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RESUMEN

Las técnicas moleculares vienen siendo muy utilizadas en programas de mejoramiento
genético del café para la identificacion de fuentes de resistencia a la roya amarilla, sin
embargo, debe ser considerado el estudio de la estructura y evolucién de las poblaciones del
hongo, con la finalidad de determinar el tipo de estrategia de mejoramiento genético que
debe utilizarse para la generacién de nuevas variedades de cafetos resistentes a esta
enfermedad. Por lo tanto, en un grupo de genotipos resistentes y susceptibles se han evaluado
mediante PCR los marcadores moleculares CARF 005, M 19, M20, Sat244, BA-124-12K-f,
Sat225 y Sat229; los cuales han sido reportados por estar relacionados a algun factor de
resistencia a la roya amarilla. Ademas, se realizo estudios moleculares para determinar la
diversidad genética de Hemileia vastatrix de las zonas cafetaleras de Quillabamba (Cusco)
y Villa Rica (Pasco), mediante secuenciacion de las Regiones espaciadoras internas
transcritas (ITS) del ADN ribosomal. Para el analisis poblacional de H. vastatrix se
calcularon los indices de diversidad genética y se construyd una red de haplotipos. De los
marcadores moleculares analizados en el café, solamente Sat225 amplificO patrones
diferentes entre las variedades resistentes y susceptibles. Mediante el analisis poblacional de
laroya, se determin6 que ambas regiones productoras presentaron valores altos de diversidad
genética, sin embargo, la zona de cafetalera de Quillabamba albergd la mayor diversidad de
H. vastatrix (Hd = 0.977 +/- 0.012). La red de haplotipos permitio evidenciar las principales
diferencias entre las royas, revelando una poblacién grande indiferenciada con presencia de
haplotipos ancestros a partir de la cual se fueron generando nuevas variantes del hongo.
Asimismo, se determind que las royas peruanas evaluadas en el presente estudio son muy
similares en su secuencia de DNA a las royas colombianas. Debido a la presencia de una
baja fuente de resistencia y la alta variabilidad del patdégeno se debe considerar la

incorporacion de resistencia multigénica.

Palabras claves: Café, roya amarilla, Pert, Colombia, resistencia, marcadores moleculares



ABSTRACT

Molecular markers are very useful in breeding programs for resistance sources identification
in coffee cultivars to yellow rust improvement, however, the structure and evolution of the
the fungus’s populations must be considered to determine the type of breeding strategy that
will be used in the generation of new resistant coffee trees varieties to this disease. Therefore,
in a group of resistant and susceptible coffee plants has been evaluated by PCR the molecular
markers CARF 005, Sat244, BA-124-12K-f, Sat225 and Sat229, which has been reported to
be related to some resistance factor to yellow rust. In addition, molecular studies have been
performed to determine the genetic diversity of Hemileia vastatrix in coffee growing areas
of Quillabamba and Villa Rica by sequencing the internal transcribable regions (ITS) of the
ribosomal DNA. Analysis of Hemileia vastatrix populations have been made, using genetic
diversity indices and to determine the similarities between the populations, haplotype
network has been built. From molecular markers analized, only Sat225 amplified different
patterns between resistant and susceptible varieties of coffee plants from Quillabamba
(Cusco) and Villa Rica (Pasco). Yellow rust population analysis, it has been determined that
the two producing regions showed high levels of genetic diversity, however, the area of
Quillabamba hosted the greatest diversity of H. vastatrix (Hd = 0.977 +/- 0.012). Haplotype
network Survey revealed major differences between rust, evidencing a large undifferentiated
population (Pi = 0.00409 +/- 0.00024 in) with the presence of haplotypes ancestors from
which they were generating new variants of the fungus. Also, it is determined that the
Peruvian yellow rusts evaluated in this study are very similar to DNA sequences of
Colombian rust (Pi = 0.00351 +/- 0.00022), due to the presence of a low resistance source
and the high variability of the pathogen, it should consider implementing a breeding program

whit incorporating multigene resistance.

Keywords: Coffee, yellow rust, Peru, Colombia, resistance, molecular markers



I. INTRODUCCION

El café (coffea spp.) es uno de los principales productos de agroexportacion del Perd,
ascendiendo su area de cultivo a 361 671 hectareas en los que se producen 222 047 toneladas
métricas. Siendo sus principales regiones productoras, Cajamarca, Amazonas, Junin, Cusco
y San Martin (MINAGRI, 2015).

El cafe peruano proviene en un 95 % de cultivares de Coffea arabica (JNC, 2014) que se
caracterizan por su alta calidad en taza, sin embargo, son extremadamente susceptibles a la
enfermedad de la roya amarilla, cuyo agente causal es el hongo biotrofico Hemileia vastatrix
Berk. & Broome (Berkeley, 1869). Esta enfermedad, es considerada como una de las
principales amenazas para el desarrollo de este cultivo a nivel mundial, provoca severas
defoliaciones y pérdidas sustanciales en su produccion (Silva et al., 2000). EI primer reporte
de H. vastatrix en el Per0 se realiz6 en la Region Junin en el afio 1979 (Scheiber y Zentmyer,
1984), sin embargo, su mayor incidencia ocurrio en el afio 2013 que ocasiond perdidas que
alcanzaron el 27 % de la produccion (INEI, 2014).

Existen dos enfoques para hacer frente a esta enfermedad, el primero esta basado en el uso
de fungicidas, que si no son bien utilizados no dan buenos resultados, pero ademas,
incrementan el costo de la produccion haciéndolo menos rentable y dificil de ser utilizados
en la agricultura organica; el segundo, es a traves, del uso de variedades resistentes, siendo
esta alternativa mucho méas econdémica y amigable con el medio ambiente, sin embargo,
requiere del conocimiento de las fuentes de resistencia presentes en los genotipos parentales

utilizados en el mejoramiento, asi como, de la diversidad del patdgeno.

En los programas de mejoramiento genético del café se estan utilizando como genotipos
parentales a accesiones provenientes del Hibrido Timor, los cuales se caracterizan por
presentar resistencia a todas las razas de H. vastatrix conocidas, y es por ahora la principal
fuente de resistencia a la enfermedad (Romero et al., 2014; Pestana et al., 2015; Herrera et
al., 2009) reportandose hasta la fecha al menos cinco factores de resistencia (SH5, SH6, SH7,
SH8 y SH9) (Rodrigues Jr. et al., 2000; Bettencourt 1981).



A través de los estudios de la herencia y mapeo de los factores de resistencia, se han
identificado marcadores asociados a la resistencia, los cuales podrian ser utilizados durante
procesos de seleccidn en los programas de mejoramiento genético del café (Herrera et al.,
2009; Romero et al., 2014; Brito et al., 2010; Diola et al., 2011 y Pestana et al., 2015). Uno
de los primeros trabajos fue el realizado por Prakash et al. (2004), quienes identificaron 21
marcadores AFLP ligados al gen SH3. Posteriormente Mahe et al. (2008) identifico
marcadores SSR asociados al SH3, en esa misma linea, Lashermes et al. (2010) hallaron la
secuencia completa de una region del cromosoma que contenia al gen SH3. Ademas, en
estudios realizados por Herrera et al. (2009) identificaron siete marcadores (cinco AFLPs y
dos SSR) asociados a la resistencia parcial a la roya amarilla del café. Por su parte, Brito et
al. (2010) identifico tres marcadores AFLP los cuales se encontraban flanqueando al gen de
resistencia a la raza 1l de H. vastatrix, posteriormente Diola et al. (2011), identificd seis
marcadores SCAR los cuales permitieron disminuir las distancias de 20.78 a 9.45 cM,
confirmando la presencia de un unico gen de efecto dominante, reportado también por Brito
et al. (2010). Posteriormente Romero et al. (2014), identifico cuatro marcadores moleculares
SSR estrechamente relacionados a resistencia a la enfermedad en el mismo material utilizado
por Herrera et al. (2009). Finalmente, Pestana et al. (2015), identificé dos marcadores AFLPs
asociados a resistencia a la raza Il; tres marcadores AFLPS y EST-SSR asociados a la

resistencia a la raza | y patotipo 001 de la roya amarilla.

En el Peru a pesar de la importancia del café en cifras para la economia nacional, ain no se
han implementado programas de mejora genética, posiblemente por el elevado costo que
demandaria la generacion variedades en este cultivo, debido a su largo ciclo vegetativo, el
poco conocimiento de las fuentes de resistencia y la baja incidencia de la roya amarilla por
un largo periodo. Consecuentemente, existe escasez de investigaciones sobre las fuentes de
resistencia a esta enfermedad presente en el café peruano, y mas aun la ausencia de
conocimientos sobre el patdgeno. Por lo tanto, los objetivos de la tesis fueron, identificar la
resistencia a la roya amarilla de los cafetos mediante el uso de marcadores moleculares,
determinar la diversidad genética de la roya amarilla existente en las zonas cafetaleras de
Quillabamba y Villa Rica, y proponer una estrategia de mejoramiento genético para el

cultivo de café en base a los estudios moleculares realizados.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 El café (Coffea spp.)

El café es uno de los principales cultivos en el mundo, y se siembra en alrededor de 80 paises
en las regiones tropicales y subtropicales (Pearl et al., 2004; Berthaud y Charrier, 1988).
Pertenece al género Coffea que se encuentra dentro de la familia de las Rubiaceas. Hasta la
fecha se han descrito 100 especies (Davis et al., 2008), sin embargo, la produccién comercial
a nivel mundial esta representada por dos especies que tienen un gran impacto econémico,
Coffea arabica L. (Arabica) y Coffea canephora Pierre (Robusta) (Berthaud y Charrier,
1988, Herrera et al., 2002).

Coffea arabica es una especie tetraploide (2n=4x=44) autofertil, mientras que las demas
especies del género coffea incluyendo C. canephora son diploides (2n=2; x= 22) autoestériles.
Su origen es el resultado de una hibridacion interespecifica entre dos formas ancestrales
diploides relacionadas con las especies actuales C. eugenioides y C. canephora (Lashermes
et al., 1999), como resultado de la estabilizacion de dicho hibrido ancestral, se originé el
alotetraploide actual C. arabica cuyo genoma esta constituido por dos subgenomas poco

diferenciados denominados Ca y Ea (Carvalho y Monaco, 1971).

Las variedades de café arabico se caracterizan por mostrar una gran uniformidad genética,
atribuida a su origen alotetraploide reciente, a su naturaleza autégama y a la forma particular
de dispersion que tuvo a partir de su centro de origen y como consecuencia, dichas
variedades son susceptibles a muchas enfermedades y plagas que atacan al cultivo
(Lashermes et al., 1996).

2.1.1 Origen del Cafe

La principal hipétesis sobre el origen del café es que tuvo lugar en Etiopia, pais donde
también se inicié su cultivo (Anthony et al., 1999), esta hipdtesis es sustentada por que
actualmente el café arabico crece en forma silvestre en las &reas montafiosas sobre los 1500

m.s.n.m. de este pais y areas vecinas de Sudan (Leon, 2000). Se estima que su cultivo se



inici6 a comienzos del siglo VIII, el cual se mantuvo como un monopolio de los
arabes en las cercanias del mar Rojo hasta el siglo XV, con una fuerte expansién hacia
Yemen (ex Arabia del Sur) en el siglo XIV, y hacia el Oriente Medio durante el siglo XV
(Anthony et al., 1999).

Otra hipdtesis sefiala que esta planta es de origen arabe, basandose en que el primer
conocimiento del arbusto y la bebida se obtuvieron de Arabia, de ahi el nombre cientifico
dado por Linneo (Sylvain, 1958). Yemen fue casi la exclusiva fuente de germoplasma de
café durante la mayor parte de la historia registrada; sin embargo, no hay mayores razones
para sugerir que C. arabica tuvo su origen en Yemen. La fecha en que el café se introdujo a
Yemen, donde se ha cultivado durante cinco siglos, es desconocida (Aga, 2005); pero la
propagacion al Sur Este de Asia fue aproximadamente en el afio 1700.

La primera introduccion de café al continente americano se realizo a inicios del siglo XVIII,
desde Amsterdam hacia la Guyana Holandesa (hoy Surinam); y de Paris a la isla de Martinica
en las Antillas, de donde en 1719 el cultivo se extendio rapidamente hacia la Guyana
Francesa, y luego en 1727 hacia Brasil (Chevalier y Dagron 1928; Anthony et al., 1999).
Los ingleses introdujeron plantas de café a Jamaica en 1730 y hacia finales del siglo XVIII
(Anthony et al., 1999) e inicios del siglo XIX el cultivo se extendio por todo América tropical
(Ledn, 2000).

Segun la JNC (2014), “los datos historicos registran la llegada de plantaciones de café a
Lima en 1760 desde la ciudad de Guayaquil”, cuando ésta formaba parte del virreinato del
Peru, sin embargo, dan cuenta de que ya existian algunas plantas en Huanuco, aunque sin
fecha exacta, ni lugar de procedencia y sin saber quién las sembrd por primera vez. Recientes
descubrimientos apuntan al distrito de Chinchao de la provincia de Huanuco, como la zona

donde comenzo a cultivarse el café entre 1740 y 1760.

2.1.2 Clasificacion taxondmica

El género Coffea pertenece a la familia Rubiaceae y se divide en cuatro secciones:
Argocoffea, Paracoffea, Mascarocoffea y Eucoffea, esta Ultima se subdivide en cinco
subsecciones: Erythrocoffea, Pachycoffea, Melanocoffea, Nanocoffea y Mozambicoffea.
Las especies cultivadas C. arabica y C. canephora pertenecen a la primera subseccién

mientras que C. liberica y C. dewevrii pertenecen a la segunda (Chevalier, 1947).
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Segun Leroy (1980) y Davis et al. (2007) el café arabico se clasifica en:
Division: Angiospermae
Clase: Eudycotiledoneae
Subclase: Asteridae
Orden: Gentianales
Familia: Rubiaceae

Subfamilia: Ixoroideae

Tribu: Coffeeae

Geénero: Coffea

Especie: Coffea arabica L.

