongos y
plantas (White et al., 1990), esto se debe a que se han disefiado ciertos cebadores que
permiten la amplificacion de la region ITS (Figura 6) mediante el uso de PCR (Mullis et
al., 1986; Mullis, 1990).

\

J
Y

Region ITS

Figura 6: Region ITS del ADN ribosomal de H. vastatrix.
Comprende parte del gen 18S, los espaciadores transcribibles
internos ITS1 e ITS2, el gen 5.8S y parte del gen 28S.
FUENTE: Modificado de Korabecna (2007)

Los primeros iniciadores fueron disefiados por White et al. (1990) para la amplificacion
mediante PCR de las regiones ITS de hongos. Aunque el disefio se realiz6 a partir de un
nimero limitado de secuencias, su capacidad como herramienta de deteccidén e
identificacién ha quedado ampliamente demostrada, asi como su utilidad en el anélisis de

la diversidad genética.
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Estudios comparativos de las secuencias nucleotidicas de genes del ARN ribosomal
(ARNr) proveen un medio para el andlisis de la relacion filogenética sobre un amplio
rango de niveles taxondmicos (Woese & Olsen 1986; Medlin et al., 1988). El grupo de
genes del ARNr esta presente en multiples copias, dispuestas en tdndem en los genomas
de los hongos, lo que facilita la amplificacion del ADN de pequefias cantidades de
muestra (Gardes et al., 1991).

Los iniciadores de las regiones internas transcribibles del ADN ribosomal (ITS) se usan
en zonas conservadas de 18s, 5.8sy 28s de los genes del ARN ribosomal para amplificar
las regiones no codificantes entre ellos (Figura 6), estas secuencias se han utilizado para
el analisis interespecifico de muchas especies de hongos (Gardes et al., 1991; Hibbett y
Vilgalys, 1991; Lee y Taylor, 1992). La region ITS tiene la ventaja de ser muy variable o
polimdrfica tanto en secuencia como en longitud (Korabecna, 2007; Slabbert et al., 2010).

Se han disefiado cebadores ITS1-F e ITS4-B para el estudio ecoldgico de hongos
deuteromicetos formadores de ectomicorrizas (Gardes y Bruns, 1993), obteniéndose
buenos resultados en la amplificacién, clonacion y secuenciacion del ADN ribosomal
(Rodriguez-Tovar et al., 2004). Posteriormente, el uso de los cebadores universales ITS1
e ITS4 (White et al., 1990) sirvieron para evidenciar la alta tasa de mutacion de Hemileia
vastatrix, obteniendose secuencias amplificadas por PCR con una longitud entre 909 a
977 pares de bases (Cristancho et al., 2007).

2.5. MEDIDAS DE DIVERSIDAD GENETICA

2.5.1. Numero de haplotipos (h): Es el nimero de secuencias de ADN diferentes en la
muestra (Nei, 1987). El haplotipo es al material genético haploide cuyas variaciones o
polimorfismos son heredados por una sola linea parental.

2.5.2. Numero de sitios polimdrficos (S): Es el nimero de sitios con al menos un

nucleotido diferente en el mismo sitio de las secuencias de ADN alineadas. Los sitios

polimorficos pueden dividirse en:
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a. Sitios informativos: Son los sitios en los cuales hay de dos a mas nucledtidos

diferentes al comparar las secuencias de ADN en el alineamiento.

b. Sitios no informativos (singletons): Son los sitios que contienen solamente en
una muestra un nucleétido diferente al comparar las secuencias de ADN en el

alineamiento.

2.5.4. Diversidad haplotipica (Hd): Probabilidad que dos haplotipos tomados al azar
presenten secuencias de ADN diferentes (Nei, 1987).

2.5.5. Diversidad nucleotidica (x): Probabilidad de escoger dos secuencias de ADN al

azar y que difieran en una posicion determinada (Nei y Li, 1979).

2.5.6. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA): Es un método que sirve para
estudiar la variacién molecular dentro de una especie, se basa en un modelo jerarquico o
anidado que permite obtener estimados de componentes de varianza y estadisticos F para
un mejor estudio de subpoblaciones cuando las diferencias moleculares entre haplotipos

son introducidas en el analisis (Excoffier et al., 1992).

Los diferentes niveles jerarquicos de la diversidad genética estudiados por AMOVA,
pueden abarcar (de Vicente et al., 2004):

Continentes, que pueden contener niveles jerarquicos menores
Regiones geograficas dentro de un continente
Zonas dentro de una regién, en un continente

Poblaciones dentro de una zona de una region, en un continente

o &~ DN

Individuos dentro de una poblacion en una zona de una region, en un continente.

2.5.7. Estadisticos F (Wright): Fueron establecidos por Wright (1951), basandose en
el coeficiente de endogamia para el analisis de la estructura genética poblacional. Este
método se sustenta en el hecho que las poblaciones subdivididas generalmente muestran
una reduccion en la heterocigosis observada respecto al valor estimado (Garcia y Cafon,

2008). Los estadisticos F también posibilitan medir la distancia genética entre
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subpoblaciones, asi como estimar el grado de diferenciacion genética entre ellas y dentro
de la poblacion (de Vicente et al., 2004).

Los indices estadisticos involucran a (Garcia y Cafion, 2008):

e Fis: mide el nivel de endogamia dentro de las subpoblaciones.
e Fst: mide el grado de diferenciacion genética entre subpoblaciones.
e Fi7: representa la reduccion media en heterocigosis en un individuo relativa a la

poblacion total.

En el presente estudio se empleara el indice de fijacion Fst, que es el més utilizado para

el analisis de secuencias de ADN.

2.6. INDICE DE TAJIMA (D)

Es una prueba estadistica cuyo proposito es diferenciar entre una secuencia de ADN que
evoluciona al azar (neutralidad) y otra evolucionando bajo un proceso no aleatorio,
incluyendo seleccion direccional o seleccién balanceada, expansién o contraccién

demogréfica, deriva genética o introgresion (Tajima, 1989).

2.7. REDES HAPLOTIPICAS

Las redes haplotipicas son graficas que permiten distinguir patrones demograficos, flujo
genético, cuello de botella genético o un probable efecto fundador en las poblaciones.

También se utiliza para observar las relaciones ancestralidad-descendencia entre los

haplotipos, teniendo en cuenta la distribucion geogréafica y sus frecuencias.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES
3.1.1. Zona de estudio
En la provincia de la Convencién de la Region Cusco, se muestrearon cinco fincas

ubicadas en las zonas productoras de Santa Teresa, Centro Bayona, Maranura, Sector

Beatriz y el local de la cooperativa agraria COCLA en Quillabamba (Figura 7).
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Figura 7: Ubicacion de las zonas en la provincia de La Convencion — Cusco, en
las cuales se realizé el muestreo de las hojas infectadas con Hemileia vastatrix.
FUENTE: Google Earth, (2016).