2.1.3 Morfologia

El cafeto es un arbusto que esta formado por un tallo central en cuyo extremo se encuentra
la “yema” terminal u ortotropica”, que es la responsable del crecimiento vertical, formando
nudos y entrenudos. De los nudos se generan las ramas laterales o bandolas que presentan
un crecimiento plagiotropico (Aga et al., 2003). A través de ambos tipos de crecimiento se
conforma la arquitectura del cafeto, es decir su sistema vegetativo y productivo. Las hojas
nacen en la parte terminal del tallo y en las ramas. Crecen en disposicién opuesta, son de
forma eliptica. Su tamafo, color y cantidad varia de acuerdo a la especie y variedad. La
disposicion floral del cafeto es distal, o sea, en grupos separados de yemas, que brotan en
los nudos a lo largo de las ramas laterales. Cada flor tiene en la base un receptaculo corto
que se prolonga en el céliz, es de color verde y mide de uno a dos milimetros de largo. La
corola es un tubo largo, cilindrico en la base y de color blanco, que mide de seis a doce
milimetros de largo, la cual se abre arriba en cinco pétalos. Consta de cinco estambres
insertados en el tubo de la corola. El gineceo esta constituido por un ovario stpero con dos
Ovulos. El estilo es fino y largo con terminaciones estigmaticas (Figura 1). Esta morfologia
floral permitiria la polinizacién cruzada natural, pero, sin embargo, C. arabica es en gran
medida autdgama, y la formacion de frutos después de la autopolinizacién es de 60 por ciento

0 superior (Aga, 2005).



Figural. Coffea subgen. Coffea. A: Hoja, B: Domacio, C: Inflorescencia, D:
Inflorescencia (mostrando el Caliz y la flor), E: Inflorescencia mostrando
I6bulos de los caliculos y el céliz, F: Detalle foliar del tercer 16bulo foliar de
caliculo, G: flores y H: Fruto. (Dibujado por Lucy T. Smith). Fuente: David et
al., 2006.

El fruto es una drupa que generalmente contiene dos semillas con longitudes de diez a
diecisiete milimetros. El fruto estd formado por la pulpa (exocarpio y mesocarpio), el
pergamino (endocarpio), la pelicula plateada (testa), la semilla (endosperma) y el embrion
(Aga, 2005). La dureza del endocarpo es para proteger a la semilla de las actividades
enzimaticas digestivas de aves y mamiferos (Urbaneja et al., 1996). El grano de café se
compone de un endosperma y un embrién pequefio incrustado en el extremo basal de la
semilla. No hay dormancia en las semillas del café y su viabilidad se pierde normalmente en

un plazo de tres a seis meses después de la cosecha (Aga, 2005). La semilla de café es
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recalcitrante, pero es posible la preservacion de la viabilidad por més de dos afios y medio

cuando poseen 41 por ciento de humedad y son almacenadas a 15°C (Van der Vossen, 1979).

2.1.4 Variedades de café arabico

El término variedad se usa para describir la diversidad de las especies cultivadas autégamas,
a pesar de que en el Cédigo Internacional de Nomenclatura de Plantas Cultivadas (ICNCP)
se adoptd el término cultivar en reemplazo de variedad, en el café tradicionalmente aun se
mantiene el término variedad. Este Codigo define al cultivar como un taxdn que ha sido
seleccionado por un atributo particular o combinacion de atributos, que es claramente
distinto, uniforme y estable en sus caracteristicas y que cuando es propagado por medios
apropiados mantienen sus caracteristicas distintivas (Sevilla y Holle 2004).

Las variedades de café se diferencian por la longitud de la planta, el &ngulo que existen entre
las ramas y el tronco principal, el color del fruto, el color de la hoja, la productividad, el
rendimiento, la adaptabilidad a diferentes altitudes, la resistencia a plagas y enfermedades,
es decir, por todas las caracteristicas que pueden ser observados y medidos por el agricultor.

Algunas variedades de café arabico se describen a continuacion:

a. Typica, es la base sobre la cual muchas variedades han sido desarrolladas, tiene una forma
cdnica con un tronco principal vertical. Typica es una planta alta que alcanza de tres a
cuatro metros de altura. Las ramas laterales forman un angulo de 50 - 70 grados con el
tallo vertical. Las hojas que emergen tanto del apice como de las ramas laterales son de
color bronceado rojiso. Typica tiene una produccion muy baja, pero tiene una calidad de
taza excelente (Coffee Research Institute,

http://www.coffeeresearch.org/agriculture/varietals.htm).

b. Bourbon, esta variedad comparada con Typica produce de 20 a 30 % mas granos de café,
y la planta es de menos forma conica, sin embargo, tiene mas ramas. Los angulos entre
las ramas secundarias Yy el tallo principal son pequefios, y los puntos de las ramas sobre
el tallo principal estan situados cercanamente. Las hojas son amplias y con bordes
ondulados mientras que el fruto es relativamente pequefio. Los cerezos crecen

densamente y maduran rapidamente por lo que pueden caer con vientos o



lluvias fuertes. La calidad de taza es excelente y similar a Typica. Los mejores resultados
en su cultivo se observan entre los 1067-1980 m.s.n.m. (Coffee Research Institute,

http://www.coffeeresearch.org/agriculture/varietals.htm).

. Caturra, esta variedad es una mutacion del café Bourbon que fue descubierta en Brasil,
es una planta de porte bajo (1.5 a 2 m), tiene una alta produccién y buena calidad, pero
requiere de un cuidado extensivo y mucha fertilizacion. La planta es corta con un tronco
grueso y tiene muchas ramas secundarias. Esta variedad tiene hojas grandes con bordes
ondulados similares al Bourbon, se adapta bien a casi cualquier ambiente, pero presenta
mejores resultados entre los 457 y 1676 m.s.n.m., con una precipitacion anual entre 2500-
3500 milimetros. A mayor altitud la calidad es ain mejor, pero disminuye su produccion
(Coffee Research Institute, http://www.coffeeresearch.org/agriculture/ varietals.htm).

. Catual, es una variedad de alto rendimiento resultado del cruce entre Mundo Novo y
Caturra. La planta es relativamente de porte bajo y las ramas laterales forman angulos
cortos con el tronco principal. El fruto no cae facilmente de las ramas, lo cual es favorable
en areas con vientos y lluvias fuertes. Estas plantas también necesitan suficiente
fertilizacion y cuidado (Coffee Research Institute,

http://lwww.coffeeresearch.org/agriculture/ varietals.htm).

. Catimor, es un cruce entre el café Hibrido de Timor (resistente a la Roya) y el café
Caturra. Fue creado en Portugal en el afio 1959. La maduracion de sus frutos es temprana
y su produccion es muy alta, por esta razon el método de fertilizacion debe ser
supervisado muy de cerca (Coffee Research Institute, http: //www.coffeeresearch.

org/agriculture/ varietals.htm).

. Mundo Novo, es un hibrido natural entre el café Typica y el café Bourbon. La planta fue
primero encontrada en Brasil, es fuerte y resistente a enfermedades. Mundo Novo tiene
una alta produccién y ofrece mejores resultados cuando es cultivado entre los 1067 y1676
m.s.n.m. ademas, soporta una precipitacion anual de 1200-1800 milimetros (Coffee

Research Institute, http://www.coffeeresearch.org /agriculture/ varietals.htm).

. Maragogype, es una mutacion del café Typica y fue descubierto en el Brasil. Es una planta

grande, mas alta que el Bourbon o Typica. La produccion es baja pero las semillas son
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muy grandes, y se adapta mejor entre los 610-762 m.s.n.m. Las caracteristicas de taza se
aprecian altamente en ciertos mercados del café (Coffee Research Institute, http: //www.
coffeeresearch.org/agriculture/ varietals.htm).

h. Villa Sarchi, esta variedad es originaria de Costa Rica, de la provincia de Alajuela, que
antiguamente se llamo Sarchi. Es una planta de porte bajo, muy similar en su forma y
tamano al Caturra y Pacas; tiene brotes de color verde, hojas de tamafio mediano, sistema
radical fuerte y entrenudos cortos en su eje principal. Es una variedad precoz para
producir y de maduracion intermedia y uniforme, tiene buen comportamiento en zonas
cafetaleras altas, donde otras variedades son afectadas tanto en producciéon como en la
maduracion de los frutos. En condiciones agronémicas adecuadas, su produccion es
similar a Caturra (Coffee Research Institute, http://www.coffeeresearch.org/agriculture/

varietals.htm).

i. Pache, este café es originario de Guatemala y es conocido también como San Bernardo.
Esta variedad ha sido estudiada en el Instituto Agrondémico de Campinas, concluyendo
que su porte reducido y entrenudos cortos estan controlados por un gen de caracter
dominante, consecuencia de una mutacion en la variedad Typica. Sus hojas, flores y frutos
son similares a los de Typica y ademas produce en promedio un 80 por ciento de semillas
de tamafio grande, porcentaje que es ligeramente superior al observado en Typica
(Castillo y Moreno 1976).

2.1.5 Resistencia vegetal a enfermedades

Las plantas tienen la capacidad de reconocer potenciales patdgenos invasores y han
desarrollado varios mecanismos de defensa para evitar el ataque de los patdgenos (Heath,
1997). Al mismo, tiempo los patdégenos han desarrollado estrategias para evadir los
mecanismos de resistencia de las plantas, lo cual podria haber sido como un juego evolutivo
en ping pong (Keen, 1999). Algunos de estos mecanismos estan constitutivamente
expresados y proporcionan barreras fisicas y quimicas, mientras que otros son activados solo

en presencia de los patdgenos.

En mamiferos, la maquinaria de defensa envuelve un complejo sistema inmune basado en
células altamente especializadas distribuidas por el sistema circulatorio. En contraste, en las

células de las plantas las respuestas de defensa son autdbnomas, de este modo cada célula
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puede percibir y responder ante un ataque. Por lo tanto, la resistencia de las plantas puede
estar asociada a una radpida muerte confinada de células, denominada respuesta
hipersensitiva (HR) que tiene como objetivo impedir el progreso de la enfermedad (Bonas y
Lahaye, 2002). Esta respuesta local puede desencadenar una respuesta sistémica permanente,
denominada respuesta sistémica adquirida (SAR), la cual convierte a la planta resistente a
un amplio espectro de especies patogénicas (Dong ,2001; Métraux, et al., 2002; Somssich y
Hahlbrock, 1998). Estas defensas estan bajo control genético y son activados solamente a

través de la deteccion del invasor.

Por lo tanto, frente al ataque de los patdgenos las plantas han desarrollado un “sistema
inmune” basado en el reconocimiento molecular y evolucién del patégeno, diferenciandose
principalmente dos tipos. El primero reconoce moléculas comunes en diversas clases de
microorganismos los cuales son percibidos por receptores denominados PRRs, receptores de
reconocimiento de patrones (Pattern Recongnition Receptors), este mecanismo de defensa
es conocida como resistencia basal, y permite el primer reconocimiento del patégeno,
percibiendo moléculas conservadas presentes en los patdgenos o microorganismos que han
sido denominadas PAMPs o MAMPs, patrones moleculares asociados a patdgenos o
microorganismos (pathogen-associated molecular patterns/microorganism) (Lopez, 2007;
Chisholm et al., 2006; Qutob et al., 2006). El reconocimiento de los PAMPs por parte de los
PRRs es comun para todos los organismos multicelulares y esto conduce a una serie de
respuestas de defensa y a un redireccionamiento de la energia celular a manera
multirespuesta, las que deben ser rapidas y eficientes, con el fin de evitar que méas patdgenos
ingresen (Lopez, 2007). En general, el reconocimiento del PAMPSs conduce a una cadena de
eventos de sefializacién que activan los sistemas de respuesta de defensa de la planta, este
tipo de inmunidad es efectiva contra aquellos patégenos no huéspedes que no han
evolucionado para infectar estas plantas, por lo tanto, no han desarrollado los mecanismos

para suprimirla (Lépez et al., 2003; Mishina et al., 2007).

Frente a la resistencia activada por el reconocimiento de los PAMPs, conocida como PTI
(Pamp Triggered Immunity), los patégenos han desarrollado sofisticadas estrategias
moleculares para evadir y manipular el sistema inmunoldgico de su hospedante, al igual que
ocurre con los mamiferos. El éxito que han tenido los patdgenos es la evolucion de las
proteinas efectoras las cuales suprimen la PTI (Qutob et al., 2006). Sin embargo, a su vez

las plantas han desarrollado genes de resistencia R, cuyos productos proteicos se encargan
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de detectar directa o indirectamente esos efectores conocidos con el nombre de proteinas de
avirulencia o Avr, esta segunda rama de la inmunidad corresponde al modelo gen por gen
propuesto por Flor en 1954 (Dickinson, 2003; Flor, 1954; L6pez, 2007). Actualmente esta
rama de la inmunidad es denominada: Inmunidad activada por efectores o ETI (Effector
Triggered Immunity). La respuesta ETI esta acompafiada generalmente por una respuesta
hipersensible, una forma de muerte celular programada que tiene como objetivo basico la
restriccion de la colonizacion de la planta por el patdgeno. Este modelo muestra la dindmica
de coevolucion en el patosistema patdgeno y hospedante. La ETI es capaz de desencadenar
una respuesta sistémica a través de lo que se conoce como SAR (Systemic Acquired
Resistance), la que protege a la planta frente a posteriores infecciones y frente a un rango
amplio de patdgenos, por lo que se considera durable y de amplio espectro (Chisholm et al.,
2006; Jones et al., 2006, Lopez, 2007).