3.1.2. Poblacion y muestra

Las muestras de uredosporas de H. vastatrix utilizadas en el presente estudio, vienen de

colectas realizadas durante el mes de agosto (Tabla 1).

Tabla 1: Datos de pasaporte de Hemileia vastatrix procedentes de
Quilllabamba (2014).

Zonas de Cddigo  Altitud Latitud  Longitud

muestreo (msnm) (GD) (GD)
COCLA HVQO01 1033  -12.86021  -72.7005
Maranura HVQO02 1152  -12.95125 -72.66411
Sector Beatriz HVQO03 1776 -12.94241  -72.64352
Santa Teresa HVQO04 1865 -13.18405 -72.6043
Centro Bayona HVQO05 2076  -13.21229 -72.61512

3.1.3. Iniciadores

Para el analisis de la diversidad genética de Hemileia vastatrix se utilizo el par de
iniciadores de White et al. (1990), que flanquean las regiones ITS1, el gen 5.8S e ITS2
(Tabla 2).

Tabla 2: Par de iniciadores universales de las regiones ITS del ADN ribosomal.

N° Nombre del Nombre del Secuencia
investigador Primer
1 White et al., ITS1-L TCCGTAGGTGAACCTGCGG
1990
2 White et al., ITS4-R TCCTCCGCTTATTGATATGC
1990
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Analisis genético

a. Recoleccion de muestras

Se realizd segun la metodologia empleada por Silva et al. (2000). Se tomaron al
azar 25 a 30 hojas con pustulas de roya de diferentes cafetos por finca, las
muestras fueron almacenadas en bolsas de papel, cada una de las cuales forman
un bulk de esporas. Las bolsas fueron transportadas al laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (UNALM), donde se realizo el aislamiento y el andlisis

molecular.

b. Aislamiento

Las uredosporas fueron aisladas desde las pustulas de las hojas con ayuda de
pinceles a tubos de 1.5 mL, luego fueron almacenadas a una temperatura de -
20°C.

c. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realiz6 utilizando el protocolo descrito por Goodwin
y Lee (1993) y Cristancho et al. (2007), con algunas modificaciones. Se afiadid
150 pL de buffer de lisis (50 mM de tris HCI pH 7.5; 50 mM de EDTA pH 8.0;
3 por ciento de SDS; uno por ciento de Mercaptoetanol) a tubos de 1.5 mL
conteniendo las uredosporas, luego se maceré la solucién con un micromortero.
Una vez fraccionadas las uredosporas, se introdujo el tubo con la tapa abierta a
un horno microondas, a su nivel maximo de poder, durante intervalos de 18 a 20
s, de 13 a 15 sy por ultimo de 8 a 10 s, cuidando que no presentara ebullicion.
A continuacion, se adicionaron 450 pL de buffer de lisis, se mezclé e incubd en
bafio maria a 80 °C durante 10 min. Seguidamente se dejaron enfriar los tubos a
una temperatura de 50 °C, para luego agregar 10 pL de proteinasa K (0.5 mg.mL"

1), se agitd en un mezclador de vortice y se incub6 a 50 °C durante 30 min.
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Posteriormente se afiadi6 700 pL de solucion Fenol : Cloroformo : alcohol
Isoamilico (25 : 24 : 1), se mezcl6 suavemente hasta obtener una emulsion y se
centrifugd a 10.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirio a otro tubo
y se adiciono el mismo volumen de Cloroformo : alcohol Isoamilico (24 : 1). Se
mezcld suavemente y se centrifugd a 10.000 rpm por 10 min.; este procedimiento
se repitié dos veces. El sobrenadante se transfirio a otro tubo y se adicionaron
dos volimenes de isopropanol frio para precipitar durante 24 horas. El pellet
resultante se obtuvo centrifugando los tubos a 10.000 rpm durante 5 min, se
descarto el sobrenadante, y el pellet se lavé con 480 pL de etanol al 70 por ciento
y 120 pL de NaCl 5M. EIl precipitado se secd a temperatura ambiente y se
resuspendid en 40, 50 6 60 pL de buffer T1oE1 (Tris-HCI 0.01M pH 8.0; EDTA
0.001 M). Se agreg6 1pL de RNAasa Ay se incubd a 30 °C por 30 minutos,

finalmente para desactivar la enzima se incub6 a 65 °C por 10 minutos.

. Calidad y cuantificacion del ADN

La calidad del ADN se determin6 mediante electroforesis en geles de agarosa al
uno por ciento. Como tampén de corrida se utiliz6 TBE 1X (Trizma base 0.89
M, Acido bérico 0.89 mM, EDTA 0.5 M, pH 8.0). En cada pozo del gel se colocd
una mezcla que contiene 1 pL de ADN con 8.9 pL de tampdn de carga 1X (0.15
por ciento de azul de bromofenol, 0.15 por ciento de xilencianol, 0.2 por ciento
de naranja G, TBE 0.5X y sucrosa 60 por ciento) y 0.1 pL de solucion Gel red
Nucleic Acid Stain (1/9) (Biotium). Su visualizacion se realizd bajo luz

ultravioleta del transiluminador (UV SOLO TS imagen system).

Para medir la concentracion del ADN se utilizé el espectrofotometro Epoch
(Biotek). La ventaja de este equipo radica en el pequefio volumen de muestra
que se necesita (1-2 pL). Como muestra blanco se utilizaron 2 pL de la solucion
tampon T1oE1. Las concentraciones se determinaron a partir de la absorbancia a
260 nm (en ng/uL) y la calidad de ADN con la relacion de absorbancias 260/280.
Las muestras de ADN fueron diluidas hasta 20 ng/uL, solucion que se utilizo
para la PCR.
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e. PCR

Para amplificar las regiones ITS del ADN ribosomal, se utilizaron los iniciadores
ITS1 e ITS4 de White et al. (1990) (Tabla 2). Se prepar6 la mezcla de reaccion
en un volumen final de 10 ul, conteniendo 2 mM de MgCly, 0.2 mM de dNTPs,
0.4 uM de cada iniciador, 1X de Buffer de PCR (GenBiotech), 1.25 Unidades de
Tag ADN polimerasa (GenBiotech) y 40 ng de ADN. Cada muestra se amplificd

con 6 repeticiones para obtener un volumen final de 60 pL.
El perfil térmico utilizado fue el siguiente:
Etapa 1: 1 ciclo de 95 °C por 5 minutos (min.)
Etapa 2: 30 ciclos de 1.5 min. a 94 °C, 1 min. a 60 °C, y 2 min. a 72 °C.
Etapa 3: 1 ciclo de 72 °C por 5 min.
Los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al uno por ciento en
las mismas condiciones empleadas para la determinacion de la calidad y cantidad
de ADN. Su visualizacién se realiz6 por medio de luz ultravioleta con GelRed
(Biotium) y un marcador 100 pb de peso molecular para tener certeza que haya
amplificado la banda apropiada.

f. Clonacion

e Aislamiento

Se cortaron y purificaron las bandas de ADN del gel de agarosa utilizando el
“QIAquick gel extraction kit protocol” de QIAGEN (Anexo 1).
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e Ligamiento

La reaccion de ligamiento (kit de PROMEGA) se llevo a cabo en un volumen
final de 5 uL utilizando 1.5 uL del producto de PCR purificado; 0.5 uL de T4
ADN ligasa (3 unidades Weiss/uL); 2.5 uL de Tampodn de ligamiento 2X; y 0.5
uL del Vector pPGEM®-T easy, el cual se mezcl6 suavemente y se incubo a 14

°C por 14 horas.