2.1.6 Resistencia genética en Coffea spp

La interaccion entre Coffea spp y H. vastatrix puede ser explicada por la teoria gen a gen de
Flor (1954), la cual postula que por cada gen que condiciona la resistencia en el huésped,
existe un gen especifico que condiciona la patogenicidad en el patdgeno. Basados en esta
teoria los estudios de herencia de la resistencia a la roya amarilla llevados a cabo por el CIFC
(Centro de Investigacao das Ferrugens do Cafeeiro) permitieron evidenciar la existencia de
al menos nueve factores de resistencia (SH1 a SH9) presentes en las especies de café
(Bettencourt y Rodrigues, 1988). Los factores SH1, SH2, SH4 y SH5 han sido identificados
en el germoplasma de C. arabica, mientras que el SH3 solo en selecciones de la india
derivadas de cruzamientos con C. liberica. Los factores SH6 a SH9 se encuentran en la
especie C. canephora y han sido introducidos a las variedades comerciales a través del
Hibrido de Timor, un hibrido natural entre C. arabica y C. canephora, que es considerado
el recurso genético mas ampliamente utilizado en los programas de mejoramiento en

América (Bettencourt y Lopes, 1982).

2.1.7 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son una herramienta que permite revelar sitios neutrales de
variacion a nivel de la secuencia de ADN entre individuos o entre especies (Jones et al.,
1997). Generalmente constituyen regiones anénimas en el genoma, que pueden estar o no

ligados a un gen de interés.
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A comienzo de los afos 80’s se empezaron a desarrollar y utilizar un gran nimero de

marcadores moleculares cuyas caracteristicas y potencialidades varian ampliamente.

Hoy dia existe una gran variedad de marcadores que han sido utilizados desde la busqueda
de polimorfismo, hasta la caracterizacion de poblaciones. Una lista no exhaustiva incluye:
Restriction Fragment Length Polymorphisms -RFLPs (Botstein et al., 1980); Random
Amplified Polymorphic DNA- RAPDs (Williams et al., 1990); Inter-Simple Sequence
Repeats- ISSRs (Welsh y McCleland, 1990); Amplified Fragment Length Polymorphisms-
AFLPs (Vos et al., 1995), los cuales no exigen el conocimiento previo de la secuencia del
ADN. Por el contrario, existen marcadores que si lo requieren tales como: Simple Sequence
Repeats- SSRs, Cleaved Amplified Polymorphic Sequence CAPs, Sequence Characterized
Amplified Region - SCARs y Single-Nucleotide Polymorphisms - SNPs (Owusu, 2008).
Todos estos marcadores son denominados “marcadores anonimos”, dado que se derivan de
sitios polimorficos distribuidos mas o menos al azar en el genoma y que pueden o no estar

asociados a un caracter o gen de interés.

2.1.8 Marcadores asociados a la resistencia a la roya amarilla en el café

A pesar de los avances en el uso de técnicas moleculares para la busqueda de polimorfismo
en el genoma del cafe, ha sido dificil la identificacion de marcadores moleculares asociados
a caracteristicas de interés, especialmente a resistencia a roya. Entre las razones mas
relevantes estan, el caracter poliploide de Coffea arabica, su escasa variabilidad genética,
asi como la falta de informacion genémica de las especies portadoras de la resistencia.
Ademas, existe desconocimiento sobre la variabilidad genética de las razas de roya amarilla,
favorecido por la dificultad de aislar y cultivar el hongo en condiciones in vitro. También,
se carece de plantas diferenciales que permitan la identificacion de todas las razas de roya
presentes en las regiones cultivadas, lo que limita la seleccidn de genotipos compatibles, asi

como de poblaciones iddneas para el estudio genético de la resistencia. (Romero, 2014)

Uno de los primeros trabajos de investigacion sobre marcadores moleculares de ADN que
estan relacionados a la resistencia a roya amarilla, es el estudio de Prakash et al. (2004), en
el cual se identificaron 21 marcadores AFLPs distribuidos en una zona de 6.3 cM, los cuales,
estuvieron fuertemente asociados al factor de resistencia SH3. Dicho gen fue introgresado

de C. liberica en C. arabica. Posteriormente Mahé et al. (2008), generaron marcadores SSR,
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SCARs a partir de los AFLPs identificados por Prakash et al. (2004) y de clones BAC
(Bacterial artificial chomosome) ligados al gen SH3. En esa misma linea, Lashermes et al.
(2010) hallaron la secuencia completa de la regién del cromosoma que contiene al gen SH3,
constituyéndose asi en el primer y Unico gen de resistencia a la roya, identificado y

secuenciado hasta el momento en el genoma del café.

Herrera et al. (2009) identificaron cinco marcadores AFLPs y dos marcadores SSR ligados
a la resistencia parcial a la roya, en una poblacion segregante F2 derivada del cruzamiento
entre Coffea arabica variedad “Caturra” y una linea introgresada del Hibrido de Timor (DI
200), las variables que utilizaron para evaluar la resistencia parcial a H. vastatrix fueron
menor defoliacion e incidencia de la enfermedad. En el analisis de ligamiento con los 7
marcadores asociados a resistencia parcial a la roya del café, se observé que los marcadores
AFLP y el marcador Sat 229 se encontraron en una posicion diferente en el genoma del café
con respecto al marcador Sat 225, sugiriendo el autor que al menos dos locus con efectos
aditivos estarian involucrados en la resistencia a la enfermedad. Posteriormente, Romero et
al. (2014) utilizando la misma poblacion, 11 lineas elites, cuatro variedades comerciales y
siete plantas diferenciales pertenecientes a diferentes grupos de resistencia, lograron mapear
una region QTL denominado QCLR_4 asociado estrechamente a resistencia a roya a la
amarilla ubicada en el cromosoma cuatro del mapa internacional de Coffea canephora
contiguo al marcador Sat 229 que previamente fue mapeado por Herrera et al. (2009),
identificando cuatro marcadores SSR estrechamente asociados a resistencia a la roya
amarilla, sin embargo, en la validacion de estos marcadores no fue posible la asociacion
directa de este marcador con la resistencia a la enfermedad debido a la ausencia de este
marcador en variedades que muestran alta resistencia en campo, sugiriendo los autores que
“la existencia de genes de resistencia adicionales estarian enmascarando las respuestas de
resistencia, sin embargo, su alta prevalencia del QCLR_4 en lineas elite se explicaria como
resultado de seleccion intensa contra la susceptibilidad a la roya a través de procesos de
mejoramiento”. La asociacion de esta region QCLR 4 a la resistencia a la roya amarilla
observada en campo estaria particularmente presente en los genotipos derivados de Hibrido
de Timor de CIFC 1343 y CIFC 832/2.

Brito et al. (2010), analizaron la herencia de la resistencia a la raza Il en tres poblaciones
(F2, BCry Bcs) derivados del cruce del Hibrido de Timor UFV427-15 (CIFC 1343-36) como
progenitor resistente y UFV-2143-236 (IAC 30) como progenitor susceptible, determinando
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que la herencia de la resistencia a la raza Il de la roya del café en los derivados del UFV 427-
15 es de tipo monogénica dominante y podria estar determinado por los factores de
resistencia SH7, SH8, SH9 o por algln otro factor SH desconocido.

En sus estudios moleculares, lograron identificar tres marcadores AFLPs los cuales se
encontraron flanqueando al gen de resistencia a la raza 11 de H. vastatrix. Posteriormente en
la misma linea de investigacién Diola et al. (2011), analizaron 1154 combinaciones de
iniciadores AFLPs en una poblacién segregante F2 derivados del HDT UFV 427-15,
logrando identificar 25 marcadores asociados al gen de resistencia a la roya amarilla, el
mapeo de estos 25 marcadores en la poblacion segregante F2 les permitié identificar 6
marcadores estrechamente asociados al gen de resistencia, los cuales fueron convertidos en
marcadores SCAR, permitiendo disminuir la distancia genética de 20.78 a 9.45 cM. La
caracterizacion fenotipica de la poblacion F2 inoculada con la raza 11 de la roya del café
confirmo la presencia de un nico gen de efecto dominante en derivados del HDT UFV 427-
15, reportado también por Brito et al. (2010).

Alvarenga et al. (2011) disefiaron 59 pares de iniciadores a partir de secuencias ESTs de la
base de datos CafEST, los cuales fueron probados en 12 cafetos resistentes y 12 susceptibles
a H. vastatrix, resultando solamente un marcador (CARF 005) capaz de diferenciar los
cafetos resistentes de los susceptibles a la roya amarilla. Posteriormente Pestana et al. (2005),
estudid la herencia de la resistencia a la raza I, 1l y patotipo 001 de la roya del café en una
poblacion F2 derivado del HDT UFV 443-3, utilizando marcadores SSR, AFLP, RAPD y
CAREF, logrando identificar dos marcadores AFLPs asociados a dos loci de resistencia a la
raza Il, localizados en los grupos de ligamiento (LG 2 y LG 10), cuya herencia estaria
condicionada por la presencia de al menos dos loci dominantes e independientes, asimismo,
identifico tres marcadores AFLPs localizados en los LG 2 y LG 10 y un marcador EST-SSR
localizado en el GL3, asociados a cuatro loci de resistencia a la raza | y paptotipo 001 en los
derivados del HDT UFV 443-3, este resultado sugiere que la herencia de la resistencia a la
raza | y patotipo 001 de la roya del café estaria conferida por al menos cuatro genes
dominantes e independientes. Sin embargo, el estudio fenotipico de la herencia de los
derivados de HDT UFV 443-3 a los tres aislados del patdgeno no permitié concluir si la
resistencia observada estaba condicionada por dos loci dominantes e independientes o por

tres loci independientes (dos loci dominante y un locus recesivo).
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2.2 Laroyaamarilla del café (Hemileia vastatrix Berk & Broome)

Laroya amarilla es una de las principales enfermedades del cultivo de café y su agente causal
es el hongo biotr6fico Hemileia vastatrix, parasito obligado que necesita de células vivas
para sobrevivir y completar su ciclo de vida (Avelino et al., 1999; Zuluaga et al., 2009), no
existiendo reportes que indiquen la sobrevivencia del hongo en el suelo o tejido vegetal
muerto. Este patdgeno infecta a todas las especies del género Coffea, sin embargo, C.

arabica es una de las especies mas susceptibles (Avelino y Rivas, 2013).

Las estructuras reproductivas del hongo son las uredosporas (reproduccién asexual), que
constituyen el medio de reproduccién y dispersion; estas son de forma arrifionada, rugosas
en su mitad superior y lisas ventralmente (Figura 2) (Coutinho et al., 1995; Fernandes et al.,
2009). Rajendren (1967) fue el primero en observar que la uredospora podia albergar un
proceso de meiosis, la cual fue comprobada recientemente por Carvalho et al. (2011)
denominandola criptosexualidad.

Figura 2. Uredosporas de Hemileia vastatrix en un microscopio
electronico de barrido, mostrando paredes lisas y paredes
equinuladas con espinas conicas sobre la estoma de hoja.
Fuente: SENASICA, 2018.
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2.2.1 Origen y Distribucion

La enfermedad fue descubierta en el afio 1861 a los alrededores del lago Victoria al este de
Africa (Schiber, 1972) y poco después en 1867 fue encontrada en Ceylan (Sri Lanka), luego
se extendid a gran parte del sureste de Asia y gradualmente invadié todas las regiones de
Africa (Figura 3), En 1970, la temida enfermedad fue encontrada en el Estado de Bahia
(Brasil), luego en 1978 fue hallada en Bolivia y en 1979 fue detectada la raza 11 de roya en
las plantaciones de café en la provincia de Satipo Regién Junin en el Pera (Figura 4)
(Scheiber et al., 1984). Actualmente la roya amarilla se encuentra distribuida a traves de
todos los paises productores de café y puede causar severas defoliaciones, con pérdidas

sustanciales entre el 30 y 50 % en la produccion (Silva et al., 2006).
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Figura 3. Distribucion de Hemileia vastatrix a nivel mundial. Fuente: Schieber y Zentmeyer, 1984.
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Figura 4. Distribucion de Hemileia vastatrix en Sudamérica.

Fuente: Schieber y Zentmeyer, 1984.

2.2.2 Taxonomia de la roya amarilla del café

En estudios filogenéticos realizados a nivel morfolégico y molecular colocaron a Hemileia
vastatrix en una posicién indeterminada a nivel de familia, pues la afinidad de este género
con la familia Chaconiaceae es problematica. Aime (2006), sugiere, que el género Hemileia
deberia ser ubicado en la familia Mikronegeriaceae, sin embargo, aun es necesario realizar
mas estudios incluyendo a mas royas tropicales.
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La taxonomia de Hemileia vastatrix, es de la siguiente manera:
Reyno: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Clase: Pucciniomycotina
Orden: Pucciniales
Familia: no determinada
Género: Hemileia

Especie: Hemileia vastatrix Berk. & Broome.

2.2.3 Sintomatologia

Los primeros sintomas son manchas pequefias cloréticas 1-3 mm de diametro que se
incrementan en diametro y masa de uredosporas que se observan en el envés de las hojas,
lugar por donde el hongo ha penetrado através de las estomas. El centro de una uredopustula
vieja muchas veces se torna necrética, mientras, la produccion de esporas continda a los
bordes de esta. Usualmente las primeras pustulas se producen en los bordes o en el apice del
enveés de las hojas, porque, en estas zonas se encuentran suspendidas por mucho tiempo el
agua del rocio y de la lluvia, que aportan la humedad necesaria para la germinacion y
penetracion del hongo. Asimismo, a partir de estas pustulas iniciales las uredosporas pueden
ser transportadas por la lluvia y el viento a otras regiones del envés de la misma hoja, a otras
hojas de la misma planta y a otras plantas. La infeccién por H. vastatrix se manifiesta con
lesiones en polvo de color amarillo anaranjado en la superficie abaxial de las hojas y conduce
a una fotosintesis deteriorada, defoliacion prematura y reduccidn de la iniciacion floral que
resulta en la perdida de rendimiento (Bettencourt y Noronha-Wagner, 1971). Las
uredosporas producidas en estas lesiones es su forma infecciosa y aparecen tanto en hojas
jovenes como en hojas viejas y eventualmente en las primeras hojas de los semilleros jovenes
(Figura 5).
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Figura 5. Fotografias de hojas (A) y cotiledones (B) de café mostrando sintomas de
infeccion por H. vastatrix. Fuente: Elaboracion propia.