La cantidad del inserto se calcul6 en funcion del tamafio y de la relacion molar
3:1 (inserto: plasmido). Asi pues, para calcular la cantidad de producto de PCR

se empled la siguiente formula:

(pb del producto de PCR)(50 ng de pGEM®-T) 3

T t PCR (Insert
3015 pb de pPGEM®-T X7~ ng de producto de PCR (Inserto)

e Transformacion

Se descongeld 100 uL de células competentes (PROMEGA), se agregd al vial
de las células 2 uL de la reaccién de ligamiento, luego se mezcl6 suavemente e
incubd la mezcla en hielo por 30 minutos, posteriormente se realizé un choque
térmico de 50 segundos a 42 °C, e inmediatamente después se las colocé en hielo
por 2 min. y se adicionaron 250 uL de medio SOC (PROMEGA). El vial
conteniendo las células competentes, la reaccion de ligacion y el medio SOC se
incubd a una temperatura de 37 °C a 225 rpm durante 1 hora. Una vez
transcurrido este tiempo se esparcieron las muestras en placas que contenian
medio solido LB (Anexo 2), X-Gal, IPTG y ampicilina los cuales se incubaron
toda la noche (14 horas aproximadamente) a 37 °C. La identificacion de las
ceélulas bacterianas transformantes se llevd a cabo mediante el método del

“White blue screening”.
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Se seleccionaron 10 colonias blancas por cada placa Petri, las cuales fueron
sembradas en 5 mL de caldo o medio liquido LB (Anexo 2) que contenian 50

ug/mL de ampicilina para luego ser incubadas a 37 °C por 24 horas.

. Purificacion de ADN plasmidico de E. coli

Se realiz6 la extraccion del plasmido de E. coli conteniendo el fragmento de
ADN (region ITS) de interés a partir de 5 mL de cultivo bacteriano empleando
el protocolo Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification System de
PROMEGA (Anexo 2).

. Confirmacion de la presencia del gen en las colonias seleccionadas
Se realiz6 mediante digestion del plasmido con enzima de restriccion EcoRl y

los fragmentos visualizados en gel de agarosa al 1.5 por ciento utilizando GelRed
(Biotium).

i. Secuenciacion

Las muestras conteniendo los plasmidos con el inserto de cada fragmento, fueron

enviadas para su secuenciacion a la empresa GenBioteck (Argentina).

3.2.2. Analisis de datos

Las secuencias fueron editadas con el programa CodonCode Aligner v. 2.0.6 y alineadas

con el programa MAFFT v. 7 (2016). A continuacion, se definen e interpretan las

estimaciones utilizadas en esta investigacion:

a. Estimacion de la diversidad nucleotidica

La diversidad nucleotidica mide la diversidad de nucleétidos entre varias
secuencias en una region dada del genoma, dentro de una poblacion (de Vicente

et al., 2004). La diversidad nucleotidica () se estima:
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T =

n

Donde:

n = el nimero de secuencias analizadas en los individuos de la poblacion.
Xi = la frecuencia estimada de la i-ésima secuencia en la poblacion.

Xj = la frecuencia calculada de la j-ésima secuencia en la poblacion.

;; = la proporcion de nucledtidos diferentes entre las secuencias iy j.

La diversidad nucleotidica varia de 0 a 1 (0 <n< 1). Si las secuencias de una
muestra presentan los mismos nucleotidos serd 0 y si las secuencias de una

muestra presentan todos los nucleétidos diferentes sera 1.
. Estimacion de la diversidad haplotipica
De acuerdo a Dominguez (2015), «la diversidad haplotipica mide la singularidad

de un haplotipo en una poblacion dada en relacion con el tamafio muestral». La

diversidad haplotipica (Hd) se estima:

h

Hd = —"—(1- z X?)
n—1 o~

Donde:

n = NUmero de secuencias

h = Numero de haplotipos diferentes

Xi = Frecuencia del haplotipo i
El valor de Hd varia entre 0 y 1. Si todos los haplotipos de una muestra son

iguales el valor de Hd serd 0 y si todos los haplotipos de la muestra fuesen

diferentes el valor sera 1.
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La diversidad nucleotidica y la haplotipica fueron determinadas mediante el

DNAsp v.5 (Rozas et al., 2010).

. Estimacion del Indice de Tajima (D)

El D de Tajima calcula la diferencia entre dos medidas de diversidad genética:
el nimero medio de diferencias nucleotidicas (x) entre pares de secuencias y el
namero de sitios polimorficos (S). Se espera que estas medidas sean iguales en
una poblacion de tamafio constante que evoluciona de forma neutral (Tajima,

1989). El indice de Tajima (D) se estima:

d
D=
V@D
S
d=k— =
aq
k= X Yi<jkij

n

1
%

i=1

Donde:

k = namero promedio de polimorfismos entre pares de secuencias
S = numero total de sitios polimdrficos en todas las secuencias

n = nimero total de secuencias de la muestra

d = diferencia entre dos estimaciones

i = la secuencia i-ésima

a1 = parametro estimado con el nimero de secuencias

V(d) = varianza de “d”
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Generalmente los valores significativos que puede tomar el indice de Tajima (D)
para aceptar la hipétesis de la evolucion neutral deben estar entre -2 y 2. Segun
Tajima (1989) los valores pueden variar por el tamafio de la muestra y el nivel

de significancia utilizado.

El valor del indice de Tajima (D) se calcul6 mediante el programa DNAsp v.5y

la interpretacion se realizo utilizando la Tabla 3.

Tabla 3: Interpretacion del Indice de Tajima.