2.2.4 Ciclo de vida

Un esquema del ciclo de vida de H. vastatrix fue propuesto por Ward (1882) y, en esencia,
esto todavia sigue siendo un modelo aceptado (Ayres, 2005). De acuerdo con esta
interpretacion, las lesiones de color naranja en las hojas de café representan el estado asexual
(anamorfo) del hongo. Este tipo de esporas forman masas pulverulentas de color naranja y
tienen la funcidn de dispersion, supervivencia e infeccion, sin embargo, ocasionalmente de
vez en cuando, se producen esporas sexuales, lisas, de color naranja con paredes delgadas
(teliosporas) que producen basidiosporas, su infectividad no ha sido demostrada y, por ahora,

el huésped alternativo no se ha encontrado.

La infeccidn inicia con la diseminacién del patdgeno en la cual la uredospora se despega del
espordforo y luego abandona la lesion (dispersidn) hasta llegar a una nueva hoja que
infectara (Silva et al., 1999). Para que se inicie la inoculacién, las uredosporas deben de
localizarse el envés de las hojas donde se encuentran el mayor nimero de estomas, a través
del cual el hongo va a penetrar e infectar, pero para tener existo 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 (Hocking, 1968; Rayner, 1961; Nutman y Robert, 1963),
las uredosporas bajo estas condiciones germinan y producen apresorios sobre los estomas,
diferenciandose luego en hifas que penetran a través de los estomas al espacio intracelular
(Figura 6), esta etapa inicial de la infeccidén ocurre tanto en plantas de café resistente como
en susceptibles, seguidamente las hifas forman dos ramas laterales (ancla) que se diferencian
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en células madres haustoriales (CMH) para dar lugar a los haustorios que penetraran las
celulas subsidiarias a los estomas (mesdfilo), esto solo en plantas susceptibles (Silva et al.,
1999), lo cual involucra la colonizacion del tejido que culminara con el lanzamiento de las
uredinosporas a través de los estomas. EI nimero de esporas producidas es muy elevado,
Ward conto en una sola instancia mas de 150 000 esporas en una sola lesion.
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Figura 6. Interaccion de plantas de café con Hemileia vastatrtix 1E: Uredosporas (U),
apresorio (A) sobre el estoma y penetracion de la hifa; 24 horas despues de la
inoculacion (x800). 1F: Apresorio (A) sobre la estoma y un ancla, 48 horas
después de la inoculacién (x650). 1G: Apresorio (A) Apresorio sobre la estoma
y una hifa intracelular con haustorio en células subsidiarias, 72 horas después de
la inoculacién (x650). Fuente: (Silva et al., 2006)

Existe un periodo de latencia, entre el tiempo de invasion y la de esporulacion, que fue
reportado por varios investigadores, los cuales varian de acuerdo a la estacion (Bock, 1962),
Ward (1882), encontr6 que este periodo es de 12 a 16 dias; Mayne (1932), reporto para la
India, que el periodo de incubacién fue de 15 a 16 dias, Rayner (1961), concluyo que se
puede tomar hasta 5 semanas, mientras que Nutman y Robert (1963), informaron que el
tiempo fue de 21 dias, esto en discos de hojas de café, mantenidas en cAmaras himedas. Sin
embargo, en estudios recientes Herrera et al. (2009), reporta que individuos con resistencia
parcial exhiben un progreso lento (un retraso de hasta 5 meses en comparacion de variedades
susceptibles) con menos defoliacion. Entonces se podria considerar que este tiempo de
latencia varia de acuerdo con el tipo de resistencia que exhiben las plantas de café, la
ecologia (pisos altitudinales) y condiciones ambientales (temperatura, luz y humedad) de las

zonas productoras de café.
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La dispersion de las uredosporas ocurre en ambientes himedos y secos (Avelino y Rivas,
2013). En ambientes humedos, las esporas se dispersan a través de las salpicaduras por la
lluvia, sin embargo, excesivas cantidades de agua pueden causar lavado de uredosporas
(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; Schiber,
1970) e insectos (Nutman y Robert, 1970; Amante, 1971).

2.2.5 Variabilidad genética

Para realizar estudios de la variabilidad del hongo Hemileia vastatrix, se ha utilizado
aproximadamente 40 plantas diferenciales de café, que han sido desarrolladas en el CIFC,
que poseen entre uno y cinco genes de resistencia al patdgeno, y de acuerdo con este niUmero
de genes se clasifican 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 que son agentes
causantes de la enfermedad (Kilambo et al., 2013). En el afio 2000, en Brasil se identificaron
15 razas fisiologicas de la roya amarilla del cafe: I, 11, 111, VII, X, XIII, XV, XVI, XVII,
XXI1, XX, XXV, XXV, XXXI 'y XXXVII, pero la raza 11 seguia siendo la de mas amplia
distribucién (Zambolim et al., 2005; Cabral et al., 2009). En el 2007, Capucho et al. (2012)
recolectaron 64 muestras de roya del café en las diferentes regiones productoras de café en
Brasil, detectando la presencia de las razas I, 1, 111, XV, XXII y XXXIII de la roya amarilla
del café; sin embargo, la raza Il estuvo presente en 68,7% de las muestras, en tanto que las
razas I, I, XV y XXII estuvieron presentes en seis, cuatro, una y dos muestras
respectivamente. En Colombia, los estudios realizados en el afio 1983 reportaron a la raza |1
como responsable de la afectacion a la variedad Caturra. Cristancho et al. (2007) estima que
debe existir més de 10 razas aun no identificadas atacando variedades derivadas del Hibrido
de Timor los cuales no pueden ser idenficados por la falta de plantas diferenciales, ademas,
mencionan la existencia de las razas XXI1, XXV, XXIII, XVII y XXX. Estudios posteriores
realizados después de la severa epidemia entre 2008 y 2011, con pérdidas superiores al 30%
de la produccidn, para determinar si se presentaban nuevas razas de la enfermedad, reveld
que la raza 11 y sus derivados prevalecen en el pais (Castro et al., 2013; Cristancho et al.,
2007).
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En Venezuela parece encontrarse muy baja variabilidad del patdégeno, dado que se han
identificado las razas | y Il (Silva et al., 1997). La identificacion y caracterizacion
morfologica del patdgeno mediante el uso de cafetos diferenciales se va mostrandose
insuficientes para la identificacion de nuevas razas de Hemileia vastatrix. Cristancho
(2008), menciona la importancia del desarrollo de una técnica molecular para la
identificacion del hongo, debido al continuo desarrollo de nuevas razas, sin embargo, la
transferibilidad de los SSR de especies relacionadas de uredinales Puccinia coronata f. sp.
lolli and Melampsora linii a H. vastatrix resulto en un bajo nivel de transferibilidad y solo 4
de 25 marcadores pueden ser usados para identificacion genética. En estudios realizados por
Gouveia et al. (2005) demostraron la presencia de nuevas razas de roya de Colombia,
utilizando marcadores moleculares RAPDs, pero no pudieron asociar los patrones de bandas
obtenidos con el origen geografico de las razas, con su espectro de virulencia o con las razas
fisiologicas individuales. En estudios posteriores realizados en Brasil por Maia et al. (2013),
reporta que Hemileia vastatrix se comporta como una gran poblacion indiferenciada, con un
alto nivel de diversidad genetica, que no esta estructurado con relacion a su origen geogréafico
y hospedero. Sin embargo, Cabral et al. (2016), reporta un bajo nivel diversidad genética (h
=0.027) en la poblacién del hongo. Se conoce que el inoculo inicial de Hemileia vastatrix
es la raza 11, que esta ampliamente distribuida en todos los paises productores de café en el
mundo a partir del cual se generaron otras razas genéticamente diferentes (Zambolin et al.,
2005). La presion de seleccion provocada por el ambiente sobre el patdgeno acelero la
evolucion y la formacion de nuevas razas variantes (Varzea y Marques, 2005), este proceso
se acentlia mas en los lugares de uso continuo de fungicidas con principios activos similares
o0 iguales en las plantaciones a gran escala de genotipos de baja divergencia genética (Silva,
2000).

2.2.6 Region espaciadora interna transcrita del ARN ribosomal

El grupo de genes del rRNA esta presente en multiples copias, dispuestas en tandem en los
genomas de los hongos, lo que facilita la amplificacion del ADN de pequefas cantidades de
tejidos (Gardes et al., 1991). Los iniciadores de las regiones ITS se utilizan en zonas
conservadas de los genes del ARN ribosomal (18s, 5,8s y 28s) para amplificar las regiones

no codificantes entre ellos (Figura 7).
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Los estudios comparativos de las secuencias nucleotidicas de los genes del ARNribosomal
(rARN) provee un medio para el analisis de las relacidnes filogenéticas sobre un amplio
rango de niveles taxondmicos (Woese & Olsen 1986; Medlin et al., 1988). 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). Asimismo, se ha utilizado en estudios
de la diversidad genética del hongo basidiomiceto H. vastatrix realizados por Cristancho et
al. (2007) en Colombia y por Santana et al. (2007) en Brasil, determinando la existencia de

nuevas variantes del hongo.
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Figura7. Esquema de la disposicion del ADNr 18S, 5.8S y 28S
en tandem; ITS: espaciador transcribible interno.
Fuente: elaboracion propia.
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I11. MATERIALESY METODOS

3.1 Ubicacién del area de estudio.

Se utilizaron accesiones de café que fueron muestreados en fundos cafetaleros ubicados en
el distrito de Villa Rica de la Provincia de Oxapampa (Region Pasco), y en el distrito de
Quillabamba de la Provincia de la Convencion (Regién de Cuzco) (Figura 8). Las muestras

de roya amarilla también fueron muestreadas en estas dos zonas.
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Figura8. Mapa de ubicacidn de las zonas de procedencia de la roya amarilla en el Perd.
Fuente: elaboracién propia

3.2 Material bioldgico
3.2.1 Café (Coffea spp)

Se muestrearon hojas jovenes de café de 48 accesiones procedentes de las zonas de Villa

Rica (Region Pasco) y Quillabamba (Regién Cusco) (Cuadro 1). Se tomaron datos de la



resistencia y susceptibilidad a la roya amarilla manifestada por cada accesion en el campo,

informacion proporcionada por los agricultores.

Cuadro 1: Datos de pasaporte de cultivares de café procedentes de dos zonas productoras

de café en el Perd.

. . . Resistencia
Cédigo Fundo Zona Altitud Latitud Longitud Variedad* observada
(msnm) (S) (w)
en campo
B1 Brack VILLA RICA 1730 10.77195 | 75.26601 Bourbon Amarillo Susceptible
B3 Brack VILLA RICA 1731 10.77195 | 75.26601 Borbén Susceptible
B5 Brack VILLA RICA 1731 10.77195 | 75.26601 Typica Rojo Susceptible
B6 Brack VILLA RICA 1761 10.7725 75.265 Typica Amarilla Susceptible
B7 Brack VILLA RICA 1742 10.77284 | 75.26575 ND Susceptible
B8 Brack VILLA RICA 1705 10.77261 | 75.26827 Caturra Villa Sarchi Susceptible
B9 Brack VILLA RICA 1705 10.77261 | 75.26827 Caturra Susceptible
B10 Brack VILLA RICA 1531 10.78518 | 75.2665 Geisha 727 Susceptible
C6 Oconal VILLA RICA 1574 10.76537 | 75.26817 Caturra Susceptible
Cc7 Antaz VILLA RICA 1302 10.80508 | 75.28120 Typica Susceptible
Ql1l Paltaypampa QUILLABAMBA 2073 13.21229 | 72.61610 Typica Susceptible
QCC59 Primavera QUILLABAMBA 1414 12.80051 | 72.64277 Catimor Amarillo Resistente
QCC62 Cooperativa Aguilayoc VILLA RICA 1470 12.79173 | 72.63615 Caturra Amarilla Susceptible
QCC63 Cooperativa Aguilayoc QUILLABAMBA 1467 12.79168 | 72.633651 Bourbon Susceptible
QCF70 | Facultad agronomia UNSAAC | QUILLABAMBA 1002 12.85585 | 72.69325 Canephora Resistente
QCF71 | Facultad agronomia UNSAAC | QUILLABAMBA 1002 12.85585 | 72.69325 Canephora Resistente
QCR65 Yanai QUILLABAMBA 1528 12.88732 | 72.64793 Typica Roja Susceptible
QCR66 Yanai QUILLABAMBA 1527 12.88711 | 72.64789 Catimor Resistente
QCR67 Yanai QUILLABAMBA 1507 12.88784 | 72.64799 Catimor Resistente
QCR68 Yanai QUILLABAMBA 1532 12.88725 | 72.64701 Catimor Resistente
S3 Schuller VILLA RICA 1613 10.73015 | 75.26527 Typica Susceptible
Vi San Vicente VILLA RICA 1389 10.78869 | 75.06689 ND Susceptible
V2 San Vicente VILLA RICA 1446 10.79202 | 75.06797 ND Susceptible
V3 San Vicente VILLA RICA 1446 10.79202 | 75.06797 ND Susceptible
VCA12 Ave Fenix VILLA RICA 1545 10.77714 | 75.22498 Costa Rica 95 Resistente
VCA13 Ave Fenix VILLA RICA 1545 10.77714 | 75.22498 Limani Resistente
VCA15 Ave Fenix VILLA RICA 1558 10.7759 | 75.22379 Villa Sarchi Susceptible
VCA19 Ave Fenix VILLA RICA 1576 10.77763 | 75.22389 Catuai Susceptible
VCA20 Ave Fenix VILLA RICA 1576 10.77763 | 75.22389 Catuai Susceptible
VCB48 Santa Teresa VILLA RICA 1542 10.77822 | 75.26767 Pache Susceptible
VCB50 Santa Teresa VILLA RICA 1555 10.77822 | 75.26767 Bourbon Rojo Susceptible
VCB53 Santa Teresa VILLA RICA 1569 10.77822 | 75.26767 Catuai Susceptible
VCB57 Santa Teresa VILLA RICA 1576 10.77822 | 75.26767 Typica Susceptible
VCD29 Esperanza VILLA RICA 1546 10.74955 | 75.24068 Typica Susceptible
VCD30 Esperanza VILLA RICA 1546 10.74955 | 75.24068 Typica Susceptible
VCD32 Esperanza VILLA RICA 1546 10.74955 | 75.24068 Catimor Resistente
VCD34 Esperanza VILLA RICA 1546 10.74955 | 75.24068 Pache Susceptible
VCM10 Mayme VILLA RICA 1490 10.74416 | 75.23888 Typica Susceptible
VCM7 Mayme VILLA RICA 1490 10.74416 | 75.23888 Typica Susceptible
VCM9 Mayme VILLA RICA 1490 10.74416 | 75.23888 Typica Susceptible
VCR23 Roni VILLA RICA 1532 10.77822 | 75.22501 Caturra Susceptible
VCR24 Roni VILLA RICA 1532 10.77822 | 75.22501 Catimor Resistente
VCS2 Shuller VILLA RICA 1525 10.73257 | 75.26936 Typica Susceptible
VCS3 Shuller VILLA RICA 1520 10.73279 | 75.26911 Typica Susceptible
VCS5 Shuller VILLA RICA 1522 10.73239 | 75.26807 Typica Susceptible
VCS6 Shuller VILLA RICA 1472 10.73287 | 75.26633 Catimor Resistente
VCW46 Mundo Novo VILLA RICA 1392 10.77296 75.2524 ND Susceptible
Vo1l San Vicente VILLA RICA 1395 10.78876 | 75.06678 ND Susceptible

S = Sur; W = Oeste; ND = Nombre no definido
* El nombre de la variedad fue el indicado por el mismo agricultor.
** UNSAAC=Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco
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Para la evaluacion de los marcadores moleculares fueron seleccionados de las 48 accesiones
cuatro genotipos resistentes y cuatro genotipos susceptibles (Cuadro 2), Cada accesion fue
representada por un solo individuo debido al alto grado autogamia que presenta el café.

Cuadro 2: Descripcion general de los cafetos procedentes de dos zonas productoras de
café en el Per( utilizados en la evaluacion de marcadores moleculares

relacionados a la resistencia a la roya amarilla.

Lugar de Resistencia frente

Cadigo g . Variedad* a roya amarilla**
Procedencia

VCS6 Villa Rica Catimor
VCA12 Villa Rica Costa Rica Resistentes
VCR24 Villa Rica Catimor
QCF71 Quillabamba Robusta (Coffea canephora)
VCB48 Villa Rica Pache
VCB50 Villa Rica Borbon Rojo Susceptibles
QCcCe62 Quillabamba Caturra Amarillo
QCC63 Quillabamba Borb6n Amarillo

*variedad denominada por el caficultor;
**resistencia observada en el campo durante la colecta.

3.2.2 Roya (Hemileia vastatrix Berk & Broome)

Hojas con pustulas que mostraban presencia de esporas de H. vastatrix fueron recolectadas
en cinco fundos de la zona cafetalera de Quillabamba, (Region Cusco) y en siete fundos de
la zona cafetalera de Villa Rica (Region Pasco) (Tabla 3). Estas zonas se encuentran
distanciadas geograficamente (490 km) y estan consideradas dentro de las regiones

cafetaleras con mayor produccion de café en el Perd.

En cada fundo se colectaron 25 hojas de cafetos que presentaban abundantes pustulas de
roya amarilla de las “variedades Typica y Caturra”. Con la finalidad de obtener suficiente
concentracién de DNA y por el tipo de metodologia utilizada para el andlisis de la diversidad
del hongo se construyeron “Bulks” de esporas por cada fundo muestreado (Cuadro 3), una
ventaja del uso de técnicas como clonacion y secuenciacién, es la obtencidn de las secuencias
de los diferentes haplotipos presentes en cada bulk, esto se debe a la aceptacién de solo una

secuencia de ADN en el plasmido de la bacteria quimiocompetente durante la
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transformacion. Contrario a esta técnica, es el uso de marcadores moleculares neutrales los

cuales requieren del uso de aislados monopustulares.

Cuadro 3: Informacion georreferenciada de los fundos en los que se muestrearon las

pUstulas de Hemileia vastatrix de dos zonas cafetaleras del Peru y los bulks

generados.
Zona Altitud ) Longitud
Fundo Bulks Latitud (S)
Cafetalera (msnm) (W)
Cocla HVQO01 1033 12.86021 72.7005
Maranura HVQO02 1152 12.95125 72.66411
Quillabamba | Santa Beatriz HVQO03 1766 12.94241 72.64352
Santa Teresa HVQO04 1865 13.18405 72.6043
Centro Bayona HVQO05 2076 13.21229 72.61512
Brack HVV06 1537 10.78518 75.2665
Cruzeiro HVVO07 1478 10.7396 75.19847
Aréma de Montafia | HVV08 1633 10.71801 75.2713
Villa Rica Rosalia HVV09 1391 10.79966 75.30816
Clemencia HVV10 1549 10.71675 | 75.2686
Aicahuaman 1750 10.75821 75.29628
Marcelo Vvt 1776 10.75919 75.295
S =Sur
W= Oeste
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3.3 Metodologia

3.3.1 Identificacidn de la resistencia a la roya amarilla en los cafetos procedentes de

dos Regiones productoras de café en el Perd mediante el uso de marcadores

moleculares.

. Extraccion, calidad y cuantificacion del ADN genomico de café

La extraccion de ADN se desarroll6 mediante el protocolo Doyle y Doyle (1990), con
algunas modificaciones realizadas al momento de la extraccion (Anexo 1). La calidad
del ADN gendmico se evaluo por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1%
teflidas con GelRed (Biotium®), su visualizacion se realiz6 bajo luz UV. Asimismo,
se determind la concentracion del ADN por espectrofotometria y la pureza se
determino por la relacion de absorbancia 260/280 nanometros.

. Amplificacion de Marcadores Moleculares

La amplificiacién por PCR se realizd en un termociclador de Applied Biosystems
(Veriti 96®). Se utilizaron siete pares de iniciadores, seleccionados por estar

relacionados a la resistencia a roya amarilla del café (Cuadro 4).

Cuadro 4: Lista de los iniciadores asociados a regiones de DNA relacionados con la

resistencia a la roya amarilla del café.

Cebador Forward Reverse Tamf”.‘o de Referencia
amplificado

Alvarenga

CARF 005 GGACATCAACACCAACCTC | ATCCCTACCATCCACTTCAAC 400 pb o o00]

M19 CTCAAAGACAAGTGGTCTCG CGTTGGTTGCGATGCGAC 459 pb o ';'02'311

M20 GAATACGCGCTACACTATG CTCTTTCCTATGACGCTCG 208 pb o ';'02'%11

BA-124-12K-f TGATTTCGCTTGTTGTCGAG | TGCAGATTGATGGCACGTTA 320 pb ef:jkgghn
GCATACTAAGGAAATTATCTG Prakash

Sat 244 GCATGTGCTTTTTGATGTCGT ACTaCT 300 pb ot o011

sat 225 CATGCC ATC ATCAATTCCAT | TTACTGCTC ATCATTCCGCA 300 pb et'jj"ze(;gg
TTCTAAGTTGTTAAACGAGAC Herrera

sat 229 CoTTA TTCCTCCATGCCCATATTG 190 pb ot o 2009




e CARF 005

El marcador CARF 005 fue amplificado segin el procedimiento descrito por
Alvarenga et al. (2011) con algunas modificaciones. El volumen de amplificacion
fue de 10 uL conteniendo 15 ng de DNA gendmico, 0.8U de Taq DNA polimerasa
(GenBiotek), 1mM CIMgz, 0.24 mM de dNTPs, buffer de PCR 1X y 0.7 uM de

cada cebador.

El programa de amplificacion consistié en una primera fase de desnaturalizacion
inicial a 94°C por 3 minutos; seguida por una segunda fase de 5 ciclos con etapa de
desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, alineamiento desde 65°C hasta 60°C,
“touchdown PCR” (descendiendo 1°C por cada ciclo), por 20 segundos y etapa de
extension a 72°C por 20 segundos. La tercera fase fue de 30 ciclos con etapa de
desnaturalizacion inicial a 94°C por 1 minuto, alineamiento a 60°C por 20 segundos
y extension a 72°C por 40 segundos. Finalmente, una cuarta fase de extension final

a 72°C por 7 minutos.

e M19y M20

Los marcadores M 19 y M 20 fueron amplificados en un volumen de 10 uL
conteniendo buffer de PCR 1X, 1.25 mM de MgClz, 0.2 mM de dNTPs, 0.11 uM
de cada cebador, 1.5 U de Tag DNA polimerasa y 40 ng de DNA gendmico.

El programa de amplificacién consistié en una primera fase de desnaturalizacion
inicial a 94°C por 3 minutos; seguida por una segunda fase de 5 ciclos con etapa de
desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, etapa de alineamiento desde 62 °C hasta
58 °C, “touchdown PCR” (descendiendo 1 °C por cada ciclo), por 20 segundos y
etapa de extension a 72 °C por 1 minuto. La tercera fase fue de 28 ciclos la con
etapa de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 30 segundos, etapa de alineamiento a
58 °C por 30 segundos y etapa de extension a 72 °C por 1 minuto. Finalmente, una
cuarta fase de extension final a 72°C por 7 minutos (Diola et al. 2011). Se realizaron
modificaciones a estas condiciones iniciales de amplificacién; se incrementd el
tiempo de la desnaturalizacion (de 30 segundos a 1 minuto) para asegurar la

separacion completa de las cadenas complementarias. También, se probaron dos
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rangos de temperatura de alineamiento, de 50 °C a 45 °C y de 45 °C a 40 °C, con
el objetivo de facilitar la union de los cebadores a la cadena molde.

Asimismo, se modificaron las condiciones de la mezcla de reaccion, se incremento
la concentracion de MgCl, a 2.5 mM, del dNTPs a 0.3 mM, y la concentracion de

cada cebador a 0.4 uM, y taq polimerasa a 0.5 U.

Sat 244, BA-124-12K-f, Sat225 y Sat229

Los iniciadores Sat 244, BA-124-12K-f, Sat225 y Sat229 fueron amplificados en
un volumen final de 10 ul conteniendo buffer de PCR 1X, 2.5 mM de MgCl;, 0.3
mM de dNTPs, 0.4 uM de cada cebador, 0.5U de Tag DNA polimerasa y 60 ng de
DNA genomico (Combes et al., 2000).

El programa de amplificacion consistio en una primera fase de desnaturalizacion
inicial a 94°C por 4 minutos; seguida por una segunda fase de 6 ciclos con etapa de
desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, etapa de alineamiento desde 50°C hasta
45°C (para iniciadores Sat 244 y BA-124-12K-f) y desde 55 °C hasta 50°C (para
iniciadores Sat225 y Sat229,) “touchdown PCR” (descendiendo 1°C por cada
ciclo), por 1 minuto y etapa de extension a 72°C por 1.5 minutos. La tercera fase
fue de 30 ciclos con etapa de desnaturalizacion inicial a 94°C por 1 minuto, etapa
de alineamiento a 45°C por 1 minuto y etapa de extension a 72°C por 1.5 minutos.

Finalmente, una cuarta fase de extension final a 72°C por 8 minutos.

Los productos de amplificacion por PCR fueron separados en geles de agarosa al 2
% en tampon de corrida electroforética 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 coloc6 10 ul del producto
de amplificacion con 1.9 pl de tampodn de carga 10X (0.15% de azul de bromofenol.
0.15% de xilencianol, 0,2% de naranja G, tris borato EDTA 0.5X y sucrosa 60%) y
0.1 de gel red diluido 1:10 (Biotium). La visualizacion del gel de agarosa se realizé
bajo luz UV (UV SOLO TS imagen system). El peso molecular de los fragmentos
amplificados se estim¢ utilizando un marcador de peso molecular 100 pb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific®).
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3.3.2 Diversidad genética de la roya amarilla existente en las zonas cafetaleras de

Quillabamba y Villa Rica.

El anélisis de la diversidad de H. vastatrix se realizd mediante PCR y secuenciacion,
utilizando el par de iniciadores ITS1 e ITS4 de White et al. (1990). Para la obtencion y
analisis de las secuencias de ADN de la region ITS se realizo las siguientes etapas:

a. Extraccion, calidad y cuantificacion del ADN de roya amarilla

La extraccion de ADN de H. vastatrix se realizd6 mediante el protocolo descrito por
Cristancho et al., 2007 con algunas modificaciones (Anexo 2). Las uredosporas de cada
Bulk se depositaron en tubos de 1.5 ml, luego se adicioné 150 pL de buffer de lisis (50
mM de tris HCI pH 7,5; 50 mM de EDTA pH 8,0; 3% de SDS; 1 % de 3 Mercaptoetanol),
posteriormente se trituraron las uredosporas con ayuda de un pistilo de polipropileno
durante 30 a 45 minutos. La calidad del ADN se determind mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1 %. Como tampdn de corrida electroforética se utilizo 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 coloco 1 ul de ADN con 8.9 ul 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, 0.5 X de TBE y
sucrosa 60 por ciento) y 0.1 ul de gel red (Biotium®) diluido en agua libre de nucleasas
1:10. Su visualizacion se realizé bajo luz UV (UV SOLO TS imagen system®). Para
cuantificar la concentracion del ADN se utilizé el espectrofotometro Epoch (Biotek®),

determinando la absorbancia a 260 nm.

b. PCR y Secuenciacién

Para la secuenciacion del ADN de la Region ITS, se amplificaron por sextuplicado los 11
ADNs BULKSs de H. vastatrix con el par de iniciadores universales ITS1L e ITS4R
(White et al., 1990), tomando como referencia el protocolo descrito por Cristancho et al.
(2007). Para un volumen final 10 pL se utilizd, 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.4
UM de cada iniciador, 1 X Buffer de PCR, 1.25 Unidades de Taq DNA polimerasa
(GenBiotech) y 40 ng de ADN. EIl programa de amplificacion consistié de una etapa de
desnaturalizacion inicial con 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1,5
minutos, 60°C por 1 minuto y 72°C por 2 minutos y una extension final de 72°C por 5

minutos.
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Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en geles de agarosa
al 1%, la purificacion del fragmento de ADN de la Region ITS se realizd utilizando el
“QIAquick gel extraccion Kit” de QTAGEN segun las instrucciones del fabricante (Anexo
3). El producto de amplificacion purificado fue seguidamente ligado en el vector pGemT -
easy vector (Anexo 4). La introduccion del ADN plasmidico por transformacion se
realiz6 utilizando el pGem T-easy vector system Il Kit de Promega segin las
especificaciones del producto (Anexo 5), seguidamente se seleccionaron 10 colonias
blancas las cuales fueron sembradas en 5ml de medio LB que contenian 60 pg/ml de
ampicilina para luego ser incubadas a 37 °C por 24 horas. Se realiz6 la extraccion del
plasmido de E. coli conteniendo el fragmento de ADN de interés a partir de 5ml de cultivo
bacteriano (medio LB mas ampicilina 60 pug/ml ) empleando el protocolo Wizard®Plus
SV Minipreps DNA purification system de PROMEGA (Anexo 6), la confirmacion de la
presencia de la secuencia de ADN de la region ITS se realizd mediante digestion con Eco
RI1 y electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Anexo 7) y finalmente los plasmidos de 10
colonias que presentaron el inserto por cada Bulk de ADN fueron enviadas a secuenciar

a Gen Biotech (Argentina).