Valor del indice Primera Segunda

de Tajima (D) Interpretacion Interpretacion

o ) La poblacién evoluciona en
La variacion de haplotipos o »
) un equilibrio de mutacion —
D=0 observada es igual a la ] .
deriva geneética. No hay

variacion esperada _ _ y
evidencia de seleccion

La poblacién se encuentra

Los haplotipos raros estdn  en expansion después de un
D<O
en alta frecuencia reciente cuello de botella

(efecto fundador)

_ ) Hay una seleccion
Los haplotipos raros estan o
D>0 _ ) balanceada y una subita
en baja frecuencia » »
contraccion de la poblacion

FUENTE: Elaboracidon propia en base a Tajima (1989)

d. Determinacion del AMOVA

El AMOVA estima la diferenciacion poblacional directamente de datos
obtenidos de marcadores moleculares, secuencias de ADN o arboles
filogenéticos (Excoffier et al., 1992). Los componentes de varianza por nivel
jerarquico entre grupos y dentro de cada grupo de una poblacion se estiman

utilizando la Tabla 4 (Campos, 2005).
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Tabla 4: Estimacion de varianzas para datos haploides

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Cuadrados
variacion libertad cuadrados medios medios esperados
(9l) (SC) (CM) (CME)
Entre grupos G-1 SC(EG) CM(EG) no? + of
Dentro de grupos N-G SC(DG) CM(DG) of
Total N-1 SC(T) CM(T) 2
Donde:

G = Numero de subpoblaciones o grupos

N = Ndmero total de secuencias

o2= Valor de la varianza debido al efecto entre grupos
o= Valor de la varianza debido al efecto dentro de grupos
a2= Valor de la varianza total

n = factor de correccion

En la tabla 4, los cuadrados medios (CM) se obtienen dividiendo la suma de
cuadrados (SC) entre el grado de libertad (gl) del nivel jerarquico respectivo, y
los componentes de varianza se estiman igualando los cuadrados medios (CM)
con los cuadrados medios esperados (CME) para cada nivel (Excoffier et al.,
1992).

e. Estimacion del Indice de Fijacion Fst

El indice de fijacién Fstmide el grado de diferenciacion genética existente entre
subpoblaciones debido a la deriva génica (Garcia y Cafion, 2008). La
interpretacion equivale a medir la similitud entre grupos de individuos de una
misma poblacion con respecto a la poblacion total (Dominguez, 2015). Se estima
a partir de los componentes de varianza obtenidos del AMOVA, de la siguiente

manera:
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El rango de Fstvaria de 0 a 1. Cuando no existe diferenciacion serd 0 y si existe
diferenciacion completa serd 1. En la tabla 5, observamos los intervalos de
valores del indice de fijacion Fst para interpretar la medida de la diferenciacion

genética en la poblacion.

Tabla 5: Interpretacion de los valores Fst

Rango Diferenciacion genética
0<Fsr<0.05 pequeria
0.05<Fst<0.15 moderada
0.15<Fst<0.25 grande

0.25 <Fst muy grande

FUENTE: de Vicente et al. (2014)

f. Red de haplotipos
Con el fin de observar las variaciones entre los haplotipos se construyé la red de

haplotipos utilizando el algoritmo median joining implementado en el software
PopART v. 1.7 (Clement et al., 2002).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EXTRACCION DEL ADN DE Hemileia vastatrix

Mediante el protocolo de extraccion de ADN a partir de uredosporas de H. vastatrix, se
pudo obtener &cidos nucleicos con valores de concentracion entre 267.5 ng/uL a 723
ng/uL (Tabla 6), con calidad del ADN (260/280) entre 2.02 y 2.21 que sobrepasan
ligeramente los valores 6ptimos (entre 1.8 y 2.0) como lo sefialan Sambrook y Russell
(2001), a pesar de ello, no fue problema para la amplificacion especifica del fragmento
deseado. La visualizacion del gel de agarosa a travées del transiluminador UV que se
observa en la Figura 8, demuestra la existencia de ADN de alto peso molecular. Estos

resultados de pureza y calidad fueron suficientes para la amplificacion de la regién ITS

de las muestras de uredosporas de H. vastatrix.

Tabla 6. Valores de la cuantificacién y calidad del ADN de

H. vastatrix a partir de datos de absorbancia.

Cddigo  Concentracion Absorbancia

(ng/uL) A260 A280 260/280
HVQO01 689.2 13.784 6.232 2.21
HVQO02 689.2 3.645 1.802 2.02
HVQO03 267.5 5.349 2.563 2.09
HVQ04 560.1 11.202 5.205 2.15
HVQO05 723.8 14.475 6.558 2.21




Figura 8: Gel de agarosa al uno por ciento
mostrando el ADN extraido de H. vastatrix para
cada zona: 1=HVQO1, 2=HVQO02, 3=HVQ3,
4=HVQO04 y 5=HVQO05.

4.2. AMPLIFICACION Y AISLAMIENTO DEL ADN RIBOSOMAL

4.2.1. Amplificacion

Los productos amplificados por PCR fueron visualizados empleando la técnica de
electroforesis en gel de agarosa al uno por ciento (Figura 9). EI marcador de peso
molecular evidencia una longitud de aproximadamente 1100 pares de bases para la region

ITS del ADN ribosomal, la cual se puede apreciar como una banda gruesa en el gel.

Marcador ITS
- S e e - = 1000pb
- C—
—
«= 500pb
—
T I I I T -
< < < < <
SR -
B N SRR +100pb

Figura9: Gel de agarosa al uno por ciento
mostrando productos de amplificacion de
aproximadamente 1100 pb, utilizando iniciadores
ITS.
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4.2.2. Aislamiento

A partir del gel de agarosa (Figura 9) se realizo el aislamiento del fragmento que
corresponde a la region ITS mediante el KitQlIAquick® Gel Extraction (Anexo 1), luego
se realizo la verificacion de la presencia del producto de amplificacion de la region ITS

por medio de un gel de agarosa al uno por ciento (Figura 10).

DI o™ o g (U]

= o o o o o

S & &) g g g

o = = = = =

~ L == == S ==

— s o (RN
1000ph
=900pb
S S00pb
S 00pb
S 500pb
-500pb
S 200pb
SR—C00pb
S 00 b

Figura 10: Gel de agarosa al uno por
ciento mostrando los productos de
amplificacion de la regién ITS aislada.

4.3. CLONACION Y ALINEAMIENTO DEL ADN RIBOSOMAL

4.3.1. Clonacién

La clonacion fue realizada empleando el kit pGEM®-T Easy Vector Systems
(PROMEGA), que permitié obtener las colonias blancas transformadas conteniendo el
fragmento ITS de Hemileia vastatrix (Figura 11). Después de obtener los plasmidos
mediante el protocolo del KitWizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Anexo 3), se verifico la presencia del fragmento insertado digiriendo los plasmidos con

enzima de restriccion EcoRl1 y utilizando electroforesis en gel de agarosa al 1.5 por ciento.
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Mediante electroforesis se comprobo la insercién del fragmento ITS cuando en el gel se
observaba la presencia de dos bandas correspondientes al inserto y de una banda
correpondiente al plasmido (Figuras 12a y 12b). Las dos bandas que genero el inserto es
debido a que presenta una diana de restriccion para la enzima EcoRI. La colonia HVQ02.3
no presentd dichos fragmentos por lo que se asumio que no llego a transformar (Figura
11).

Figura 11: Placas con medio so6lido LB, mostrando colonias blancas
(recombinantes) y colonias azules (sin el inserto) de E. coli.

HVQ02.10
HVQ03.1

HVQ03.10
HVQ04.10

Banda del plasmido

g
&
o
-
-

|

Ausencia de Bandas del

plasmido e
inserto ITS

inserto ITS

Figura 12a: Gel de agarosa al 1.5 % donde se muestra la confirmacion del inserto
en el plasmido extraido mediante digestion con enzima EcoRI. En la imagen se
muestran los productos de amplificacion de 31 colonias transformadas.
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HVQ05.10
HVQ01.10

e SBLREEEEEESEES e
y

Banda del plasmido

Bandas del
inserto ITS

Figura 12b: Gel de agarosa al 1.5 % donde se muestra la confirmacion del inserto
en el plasmido extraido mediante digestion con enzima EcoRI. En la imagen se
muestran los productos de amplificacion de 18 colonias transformadas.

4.3.2. Alineamiento

El alineamiento multiple de las 49 secuencias obtenidas de la region ITS del ADN
ribosomal resulté en 915 sitios alineados, en los cuales se pueden observar 837 sitios
conservados, 66 sitios polimdérficos (S=66), 16 sitios gaps, 57 sitios singleton y nueve
sitios polimdrficos informativos (Anexo 4).

Las posiciones de los nueve sitios polimorficos informativos son:

149 423 462 492 564 642 697 704 919
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Las posiciones de los 57 sitios polimorficos no informativos (singleton) son:

92 103 137 157 158 161 163 195 196
229 244 245 272 296 29 314 326 333
341 352 354 368 409 414 415 434 442
465 502 508 520 558 572 604 614 637
673 675 676 702 755 797 804 829 835

849 889 918

Las 49 secuencias de la region ITS de Hemileia vastatrix fueron codificadas para
identificar la zona de procedencia de las colonias transformadas; la secuencia consenso y
las posiciones de los nucle6tidos se aprecian en la parte superior del alineamiento multiple

que se muestran en el Anexo 3.

4.4. ANALISIS DE DIVERSIDAD GENETICA DE Hemileia vastatrix

Las 49 secuencias obtenidas de H. vastatrix se agruparon en 38 haplotipos (h=38) (Anexo
5). En la determinacién de los haplotipos, realizado por medio del alineamiento, sélo se

han considerado los sitios polimdrficos (Figura 13).

33



Hap 1

Hap 10
Hap 11
Hap 12
Hap 13
Hap 14
Hap 15
Hap 16
Hap 17
Hap 18
Hap 19
Hap 2

Hap 20
Hap 21
Hap 22
Hap 23
Hap 24
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Hap 3

Hap 30
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Hap 33
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Hap 35
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Hap 38
Hap 4

Hap 5

Hap 6

Hap 7

Hap 8

Hap 9
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Figura 13: Sitios polimdrficos de los 38 haplotipos de Hemileia vastatrix, que
fueron obtenidos por el software DNASsp.

La diversidad haplotipica hallada fue alta (Hd = 0.977+ 0.012) debido al elevado nimero

de haplotipos obtenidos (h = 38); mientras que la diversidad nucleotidica fue baja (& =

0.00540 + 0.00038), lo que determina que las diferencias entre secuencias son de pocos
nucledtidos. El indice de Tajima (D) es de -2.35287 (Significancia estadistica: P < 0.01),

lo que significa que la poblacion estd en crecimiento a partir de pocos individuos y

probablemente se esté dando un efecto fundador.

Ademas, el valor negativo del Indice de Tajima (D) sefialaria que la mayor parte de los

polimorfismos se deben a cambios en una Unica base (singleton). El elevado nimero de

haplotipos de frecuencia unica (Anexo 4) puede deberse a efectos de mutaciones como lo

sefiala Cabral et al. (2015) en el caso de la roya de Brasil.
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La mutacion es la principal fuente de variabilidad para generar nuevas razas de Hemileia
vastatrix (Cenicafé, 2012). Se desconoce el mecanismo exacto de las mutaciones, pero es
posible que tengan su origen por errores acumulativos y espontaneos durante la
replicacion y/o reparacion del ADN, los que rapidamente son transmitidos a las proximas
generaciones al aumentar las poblaciones del patégeno. Esto justificaria el gran nimero
de haplotipos detectados en Quillabamba (h = 38), cuyas secuencias se diferencian en

pocos nucledtidos (Figura 13).

Otro mecanismo propuesto que podria generar variabilidad de H. vastatrix es el de la
criptosexualidad (Carvalho et al., 2011), la cual consiste en la ocurrencia de cariogamia
y meiosis dentro de la uredospora, es decir, esta espora asexual efectuaria los procesos
antes mencionados propios de las teliosporas para la formacion de basidiosporas o esporas
sexuales, esto probablemente explicaria el alto valor de diversidad haplotipica encontrado

en Quillabamba.

En la Tabla 7 podemos observar el cuadro de anélisis de la diversidad genética de

Hemileia vastatrix en las cinco zonas cafetaleras de Quillabamba.

Tabla 7: Valores del nUmero de haplotipos, diversidad nucleotidica y

haplotipica (p < 0.01) por zona.

Zona Cadigo Diversidad Numero de  Diversidad
nucleotidica  haplotipos  haplotipica
(m) (h) (Hd)
COCLA (fundo) HVQO1 0.0055 8 0.956
MARANURA HVQO02 0.00398 8 0.972
SECTOR BEATRIZ HVQO03 0.00439 8 0.933
SANTA TERESA HVQO04 0.00584 10 1
CENTROBAYONA HVQO05 0.0047 10 1

35



De las zonas antes mencionadas, los valores mas altos de diversidad nucleotidica y
diversidad haplotipica lo presentan Santa Teresa y Centro Bayona, la explicacion de estos
resultados estaria relacionada con el hecho que ambas zonas se encuentran a mayor altitud
(Tabla 1) y por tanto, es probable que H. vastatrix este adaptandose a las condiciones de

altura como se puede infererir del estudio realizado por Cenicafé (2012).

COCLA tiene elevada diversidad haplotipica (Hd=0.956) y nucleotidica (7=0.0055)
(Tabla 7) a pesar de encontrarse a una baja altitud (Tabla 1), este fenémeno es posible
porqgue el mencionado fundo es un centro de acopio de café en Quillabamba, razén por la
cual es propensa a recibir uredosporas de Hemileia vastatrix provenientes de varias zonas

productoras.

A partir del analisis de variancia molecular (AMOVA) que se muestra en la Tabla 8, se
concluye que el mayor porcentaje de la diferenciacion genética esta dentro de cada zona
(99.89656 por ciento) pero muy poca entre zonas (0.10344 por ciento). Esto significaria
que se estad generando variaciones de las secuencias dentro de cada zona por el aumento
de la poblacion de roya. El indice de fijacion obtenido (Fst = 0.00103) es pequefio, esto
confirmaria que la poblacion estudiada de Hemileia vastatrix en Quillabamba es casi
uniforme con muy poca diferenciacion genética como concluyeron Maia et al. (2013),
debido a la biologia de su reproduccion (Gouveia et al., 2005) y probablemente a la
pequefa area geografica comprendida en el presente estudio (Pifiero et al., 2008a).