3.3.3 Analisis de datos

a. ldentificacion de la resistencia a la roya amarilla de los cafetos mediante el uso de

marcadores moleculares

El andlisis se realizé6 mediante la visualizacion en geles de agarosa de los patrones de
amplificacion de los marcadores moleculares asociados a la resistencia a roya amarilla
del café en genotipos de cafés resistentes y susceptibles, tomando en cuenta el tamafio de

los productos de amplificacion previamente reportados para cada marcador.

b. Diversidad genética de la roya amarilla existente en la zona cafetalera de

Quillabamba y Villa Rica

Para el andlisis de la diversidad de la roya amarilla de las zonas cafetaleras de
Quillabamba y Villa Rica, las secuencias de los ADNs de la region ITS (Espacio interno
transcribible del gen del ARN ribosomal 5.8S, espacio interno transcribible 2 y secuencia
incompleta del gen del ARN ribosomal 28S) fueron alineadas y editadas manualmente
con el programa CodonCode Aligner v 2.0.6. Para el analisis de las secuencias se

consideré como referencia las secuencias de la region ITS completa de H. vastatrix
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almacenadas en el GenBank (EF 394118 - EF394132). Las secuencias obtenidas fueron
alineadas utilizando el programa MAFFT implementado en la plataforma UGENE
(Golosova, et al., 2014).

Los analisis de la diversidad nucleotidica y Haplotipica (Nei, 1979), asi como el indice
de Tajima (Tajima, 1989), se realizaron con el programa DNAsp v 5.1 (Librado y Rozas,
2009).

La Diversidad haplotipica (Hd), esta expresada como la probabilidad de encontrar dos
haplotipos diferentes en la muestra. La ecuacion que permite estimar la diversidad

haplotipica (Hd) esta expresada por la siguiente formula:

Hd= ——(1 Zh: 2
_n—l( '1291')
=

Donde:

Hd: Diversidad haplotipica

n: NUmero de secuencias

h: Numero de haplotipos diferentes

pi: Frecuencia del haplotipo i.

La diversidad nucleotidica, mide el nimero promedio de nucleétidos diferentes por sitio
entre dos secuencias de ADN seleccionadas al azar (Nei and Li, 1979). Ello se expresa

por la siguiente ecuacion:

T = Z xix]'n'i]'
ij

Donde:

m: NUmero promedio de diferencias por sitios entre secuencias tomadas en pares

xi: Frecuencia de la secuencia i

Xj: Frecuencia de la secuencia j.

mij: es el nimero de diferencias de nucle6tidos por sitio de nucle6tidos entre la i-ésima y

las secuencias de j.
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La prueba D, examina el nimero de sitios de segregantes y el niumero medio de
diferencias de nucleétidos (m) entre dos secuencias en muestra al azar de n secuencias

de una poblacion. (Tajima, 1989).
Cuando:

D = 0; poblacion en equilibrio.
D < 0; exceso de haplotipos raros

D > 0; déficit de haplotipos raros

Para el determinar las semejanzas entre los haplotipos se construy6 una red utilizando el
algoritmo median Joining (MJ) (Bandelt et al. 1999) implementado en el programa
PopArt. Al analisis se afiadieron secuencias de las regiones ITS de dos poblaciones de
Hemileia vasatrix almacenadas en el GenBank, que corresponden a secuencias de H.
vastatrix colombianas reportadas por Cristancho et al., (2007) y a la raza 11 y XXII del

“Centro de Investigagao das Ferrugens do Cafeeiro” (CIFC).

Propuesta de una estrategia de mejoramiento genético para el cultivo de café en

base a los estudios moleculares realizados

Se realiz6 a partir de la informacion reportada de la diversidad del café en el Perd, asi
como, de la obtenida del analisis de la resistencia mediante el uso de marcadores
moleculares. Esta informacion fue complementada con los valores de diversidad genética

hallada en el estudio poblacional de la roya amarilla realizado.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Identificacion de la resistencia a la roya amarilla en los cafetos procedentes de

dos Regiones productoras de café en el Perd mediante el uso de marcadores

moleculares

4.1.1 Extraccion, calidad y cuantificacion del ADN gendmico de café

El uso de la metodologia del CTAB para la extraccion del ADN de hojas de café, permitio
la obtencion de ADNs de buena calidad (Figura 9), con concentraciones que estuvieron entre

500 ng y 1500 ng/uL y con una relacion de absorbancia entre 18-2.0 nm.
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Figura 9. Gel de agarosa al 1% mostrando fragmentos de ADN gendmico de café.



4.1.2 Amplificacion de Marcadores Moleculares

a. Marcador CARF 005

La amplificacién realizada con los cebadores del marcador CARF 005 produjo una banda
monomorfica de aproximadamente 440 pb que estuvo presente tanto en los cafetos
susceptibles como en resistentes (Figura 10). Este marcador, fue obtenido a partir de
etiquetas de secuencias expresadas (EST) del Proyecto Brasilero del Genoma del Café
(Alvarenga et al., 2010 y 2011), estéa asociado a un marco de lectura abierta (ORF) que
actua como un factor de resistencia presente en C. arabica. La presencia de dicho
marcador en cafetos susceptibles también fue observada por Alvarenga et al. (2011) en
un genotipo susceptible de Coffea dewevrei excelsa. Por lo tanto, es posible que el factor
de resistencia identificado por el marcador CARF 005 no esté otorgando la resistencia a
las variantes de roya presente en las zonas de Quillabamba y Villa Rica. Por lo tanto, este
marcador no podria ser usado en programas de mejoramiento genético contra la roya

amarilla del café en el Peru.

pb

VCF 71 (C. canephora) R

VCS 6 (Catimor)_R
VCA 12 (Costa Rica) R
VCR 24 (Catimor)_R
MP_100

VCB 48 (Pache) S
VCB 50 (Bourhdn)_S
VCB 50 (Bourhon)_S
QCC 63 (Bourbdn)_S

Figura 10. Gel de agarosa al 2% mostrando productos de amplificacion de
aproximadamente 440 pb, amplificados con el par de iniciadores CARF 005,
los cuales estuvieron presentes tanto en genotipos resistentes como en

susceptibles.

b. Marcadores M19y M20

Los marcadores M19 y M20 a pesar de haber sido probados en diferentes condiciones de

amplificacion en todos los casos no produjeron las bandas esperadas (Figura 11), sin
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embargo, ambos marcadores SCARs provenientes de marcadores AFLPs que fueron
desarrollados por Diola, (2011), se encuentran, equidistantes a 2.1 cM, flanqueando al
gen R de resistencia a la raza Il de la roya amarilla del café en derivados del Hibrido de
Timor UFV 427-15. Estudios de validacion de los marcadores M19 y M20 en una
poblacién de 47 genotipos procedentes del cruzamiento entre C. arabica variedad
“Bourbon Vermelho” y C. canephora variedad “Robusta” realizados por De Oliveira et
al. (2015), sugieren que la presencia del gen de resistencia a la raza 1l identificada por
Brito et al. (2010) y Diola et al. (2011), probablemente se encuentra solo en los derivados
del HDT UFV 427-15, y la transferencia de estos marcadores moleculares que estan
asociados al gen de resistencia a la raza Il de roya del café para su uso en MAS en otras
poblaciones es restringido. Los derivados del Hibrido de Timor son la principal fuente de
genes de resistencia a enfermedades, y son muy utilizados en programas de mejoramiento
genético del café (Setotaw et al. 2010). La no presencia de dichos marcadores determina
la ausencia del gen R de resistencia a la raza Il en los genotipos evaluados, y abre la
posibilidad de existencia de otros factores de resistencia, y que la raza Il reportada en el
Per( ya desde el afio 1979 no sea la causante de la epidemia iniciada en el afio 2013 que

ha provocado pérdidas hasta del 30% de la produccion.
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Figura 11. Gelde agarosa al 2% sin presencia de producto de amplificacion
para los iniciadores M19 y M20.
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c. Marcador Sat 244 y Marcador BA-124-12K-f

El marcador Sat 244 produjo dos bandas (Figura 12), de los cuales una es monomérfica
y estd presente en los genotipos susceptibles y resistentes y la otra heteromérfica
solamente para C. canephora. Todo lo contrario, el marcador BA-124-12K-f, no produjo
ninguna banda. Se conoce que ambos marcadores se caracterizan por segregar en
acoplamiento con el gen SH3, el cual es muy apreciado en los programas de mejoramiento
genético actuales, por ser un gen mayor presente en Coffea libérica y no en C. canephora
(Mabhe et al., 2008) (Gonzales et al., 2009). La finalidad de usar estos dos marcadores fue
evaluar la presencia de dicho gen en los cafetos analizados. En el presente trabajo todos
los genotipos amplificaron dos bandas y al parecer, ninguna esta relacionada a dicho
factor de resistencia, por el contrario, los fragmento amplificados fueron de mayor peso
molecular (350 y 380 pb) a excepcion de la muestra de C. canephora que amplificd una
banda de 290 pb. Por lo tanto, la ausencia de amplificados en nuestros genotipos tanto
resistentes como susceptibles se podria explicar, por la carencia del factor de resistencia
SH3. Unresultado muy similar también lo obtuvieron Gonzales et al. (2009), en genotipos

de Caturra, Bourbon, C. Canephora e Hibrido de Timor.
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Figura 12. Gelde agarosa al 2% mostrando bandas de ADN monomarficos de 380 pb tanto
en variedades resistentes como en susceptibles y una banda de ADN
heteromorfica de 290 pb solo para C. canephora. Amplificados con los
iniciadores SAT 244. Nomenclatura: R = Resistente, S = susceptible. MP =

Marcador de peso molecular.

39



d. Marcadores Sat 225 y Sat 229
Los marcadores microsatélites Sat 225 y Sat 229 amplificaron fragmentos con los pesos
esperados. Asi el marcador Sat 225 produjo bandas con polimorfismo que si permitieron
diferenciar genotipos resistentes de susceptibles (Figura 14); mientras que Sat 229
amplifico dos fragmentos monomorficos (Figura 13). Estudios realizados por Herrera et
al. (2009) y Romero et al. (2014) ubican a estos dos marcadores en regiones distintas en
el genoma del café, sugiriendo Herrera et al. (2009) que al menos dos locus con efectos
aditivos estarian involucrados en la resistencia a la enfermedad, sin embargo, ambos
marcadores estan relacionados a la resistencia parcial a la roya amarilla. Segin Van der
Vossen (2005), la resistencia parcial a diferencia de la vertical involucra un conjunto de
genes, que no son especificos para una raza particular de roya, y que para el caso del café

serian pocos los genes involucrados en este tipo de resistencia.

De acuerdo con el patron de amplificacion presentado por el marcador Sat 229, todos los
genotipos evaluados presentarian el factor de resistencia parcial, por lo tanto, no podria
ser utilizado para diferenciar genotipos resistentes de genotipos susceptibles. En estudios
realizados por Romero et al. (2014), sugieren que la presencia de la region QTL asociada
a resistencia a roya amarilla estaria presente solo en los derivados del Hibrido de Timor
particularmente en los derivados de CIFC 1343y CIFC 832/2, por lo que los marcadores
(SSR_SFCan022c, SSR_SFCanl05d, SSR_SFCanl05b, SSR_O5RM1 y Sat 229)

asociados a esta region QTL no podrian ser utilizados en otras poblaciones.

40



VCA 12 (CostaRica)_R

VCR 24 (Catimor)_R

QCF 71 (C. canephora)_R
VCB 48 ( Pache) S

VCBSO (Bourbdn) S

QCC 62 (Caturraamarilla)_S
QCC 63 (Bourbdn amarillo)_S

=
S
o
(=
=
5
o
w0
==

130pb
175pb

Figura 13. Gel de agarosa al 2% donde se observan bandas de ADN monomorficas
de 175 pb y 190 pb aproximadamente amplificados con los iniciadores
Sat 229. Nomenclatura: R = Resistente, S = susceptible. MP = Marcador

de peso molecular.

No obstante, el marcador Sat225 amplificO un patron diferente entre individuos
resistentes y susceptibles. Como se puede apreciar en la Figura 14, los cafetos resistentes
presentaron tres bandas cuyos pesos aproximados son 350, 380 y 400 pb, mientras que
los susceptibles son de 330, 380 y 390 pb. Ademas, la banda de 380 pb es compartida
entre resistentes y susceptibles. Sin embargo, la banda 350 pb esta presente solo en los
genotipos resistentes. Los individuos de C. canephora presentan también la banda de 350

pb, por lo tanto, dicho fragmento estaria identificando a los genotipos resistentes.
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Figura 14. Gel de agarosa al 2% donde se observa bandas de ADN de 350 pb y 400 pb que
caracterizan a las variedades resistentes y bandas de ADN de 330 pb y 390 pb
para las variedades susceptibles, amplificadas con los iniciadores Sat225.
Nomenclatura: R = Resistente, S = susceptible. MP = Marcador de peso

molecular

El marcador Sat225 fue evaluado en toda la poblacion (Figura 15); 10 genotipos de las
variedades Catimor, Limani, Costa Rica 95 y de C. canephora, amplificaron el fragmento
de 350 pb evidenciando el patron de resistencia; los restantes 38 genotipos de las
variedades principalmente Typica, Caturra, Bourbon, Villa Sarchi, Geisha, Catuai y
Pache mostraron el patrén de susceptibilidad (Cuadro 5). De acuerdo con estos resultados
el marcador Sat225 tiene alta frecuencia en las variedades consideradas resistentes del

Per(, similar a Herrera et al., (2009) quien reporta una alta frecuencia de este marcador

en las resistentes.
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Figura 15. Gel de agarosa al 2%, en los que se muestran los fragmentos amplificados con

el marcador Sat225 en una poblacion de 25 accesiones de cafetos peruanos.
R = Resistente, S = susceptible. MP = Marcador de peso molecular

(continuacion).
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Cuadro 5: Distribucion de los alelos del marcador Sat 225 en una poblacion de 25

accesiones de cafetos de las zonas cafetaleras de Quillabamba y Villa Rica.

Codigo | Alelol | Alelo2 | Alelo3 | Alelo4 | Alelo5 |\Variedad* Resistencia seg i
B1 390 pb 380 pb 330 pb | Bourbon Amarillo Susceptible
B3 390 pb 380 pb 330 pb | Borb6n Susceptible
B5 390 pb 380 pb 330 pb | Typica Rojo Susceptible
B6 390 pb 380 pb 330 pb | Typica Amarilla Susceptible
B7 390 pb 380 pb 330pb | ND Susceptible
B8 390 pb 380 pb 330 pb | Caturra Villa Sarchi Susceptible
B9 390 pb 380 pb 330 pb | Caturra Susceptible
B10 390 pb 380 pb 330 pb | Geisha 727 Susceptible
c6 390 pb 380 pb 330 pb | Caturra Susceptible
c7 390 pb 380 pb 330pb | Typica Susceptible

Qi1 390 pb 380 pb 330pb | Typica Susceptible

QCcs9 390 pb 380 pb 330pb | Catimor Amarillo Susceptible

Qcce62 390 pb 380 pb 330 pb | Caturra Amarilla Susceptible

Qcce3 390 pb 380 pb 330 pb | Bourbon Susceptible

QCF70 350 pb Robusta Resistente

QCF71 350 pb Robusta Resistente

QCR65 390 pb 380 pb 330 pb | Typica Roja Susceptible

QCR66 400 pb 380 pb 350 pb Catimor Resistente

QCR67 400 pb 380 pb 350 pb Catimor Resistente

QCR68 400 pb 380 pb 350 pb Catimor Resistente
s3 390 pb 380 pb 330pb | Typica Susceptible
V1 390 pb 380 pb 330 pb ND Susceptible
V2 390 pb 380 pb 330 pb ND Susceptible
V3 390 pb 380 pb 330 pb ND Susceptible

VCA12 400 pb 380 pb 350 pb Costa Rica 95 Resistente

VCA13 400 pb 380 pb 350 pb Limani Resistente

VCA15 390 pb 380 pb 330 pb | Villa Sarchi Susceptible

VCA19 390 pb 380 pb 330 pb Catuai Susceptible

VCA20 390 pb 380 pb 330 pb Catuai Susceptible

VCB48 390 pb 380 pb 330 pb Pache Susceptible

VCB50 390 pb 380 pb 330 pb Bourbon Rojo Susceptible

VCB53 390 pb 380 pb 330 pb | Catuai Susceptible

VCB57 390 pb 380 pb 330pb | Typica Susceptible

VCD29 390 pb 380 pb 330pb | Typica Susceptible

VCD30 390 pb 380 pb 330pb | Typica Susceptible

VCD32 390 pb 380 pb 330pb | Catimor Susceptible

VCD34 390 pb 380 pb 330pb | Pache Susceptible

VCM10 390 pb 380 pb 330pb | Typica Susceptible

vVcem7 390 pb 380 pb 330pb | Typica Susceptible

VCcM9 390 pb 380 pb 330pb | Typica Susceptible

VCR23 390 pb 380 pb 330pb | Caturra Susceptible

VCR24 400 pb 380 pb 350 pb Catimor Resistente

VCSs2 390 pb 380 pb 330pb | Typica Susceptible
VCs3 400pb 380 pb 350pb Typica Resistente
VCS5 390 pb 380 pb 330pb | Typica Susceptible
VCs6 400 pb 380 pb 350 pb Catimor Resistente
VCW4a6 390 pb 380 pb 330pb | ND Susceptible
Vo1l 390 pb 380 pb 330pb | ND Susceptible




4.2 Diversidad genética de la roya amarilla existente en la zona cafetalera de
Quillabamba y Villa Rica.

4.2.1 Extraccion, calidad y cuantificacion del ADN de la roya amarilla

La extraccion del ADN utilizando el protocolo descrito por Cristancho et al. (2007) con
modificaciones, permitio la obtencion de ADN de buena calidad (Figura 16) con valores de
concentracion entre 267.5 ng/ul y 1342.5 ng/ul y con una relacion de absorbancia entre
260/280 entre 2.13 - 2.22 (Anexo 8)

Figura 16. Gel de agarosa al 1% mostrando fragmentos de ADN del genoma de Hemileia
vastatrix.
4.2.2 PCR y Secuenciacion

El producto de amplificacién que se obtuvo a partir del ADN genémico de la roya amarilla
mediante amplificacion con los iniciadores ITS tuvo tamafios de 1100 pb aproximadamente

como se observa en la Figura 17.
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Figura 17. Gel de agarosa al 1% mostrando la region ITS (fragmento de ADN de interés).

La verificacion del inserto dentro del plasmido de la bacteria se realizd mediante dos
técnicas, una por amplificacion utilizando el iniciador M13 (Figura 18) y la segunda se
efectud utilizando enzimas de restriccion Eco RI (Figura 19), de las 110 colonias de color

blanco seleccionadas solo 106 colonias presentaron el ADN plasmidico con el fragmento de
interés.
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Figura 18. Gel de agarosa al 1.5% mostrando fragmentos de ADN de interés con
aproximadamente 1100 pb que corresponden a la region ITS de H. vastatrix,
ademas se muestras los controles positivos y negativos.
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Figura 19. Gel de agarosa al 1.5% mostrando 2 fragmentos de ADN de aproximadamente
700 y 400 pb respectivamente (ADN de interés), que corresponden a la region
ITS, que representa una region de reconocimiento para la enzima de digestion
Eco RI.

4.2.3 Andlisis de la diversidad genética

a. Andlisis de la diversidad genética de dos poblaciones de roya.

A partir de las muestras de H. vastatrix colectadas en los fundos de Quillabamba (Cinco
fundos) y de Villa Rica (Siete fundos) se obtuvieron 106 secuencias de ADN de la region

ITS de Hemileia vastatrix. Las longitudes de las secuencias se encontraron entre el rango
de 910 pb y 918 pb.

Del alineamiento de estas secuencias se obtuvieron 921 sitios alineados, de los cuales 21
resultaron ser gaps (inserciones o deleciones). Asimismo, se encontrd6 101 sitios

polimdrficos, con 11 posiciones parsimoniosas informativas (Cuadro 6).
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Cuadro 6: Valores de los parametros obtenidos sobre las medidas descriptivas de la variabilidad de las secuencias de la regién ITS para las zonas

productoras de Quillabamba y Villa Rica

A Numero de NUmero de Diversidad Numer_o de Diversidad de - . Sitios Slngleton . POSICIO".IES
Distritos . - - . Haplotipos . Indice de Tajima (D) . variable informativas
secuencias nucleotidos Nucleotidica (Pi) haplotipos (Hd) variables - - .
(H) sites parsimoniosas
Quillabamba 49 919 0.00540 +/- 0.00038 38 0.977 +/-0.012 -2.35287 P <0.01 66 57 9
Villa Rica 57 921 0.00293 +/- 0.00026 36 0.934 +/-0.024 -6.09578 P <0.01 47 42 5
Quillabamba -VillaRica 106 921 0.00409 +/- 0.00024 68 0.953 +/-0.014 -2.66315 P <0.001 101 90 11

Perd-Colombia-Portugal 121 921 0.00351 +/- 0.00022 73 0.951 +/-0.013 -2.72541 P <0.001 103 92 11




Entre las dos zonas cafetaleras se hall6 un total de 68 haplotipos con una diversidad
haplotipica (Hd = 0.953 +/- 0.014) y nucleotidica (Pi = de 0.00409 +/- 0.00024); con 62
haplotipos con secuencias Unicas y 6 haplotipos conformados por més de dos secuencias
(Cuadro 7). Los haplotipos Hap_4, Hap_8, Hap_36 y Hap_21, que se encontraron en
mayor frecuencia, se podrian considerar como los ancestrales (Figura 20); ademas, éstos
se encuentran distribuidos en ambas zonas cafetaleras, a donde debieron haber llegado en
tiempos diferentes adaptdndose a las condiciones ambientales de cada zona. Los
haplotipos Hap_4 y Hap_36 son mas frecuentes en Villa Rica; mientras que, Hap_8 y
Hap_21 son més frecuentes en Quillabamba. Esta distribucion de los ancestrales en las
dos zonas obedece a la teoria genética de coalescencia observada también por Santana et
al. (2007) en poblaciones de este hongo en Brasil.

Del anélisis de las poblaciones de H. vastatrix de Quillabamba y Villa Rica, se ha
determinado que la mayor diversidad genética se encuentra en la zona cafetalera de
Quillabamba, porque presenta los valores de diversidad nucleotidica y haplotipica méas
altos (Cuadro 6).

Al no observarse en la red haplotipica de la Figura 20, nodos exclusivos por region
geogréfica, se estaria evidenciando una poblacion de H. vastatrix grande e indiferenciada,
que pudo haberse generado por el flujo de las esporas entre ambas zonas, favorecido por
el movimiento de personas, semillas y/o plantas infectadas. Estos resultados son similares
a los obtenidos por Cabral et al. (2016) en Brasil, quienes no observan una estructuracion
de la poblacion de H. vastatrix respecto a su origen, hospedero ni razas fisiologicas; sin
embargo, la diversidad genética fue relativamente menor a la hallada en el presente
trabajo. No obstante, Maia et al. (2013) también en Brasil, obtuvieron resultados similares
al presente trabajo, a través del estudio de 91 aislados del hongo, proponiendo que H.
vastatrix se comporta como una gran poblacién indiferenciada con una alta diversidad
genotipica, y de igual forma, sin estructuracion con respecto a su origen geografico y de
hospedero. Por lo tanto, la falta de estructuracion de las dos poblaciones de H. vastarix

por regiones podria explicarse por la dispersién del hongo a grandes distancias.

La prueba de neutralidad de Tajima se realiz6 para las poblaciones de H. vastatrix de
Villa Rica (D=-2.50181; P<0.001), Quillabamba (D=-2.35287; P<0.001), asi como, de

ambas zonas juntas (D=-2.66315; P<0.001). Estos valores menores a 0 indican que las
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poblaciones del hongo se encuentran en proceso de expansion. Ademas, éstas se habrian
originado a partir de pocos genotipos que fueron introducidos recientemente, o serian los
descendientes de la raza Il, la cual, segun Scheiber y Zentmyer (1984), existe desde el
afio 1979 en el Pert. También, estos valores negativos de D de Tajima explicarian la
presencia en la red haplotipica de un elevado nimero de haplotipos Gnicos que vienen
incrementando la variabilidad, y que es el resultado de un crecimiento acelerado de la
poblacién. Por lo tanto, se refleja el estado de la poblacion de H. vastatrix y se estaria
demostrando que el origen de la epidemia de roya amarilla del café en el Perl que se
inicio en el afio 2013 fue a partir de pocos individuos. Sin embargo, no se ha podido
establecer un efecto de la altitud sobre el nivel del mar en la poblacion, puesto que el
valor negativo de la prueba de Tajima indicaria que aun no es evidente la existencia de

un proceso seleccion.

Los mecanismos que conducen al incremento de la variabilidad y la creacion de nuevas
razas de H. vastatrix no se conocen. Por lo tanto, se podria considerar a las mutaciones
espontaneas como el principal mecanismo responsable de la creacion de variabilidad en
el hongo, principalmente en las épocas de mayor incidencia de la enfermedad. Ademas,
se debe sumar la presion de seleccion ejercida por el medio ambiente; al respecto, en
Brasil, Varzea y Marques (2005) consideran que la presencia de genes de resistencia de
algunas variedades en el hospedero, incrementan el nimero de mutantes virulentos en la
poblacion. Otro factor que podria explicar el surgimiento frecuente y rapido de nuevas
variantes es la criptosexualidad (Carvalho et al., 2011), la cual podria estar jugando un

papel importante en la generacion de variabilidad genética de H. vastatrix.
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Cuadro 7: Informacion de los haplotipos, su frecuencia dentro de las diferentes zonas de

origen y las secuencias que lo conforman.