Tabla 8: Cuadro de AMOVA (p=0.418) de las muestras de Hemileia

vastatrix de Quillabamba.

Fuente de Grados de Suma de Varianza Porcentaje
variacion libertad cuadrados (6% de variacion
(ah) (%0)
Entre zonas 4 58.595 0.015 0.10344
Dentro de zonas 44 636.467 14.465 99.89656
Total 48 695.061 14.480 100
Fst =0.00103
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En la red de haplotipos obtenida (Anexo 4), las lineas representan las posiciones de los
sitios informativos del alineamiento y las muescas sobre ellas la diferencia en el nimero
de nucledtidos. Los diferentes colores representan las zonas de donde se colectaron las
muestras de uredosporas, lo que permite observar que los haplotipos Hap_4, Hap 8 y
Hap_22 se encuentran presentes en cuatro, tres y dos zonas respectivamente (Tabla 9). El
resto de los haplotipos se consideran de frecuencia Unica a excepcion del Hap_2 que a

pesar de encontrarse en una sola zona se encuentra repetido (Anexo 6).

Tabla9: Haplotipos de Hemileia vastatrix detectados en cinco zonas productoras

de café en Quillabamba.

Zona Cadigo N° de Haplotipos
de lazona Haplotipos
COCLA HvQO1 8 Hap_1, Hap_2, Hap_3, Hap_4,
Hap_5, Hap_6, Hap_7,Hap_8
MARANURA HVQ02 8 Hap_4, Hap_8, Hap_9, Hap_10,
Hap_11, Hap_12, Hap_13, Hap_14
SECTOR HVQO03 8 Hap_4, Hp_8, Hap_15, Hap_16,
BEATRIZ Hap_17, Hap_18, Hap_19, Hap_20
SANTA HVQO04 10 Hap_21, Hap_22, Hap_23, Hap_24.
TERESA Hap_25, Hap_26, Hap_27, Hap_28,
Hap_29, Hap_30
CENTRO HVQO05 10 Hap_4, Hap_ 22, Hap_31, Hap_32,
BAYONA Hap_33, Hap_34, Hap_35, Hap_36,

Hap_37, Hap_38

Se podria considerar a los haplotipos 4 y 8 como los ancestrales a partir de los cuales se
genero el resto, por lo tanto, se podria proponer que estos en algun momento llegaron a
Quillabamba de otras zonas del Per( o el extranjero, se establecieron y en tiempos
actuales vienen diversificandose. Aparentemente la introduccion fue escasa, con el
transcurrir del tiempo el crecimiento poblacional se fue incrementando en la medida que
los cafetos cultivados que predominen dicha zona sean susceptibles (MINAGRI, 2003;
Marquez y Aguilar, 2013), las condiciones climaticas favorezcan al patégeno (Cenicafé,
2012) y el control quimico y/o bioldgico de la enfermedad se realicen con baja frecuencia
(MINAGRI, 2003; INDECORPI, 2011).
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De acuerdo a MINAGRI (2003), en Quillabamba se concentra hasta un 57 por ciento de
la variedad Typica, 20 por ciento de la variedad Caturra, 10 por ciento de variedad
Catimor, cinco por ciento de la variedad Bourbon, cinco por ciento de la variedad Pache,
y tres por ciento de otras variedades de Coffea arabica. De todas ellas, la variedad
Catimor presenta resistencia a la roya debido a que proviene del cruce de la variedad
Caturra con el Hibrido de Timor, éste ultimo ha sido muy utilizado en los programas de
mejoramiento genético para obtener variedades resistentes. Las demas variedades
mencionadas son susceptibles a Hemileia vastatrix. En un estudio para evaluar la
severidad de la roya amarilla (Marquez y Aguilar, 2013), se determiné que la variedad
Typica fue la més afectada y la que tenia una prevalencia de hasta el 96 por ciento de las

fincas cafetaleras muestreadas en la provincia de La Convencion.

Lo anterior es corroborado por el estudio en evolucion de razas de H. vastatrix
(Cristancho et al., 2007) en materiales diferenciales de café susceptibles a la enfermedad
como es el caso de la variedad Caturra de la especie Coffea arabica. De acuerdo con
Cenicafé (2012), la susceptibilidad a Hemilaeia vastatrix se debe a que este patdgeno al
evolucionar puede perder genes de avirulencia, y de esta manera, generar nuevas razas
para ampliar su ataque a diversos genotipos de cafetos que no producen otros genes de

resistencia.

Conforme a los datos obtenidos de SENAMHI (Anexo 7), las variaciones climaticas de
la estacion meteorologica de Quillabamba confirman las condiciones favorables de
temperatura y humedad para el incremento poblacional de Hemileia vastatrix (Nutman
et al., 1963). Como podemos apreciar (Anexo 8) el rango de temperatura se ha ido
estrechando debido a la disminucién de la temperatura maxima y al aumento de la
temperatura minima, esto explicaria el incremento de la temperatura; ademas, el registro
del porcentaje de la humedad relativa aumentd significativamente desde el afio 1964 hasta
la fecha (Anexo 9). Estos cambios graduales en las condiciones climéticas posiblemente
contribuyeron al incremento poblacional del patdégeno en los ultimos afios desde que llegd
al Per( en 1979.
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La informacion respecto a que los factores climaticos influyen en el crecimiento
poblacional de H. vastatrix esta sustentada en la epidemia de roya en Colombia (2008-
2011), donde los rangos optimos de humedad y temperatura, debido al cambio en las
condiciones climaticas, favorecieron el desarrollo del patdégeno especialmente en las
zonas superiores a los 1600 msnm (Cenicafé, 2012). En este estudio, las zonas de Sector
Beatriz, Centro Bayona y Santa Teresa estan ubicadas por encima de los 1600 msnm, es

posible que en ellos haya ocurrido una situacion similar a la acontecida en Colombia.

Por otro lado, las fincas cafetaleras de Quillabamba en su mayoria minimizan el uso de
productos quimicos (INDECOPI, 2011) y presentan baja tecnologia (Marquez y Aguilar,
2013), en consecuencia, no habria un control efectivo de la enfermedad y por tanto, se
favoreceria la infeccion de H. vastatrix y el incremento de sus poblaciones. Segun
MINAGRI (2003) los productores de Quillabamba utilizan mayormente el control
organico y bioldgico como medida de proteccion fitosanitaria; esto les permitiria obtener
café organico, producto de agroexportacion con alta demanda en el mercado

internacional.

En resumen, el analisis de las secuencias de las regiones ITS del ADN ribosomal tal como
lo hicieran Cristancho et al. (2007) ha demostrado una elevada diversidad haplotipica (Hd
=0.977 £ 0.012) de Hemileia vastatrix, por el gran nimero de haplotipos hallados (h=38),
los que probablemente se originaron a partir de haplotipos ancestrales que al encontrar
condiciones favorables en la zona de estudio sus poblaciones crecieron muy rapidamente,
concretandose un efecto fundador evidenciado por el indice negativo de Tajima (D = -
2.35287). Ademas, la diversidad nucleotidica baja (= = 0.00540 £+ 0.00038) y un valor
pequefio del indice de fijacion (Fst = 0.00103) prueban que la poblacion de H. vastatrix
en Quillabamba presenta baja diversidad genética, posiblemente por la baja frecuencia de
haplotipos ancestrales y el elevado nimero de haplotipos Unicos que no demuestran su
adaptacion, ello se evidencia por su elevada diferenciacion genética dentro de cada zona

estudiada, llegando a una variacion del 99.89656 por ciento segin el AMOVA.
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V. CONCLUSIONES

Mediante el analisis de la region ITS del ADN ribosomal, se ha determinado una
elevada diversidad haplotipica (Hd = 0.977 + 0.012) de Hemileia vastatrix en la
zona de Quillabamba encontrandose 38 haplotipos, sin embargo, la diversidad
nucleotidica (= = 0.00540 + 0.00038) fue baja por el escaso numero de sitios

polimorficos informativos encontrados.

Los protocolos de extraccion de ADN, clonacion y purificacion de la region ITS
para H. vastatrix son reproducibles y fueron Optimos como para permitir su

secuenciacion.

Se ha determinado a partir del indice de Tajima obtenido (D = -2.35287) que H.
vastatrix de la zona de Quillabamba, esta atravesando un crecimiento poblacional
en el que se muestra un probable efecto fundador con una alta frecuencia de

haplotipos unicos.

De acuerdo al AMOVA la diversidad genética de la poblacion de roya en
Quillabamba estaria explicada principalmente por la diferenciacién genética dentro
de las fincas (99.89656 por ciento).



VI. RECOMENDACIONES

A partir de la informacion del presente estudio se recomienda:

. Realizar evaluaciones constantes de la diversidad genética de H. vastatrix para
conocer la evolucion del patdgeno y las autoridades sanitarias puedan realizar las

recomendaciones necesarias para el control efectivo de la enfermedad.

. Debido al gran nimero de haplotipos de H. vastatrix hallados en el presente estudio

se recomienda realizar los bulks a partir de una sola planta.

. Hacer los estudios de diversidad genética de H. vastatrix en otras zonas del pais

para comparar con la hallada en el presente estudio.
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VI, ANEXOS

Anexo 1: Protocolo de extraccion y purificacion de ADN

Quick-Start Protocol July G2015 QIAquick® Gel Extraction Kit The QIAquick Gel
Extraction Kit (cat. nos. 28704 and 28706) can be stored at room temperature (15-25°C)
for up to 12 month.

Notes before starting:

This protocol is for the purification of up to 10 ug DNA (70 bp to 10 kb).

The yellow color of Buffer QG indicates a pH < 7.5. DNA adsorption to the membrane
is only efficient at pH < 7.5.

Add ethanol (96-100 %) to Buffer PE before use (see bottle label for volume).
Isopropanol (100 %) and a heating block or water bath at 50 °C are required.

All centrifugation steps are carried out at 17,900 x g (13,000 rpm) in a conventional table-

top microcentrifuge.

1.  Excise the DNA fragment from the agarose gel with a clean, sharp scalpel.

2. Weigh the gel slice in a colorless tube. Add 3 volumes Buffer QG to 1 volume gel
(100 mg gel ~ 100 pL). The maximum amount of gel per spin column is 400 mg.
For > 2% agarose gels, add 6 volumes Buffer QG.

3. Incubate at 50°C for 10 min (or until the gel slice has completely dissolved). Vortex
the tube every 2-3 min to help dissolve gel. After the gel slice has dissolved
completely, check that the color of the mixture is yellow (similar to Buffer QG
without dissolved agarose). If the color of the mixture is orange or violet, add 10
pL 3 M sodium acetate, pH 5.0, and mix. The mixture turns yellow.

4.  Add 1 gel volume isopropanol to the sample and mix.



10.

Place a QIAquick spin column in a provided 2 mL collection tube or into a vacuum
manifold. To bind DNA, apply the sample to the QIAquick column and centrifuge
for 1 min or apply vacuum to the manifold until all the samples have passed through
the column. Discard flow-through and place the QIAquick column back into the
same tube. For sample volumes of >800 pL, load and spin/apply vacuum again.

If DNA will subsequently be used for sequencing, in vitro transcription, or
microinjection, add 500 uL Buffer QG to the QIAquick column and centrifuge for
1 min or apply vacuum. Discard flow-through and place the QIAquick column back
into the same tube.

To wash, add 750 uL Buffer PE to QIAquick column and centrifuge for 1 min or
apply vacuum. Discard flow-through and place the QIAquick column back into the
same tube. Note: If the DNA will be used for salt-sensitive applications (e.g.,
sequencing, bluntended ligation), let the column stand 2-5 min after addition of
Buffer PE. Centrifuge the QIAquick column in the provided 2 mL collection tube
for 1 min to remove residual wash buffer.

Place QIAquick column into a clean 1.5 mL microcentrifuge tube.

To elute DNA, add 50 pL Buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) or water to the center
of the QIAquick membrane and centrifuge the column for 1 min. For increased
DNA concentration, add 30 uL Buffer EB to the center of the QIAquick membrane,
let the column stand for 1 min, and then centrifuge for 1 min. After the addition of
Buffer EB to the QIAquick membrane, increasing the incubation time to up to 4
min can increase the yield of purified DNA.

If purified DNA is to be analyzed on a gel, add 1 volume of Loading Dye to 5
volumes of purified DNA. Mix the solution by pipetting up and down before
loading the gel.
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Anexo 2: Medios de cultivo LB para E. coli

Composicion para la preparacion de un litro de medio de cultivo LB

Componentes Medio liquido LB Medio solido LB
(9) (9)

Triptona 10 10

Extracto de levadura 5 5

NaCl 10 10

Agar - 15

Agua destilada Hasta 1 litro Hasta 1 litro
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Anexo 3: Protocolo de aislamiento y purificacién del plasmido

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

Www.promeda.com

Centrifugation Protocol

Production of Cleared Lysate

A w0DpE

o

10.

11.

12.
13.

14.

15.

Pellet 1-10mL of overnight culture for 5 minutes.

Thoroughly resuspend pellet with 250 uL of Cell Resuspension Solution.

Add 250 pL of Cell Lysis Solution to each sample; invert 4 times to mix.

Add 10 pL of Alkaline Protease Solution; invert 4 times to mix. Incubate 5 minutes
at room temperature.

Add 350 pL of Neutralization Solution; invert 4 times to mix.

Centrifuge at top speed for 10 minutes at room temperature. Binding of Plasmid
DNA

Insert Spin Column into Collection Tube.

Decant cleared lysate into Spin Column.

Centrifuge at top speed for 1 minute at room temperature. Discard flow through,
and reinsert Column into Collection Tube. Washing

Add 750 pL of Wash Solution (ethanol added). Centrifuge at top speed for 1 minute.
Discard flow through and reinsert column into Collection Tube.

Repeat Step 10 with 250 pL of Wash Solution.

Centrifuge at top speed for 2 minutes at room temperature. Elution

Transfer Spin Column to a sterile 1.5 mL microcentrifuge tube, being careful not to
transfer any of the Column Wash Solution with the Spin Column. If the Spin
Column has Column Wash Solution associated with it, centrifuge again for 1 minute
at top speed, then transfer the Spin Column to a new, sterile 1.5 mL microcentrifuge
tube.

Add 100pL of Nuclease-Free Water to the Spin Column. Centrifuge at top speed
for 1 minute at room temperature.

Discard column, and store DNA at -20 °C or below.
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iciones 460-552
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Alineamiento posiciones 645-737
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Anexo 5: Red de haplotipos de Hemileia vastatrix.

Los circulos corresponden a los haplotipos detectados y los colores a las zonas

productoras de cafée de Quillabamba. El tamafio de cada circulo es proporcional a la

frecuencia de cada haplotipo y los segmentos transversales sobre las lineas sefialan el

nimero de nucleétidos de diferencia entre parejas. Los nodos (circulos negros)

representan a los haplotipos no muestreados.
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Anexo 6: Agrupacion de secuencias en haplotipos

Haplotipos | Frecuencia Secuencias ITS
Hap 1 1 HVQ 1.1
Hap 2 2 HVQ 1.2 HVQ 1.5
Hap 3 1 HVQ 1.3
Hap 4 6 HVQ 1.4 HVQ 2.10 HVQ 3.3 HVQ 35

— HVQ 3.10 HVQ 5.9
Hap 5 1 HVQ 1.6
Hap 6 1 HVQ 1.7
Hap 7 1 HVQ 1.8

HVQ 1.9 HVQ 1.10 HVQ 2.2 HVQ 2.7
Hap_8 S HVQ 3.1
Hap 9 1 HVQ 2.1
Hap 10 1 HVQ 2.4
Hap 11 1 HVQ 2.5
Hap 12 1 HVQ 2.6
Hap_ 13 1 HVQ 2.8
Hap 14 1 HVQ 2.9
Hap 15 1 HVQ 3.2
Hap 16 1 HVQ 3.4
Hap 17 1 HVQ 3.6
Hap 18 1 HVQ 3.7
Hap 19 1 HVQ 3.8
Hap 20 1 HVQ 3.9
Hap 21 1 HVQ 4.1
Hap 22 2 HVQ 4.6 HVQ 5.6
Hap 23 1 HVQ 4.10
Hap 24 1 HVQ 4.2
Hap 25 1 HVQ 4.4
Hap 26 1 HVQ 4.5
Hap 27 1 HVQ 4.9
Hap 28 1 HVQ 4.7
Hap 29 1 HVQ 4.3
Hap 30 1 HVQ 4.8
Hap 31 1 HVQ 5.1
Hap 32 1 HVQ 5.2
Hap 33 1 HVQ 5.3
Hap 34 1 HVQ 5.4
Hap 35 1 HVQ 5.5
Hap 36 1 HVQ 5.7
Hap 37 1 HVQ 5.8
Hap 38 1 HVQ 5.10
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Anexo 7: Datos meteoroldgicos del SENAMHI

Estacion: QUILLABAMBA (000606-M)

Departamento: CUSCO / Provincia: LA CONVENCION / Distrito: SANTA ANA
Latitud: -12.85611111 / Longitud: -72.69194444 / Altitud: 990 msnm

Humedad | Temperatura | Temperatura
Afio relativa maxima minima
(%) (%) (C°)

1964 | 66.386705 30.452304 16.8231183
1965 71.442144 30.4574 16.413686
1966 | 73.539229 31.479028 15.8148144
1967 | 71.718929 31.581837 16.5963307
1968 | 72.186369 30.760619 15.686514
1969 | 72.062468 32.156622 16.7322786
1970 74.16491 31.530602 15.3526298
1971 | 72.137286 31.271646 17.3700582
1972 | 71.824705 30.956002 18.3014349
1973 | 74.706696 30.559254 18.3586802
1974 | 72.393228 30.377162 17.6160023
1975 | 72.428181 30.188214 17.9546838
1976 | 72.214631 30.411348 17.6037554
1977 | 73.034863 30.926418 16.7782079
1978 | 74.462752 30.165809 17.2780383
1979 | 75.410662 29.487284 17.1998835
1980 | 75.825561 29.826178 17.1996283
1981 | 83.816563 28.005312 17.3448018
1986 | 78.041011 30.678625 -

1987 | 78.050614 31.17372 19.0787977
1988 | 85.568464 29.002622 17.5429924
1989 | 77.368089 30.987957 18.1608602
1990 | 80.587679 31.091772 18.4249728
1991 | 81.401888 30.246919 19.3774209
1992 | 80.698405 30.538771 19.44118
1996 | 75.058478 30.719012 18.4965188
1997 | 82.622011 30.729971 18.880585
1998 | 79.445526 31.244542 19.0986226
1999 | 75.860009 29.955361 18.5150371
2000 | 78.656625 29.838368 18.8661964
2001 | 78.270783 29.603742 18.6918126
2002 77.33587 29.722389 18.6529954
2003 | 77.772776 29.817501 18.8673353
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Continuacion...

Humedad | Temperatura | Temperatura
Afo relativa maxima minima
(%) (€9 (C°)

2004 | 78.567943 29.647041 18.5051409
2005 | 80.610974 30.873847 19.3588198
2006 | 83.874234 30.657097 19.0408717
2007 | 82.599483 30.181 18.6343877
2008 | 80.782478 30.843671 18.9487925
2009 | 81.230426 31.680038 19.6657687
2010 | 79.594303 31.746567 19.4094809
2011 | 81.967514 30.635475 19.0013671
2012 | 80.095036 31.015022 18.9882075
2013 | 82.581328 30.508612 19.1801792
2014 | 82.126197 29.809677 20.2516129
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Anexo 8: Rango de temperatura anual en Quillabamba (1964-2014)

Rango de temperatura anual en Quillabamba
(1964-2014)
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FUENTE: Elaboracion propia en base a datos del SENAMHI
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Anexo 9: Porcentaje de humedad relativa anual en Quillabamba (1964-2014)

Humedad relativa en Quillabamba

(1964-2014)
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FUENTE: Elaboracion propia en base a datos del SENAMHI
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