Haplotipos | Frecuencia VIiDlllztnbumc’)n Secuencias
Quillabamba Rica Colombia CIFC
Hap_1 1 1 0 0 0 HVQ 1.1
Hap_2 2 2 0 0 0 HVQ_1.2; HVQ 15
Hap_3 1 1 0 0 0 HVQ 1.3
HVQ_1.4; HVQ 2.4; HVQ 2.10; HVQ 3.3;
HVQ 3.5; HVQ 3.10; HVQ 5.9; HVV 6.3;
Hap_4 23 7 13 b2 | vtz B Toa BV 108 KV 108
HVV_10.8; HVV_11.11; HVV_11.5; HVV_11.6;
Racell-1126; HVV_11.9; raceXXI1-535; CT_2_N
Hap_5 1 1 0 0 0 HVQ 1.6
Hap_6 1 1 0 0 0 HVQ 1.7
Hap_7 1 1 0 0 0 HVQ 1.8
HVQ_1.9; HVQ_1.10; HVQ 2.2; HVQ_2.7;
Hap_8 9 5 4 0 0 HVQ_3.1; HVV_6.6; HVV_8.3; HVV_8.8;
HVV_8.10
Hap_9 1 1 0 0 0 HVQ 2.1
Hap_10 1 1 0 0 0 HVQ 2.5
Hap_11 1 1 0 0 0 HVQ 2.6
Hap_12 1 1 0 0 0 HVQ 2.8
Hap_13 1 1 0 0 0 HVQ_2.9
Hap_14 1 1 0 0 0 HVQ 3.2
Hap_15 1 1 0 0 0 HVQ 3.4
Hap_16 1 1 0 0 0 HVQ_3.6
Hap_17 1 1 0 0 0 HVQ 3.7
Hap_18 2 1 0 1 0 HVQ_3.8; VColPal_2
Hap_19 1 1 0 0 0 HVQ_3.9
Hap_20 1 1 0 0 0 Bulk_4.1
Hap_21 6 5 1 3 0 Bulk_4.6; Hc\:/TQIH,?k;S1 ;HC\?_/{ﬁ; CT_12 v;
Hap_22 1 1 0 0 0 Bulk_4.10
Hap_23 1 1 0 0 0 Bulk_4.2
Hap_24 1 1 0 0 0 Bulk_4.4
Hap_25 1 1 0 0 0 Bulk_4.5
Hap_26 1 1 0 0 0 Bulk_4.9
Hap_27 1 1 0 0 0 Bulk_4.7
Hap_28 1 1 0 0 0 Bulk_4.3
Hap_29 1 1 0 0 0 Bulk_4.8
Hap_30 1 1 0 0 0 HVQ 5.1
Hap_31 1 1 0 0 0 HVQ 5.2
Hap_32 1 1 0 0 0 HVQ 5.3
Hap_33 1 1 0 0 0 HVQ 5.4
Hap_34 2 1 1 0 0 HVQ 5.5; HVV_11.3
Hap_35 1 1 0 0 0 HVQ 5.7
HVQ_5.8; HVV_6.2; HVV_8.1; HVV_8.2;
Hap_36 10 1 7 2 0 HVV_8.4; HVV_8.6; HVV 8.7, HVV_11.8;
CTInNa2; CT_13 v
Hap_37 1 1 0 0 0 HVQ_5.10
Hap_38 1 0 1 0 0 HVV_6.1
Hap_39 1 0 1 0 0 HVV_6.4
Hap_40 1 0 1 0 0 HVV_6.5




Cuadro 7: Informacion de los haplotipos, su frecuencia dentro de las diferentes zonas de

origen y las secuencias que lo conforman. (Continuacion).

Haplotipos | Frecuencia - - Dist_ribucién - Secuencias
Quillabamba | VillaRica | Colombia | CIFC
Hap_41 1 0 1 0 0 HVV_6.7
Hap_42 1 0 1 0 0 HVV_6.8
Hap_43 1 0 1 0 0 HVV_6.10
Hap_44 1 0 1 0 0 HVV_7.1
Hap_45 1 0 1 0 0 HVV_7.2
Hap_46 1 0 1 0 0 HVV_7.3
Hap_47 1 0 1 0 0 HVV_7.4
Hap_48 1 0 1 0 0 HVV_7.5
Hap_49 1 0 1 0 0 HVV_7.6
Hap_50 1 0 1 0 0 HVV_7.7
Hap_51 1 0 1 0 0 HVV 7.9
[Hap_52 1 0 1 0 0 HVV_7.10
Hap_53 1 0 1 0 0 HVV_9.5
Hap_54 1 0 1 0 0 HVV_9.6
Hap_55 1 0 1 0 0 HVV_9.7
Hap_56 1 0 1 0 0 HVV_9.9
Hap_57 1 0 1 0 0 HVV_9.10
Hap_58 1 0 1 0 0 HVV_10.1
Hap_59 1 0 1 0 0 HVV_10.5
Hap_60 1 0 1 0 0 HVV_10.6
Hap_61 1 0 1 0 0 HVV_10.10
Hap_62 1 0 1 0 0 HVV_10.7
Hap_63 1 0 1 0 0 HVV_10.3
Hap_64 1 0 1 0 0 HVV_11.10
Hap_65 1 0 1 0 0 HVV_11.1
Hap_66 1 0 1 0 0 HVV_11.2
Hap_67 1 0 1 0 0 HVV_11.4
Hap_68 1 0 1 0 0 HVV_11.7
Hap_69 1 0 0 1 0 CTSol_1
Hap_70 2 0 0 1 1 CTInNa3; RaceXXII-637
Hap_71 1 0 0 1 0 CT_18 N
Hap_72 1 0 0 1 0 CT 28 v
Hap_73 1 0 0 1 0 CT-9-8

Hap: haplotipo

HVQ: Corresponde a la codificacion de las muestras de roya amarilla que proceden de la zona cafetalera de
Quillabamaba (H: Hemileia; V: vastatrix; Q: Quillabamba).

HVV: Corresponde a la codificacion de las muestras de roya amarilla que proceden de la zona cafetalera de
Villa Rica (H: Hemileia; V: vastatrix; V: Villa Rica).

CT: corresponden a muestras de roya amarilla de Colombia

Race XXI1y Race Il: muestras que corresponden al CIFC
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Figura 20. Red haplotipica con el método de union por la mediana (Median-Joinig) de 68 haplotipos
detectados para laregion ITS de Hemileia vastatrix de las zonas cafetaleras de Quillabamba
y Villa Rica. Los circulos representan un Unico haplotipo, el tamafio de los circulos es
proporcional al nimero de secuencias que posee un haplotipo, eventos de mutaciones
simples estan indicados por lineas transversales y los haplotipos perdidos o0 no muestreados
estan representados por nodos de color negro.



b. Andlisis de la diversidad genética de la roya peruana, colombiana y del CIF

Al andlisis de las secuencias ITS de las poblaciones de H. vastatrix peruanas se incluyeron
15 secuencias de ADN de la region ITS del hongo que se encuentran almacenadas en el
GenBank, de las cuales 12 corresponden a H. vastatrix colombianas y tres a las del CIFC,
estas ultimas son haplotipos de la raza Il y XXII (Figura 21). En dicho anélisis se hallaron
un total de 73 haplotipos, de los cuales 65 fueron Gnicos (no presentaron repeticiones).
Ademas, se evidencid que el haplotipo Hap_4 contiene a la raza Il y XXII; se encuentra
en mayor frecuencia y esta distribuida en todas las zonas estudiadas (siete secuencias de
Quillabamba, 13 de Villa Rica, uno de Colombia y dos de CIFC). Por lo tanto, a partir de
este haplotipo ancestral, se podria suponer, que surgieron los demas, corroborando lo
planteado por Zambolim et al. (2005) en Brasil, quien sugiere que a partir de la raza Il
surgieron las demas razas; y es la predominante en América Latina (Cristancho et al.,
2007). Asi mismo, se observa que los haplotipos Hap_36 y Hap_21 presentes en
Colombia, Villa Rica y Quillabamba, son nodos que aparecieron en momentos
posteriores. Ademas, el haplotipo Hap_8 se encuentra presente solamente en Quillabamba
y Villa Rica, el cual luego de ingresar o surgir en el Pert se pudo adaptar mejor a las
condiciones ambientales de las zonas cafetaleras peruanas. De acuerdo con lo observado
en los principales nodos, en los cuales es reiterativa la presencia de secuencias de H.
vastatrix colombianas y peruanas, se podria sugerir que en el Perd y Colombia la
enfermedad pudo provenir de la misma zona llegando con cuatro afios de diferencia
(Scheiber y Zentmyer, 1984; Buritica, 2010) Ademas, en la red no se observan nodos por
origen de procedencia, lo que estaria indicando que las secuencias de H. vastatrix
colombianas son similares a las secuencias de las peruanas. Existen reportes de estudios
que se realizaron a inicios de 1970, que le atribuyen al viento un rol muy importante en
la diseminacion de la enfermedad. Martines et al. (1975) comprobaron la presencia de
uredosporas a mas de 1000 m de altura con una buena viabilidad de germinacion,
asimismo la dispersion por el viento fue sugerida como la causa de introduccion y rapida
diseminacion del hongo a Sudamérica (Bowden et al., 1971); también se mencionan otros
medios de dispersion de la enfermedad, por ejemplo la introduccion de la enfermedad a
Brasil a través de plantas procedentes de Africa, por personas (trabajadores migrantes) y
por semillas (Schieber, 1972), por lo tanto, la dispersion antropogénica pudo tener un rol

muy importante en la llegada del hongo al Perd.
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Basados en el anélisis de poblaciones del hongo de las regiones estudiadas, se podrian
generar tres hipotesis acerca del origen de la epidemia de roya amarilla del café surgida
en el afio 2013 en el Perd. La primera postularia que existio la introduccion de una nueva
raza de H. vastatrix al Perd, la cual provino de la Raza 11, y debi6 adaptarse rapidamente
a las condiciones ambientales de las zonas cafetaleras, que se encuentran en altitudes
superiores a los 1000 msnm. Ademas, por la mayor frecuencia observada de los
principales haplotipos ancestrales en Villa Rica debi6é llegar antes a esta zona que a
Quillabamba; sin embargo, en la red haplotipica existen mas de un nodo principal consi-
derados como ancestrales (Hap_4, Hap_8, Hap_21 y Hap_36). Estos cuatro haplotipos
debieron llegar de una manera progresiva y en un corto periodo de tiempo al Per(. Asi
mismo, el haplotipo Hap_4 que corresponde a la raza Il, esta en mayor frecuencia en
ambas zonas cafetaleras e incluyen en su conformacion a la secuencia CT_2N

colombiana.

La segunda hipotesis postularia que hubo una evolucion de la poblacion de H. vastatrix a
partir de la raza Il, generandose una variante capaz de infectar a los cafetos de altura; sin
embargo, de acuerdo a lo observado en la red haplotipica (Figura 21), debieron formarse
de manera casi simultanea al menos 4 variantes las que corresponden a los haplotipos
ancestrales; no obstante, en dos de ellos (Hap_4 y Hap_36) se encuentran secuencias tanto
de Colombia como de Peru, las cuales debieron generarse simultaneamente en ambos
paises o de lo contrario pudieron haber sido introducidos desde el Perd, lo cual es una
posibilidad poco probable considerando que existen controles sobre el movimiento de

todo material vegetal (Cristancho et al., 2007).

La tercera hipoOtesis, apunta a los cambios en las condiciones climéticas que habrian
favorecido la reproduccion del hongo y su expansion hacia las zonas por encima de los
1000 msnm. Esta hipdtesis se sustenta con lo observado en la red haplotipica (Figura 21),
en la cual, se han formado 4 nodos correspondientes a los haplotipos ancestrales (Hap_4,
Hap_8, Hap_21 y Hap_36), posiblemente existentes desde hace afios atras, porque se
encuentran en ambas zonas cafetaleras peruanas y estan en proceso de expansion.
Ademas, el haplotipo de mayor frecuencia es Hap_4 que corresponde a la raza 11, la cual
existe desde el afio 1979 en el Peru. Esta hipétesis, es similar a la que propusieron,
Cristancho et al. (2012) en Colombia para el origen de la epidemia de roya del café

ocurrido en el afio 2008 y que afect6 los cafetos colombianos sobre los 1400 msnm.
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Mediante el andlisis de la diversidad genética de Hemileia vastatrix a través de la
secuenciacion de la region ITS, se determind que los valores de diversidad haplotipica
para las zonas cafetaleras de Quillabamba y Villa Rica del Peru fueron altos (0.934 +/-
0.024 y 0.977 +/- 0.012 respectivamente); no obstante, la diversidad nucleotidica fue baja
(0.00293 +/- 0.00026 y 0.00540 +/- 0.00038, respectivamente). Sin embargo, la mayor
diversidad de H. vastatrix se encuentra en la zona cafetalera de Quillabamba. Entre las
dos zonas evaluadas se ha encontrado una poblacion grande no diferenciada por zona de
procedencia, y sus haplotipos son similares a los de Colombia. Las secuencias de las razas
I1'y XXII almacenadas en el GenBank que corresponden al haplotipo Hap_4, se
encuentran tanto en Quillabamba como en Villa Rica. Ademas, se proponen tres hipétesis

para explicar el incremento de la intensidad de la roya en el Perd.
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Figura 21. Red haplotipica por el método de union por la mediana (Median-Joinig) de 73 haplotipos detectados para la region ITS de
Hemileia vastatrix de Quillabamba, Villa Rica, Colombia y del CIFC. Los circulos representan un unico haplotipo, el tamafio
de los circulos es proporcional al nimero de secuencias que posee un haplotipo, eventos de mutaciones simples estan indicados
por lineas transversales y los haplotipos no muestreados estan representados por nodos de color negro.



4.3 Estrategia para el mejoramiento genético en café en base a estudios moleculares

La eleccion de la estrategia de mejoramiento genético a ser utilizada en un cultivo dependera
de muchos factores, entre los que se encuentran, el tipo de reproduccion de la planta, la
variabilidad del cultivo y el acervo genético que servirad de fuente de genes. Para el caso del
mejoramiento a patdgenos, también, es necesario el conocimiento de la biologia del
patdgeno, como su fisiologia; y en la poblacion, la variacion y distribucion de las frecuencias
génicas, con la finalidad de predecir los cambios evolutivos que puedan acontecer. El
Mejoramiento genético del café contra la roya amarilla en el Per( presenta notables
dificultades, sumada a la baja variabilidad genética en los cultivares (Palomino et al., 2014),
muy poco se ha estudiado respecto a la poblacion del hongo.

Sin embargo, por estudios realizados en los diferentes paises productores a nivel mundial se
ha logrado establecer que la resistencia del café a H. vastatrix es de tipo vertical (Prakash,
2004). Por lo tanto, los factores de resistencia genética presentes en el café se ajustan al
modelo propuesto por Flor (1954) que consiste en la interaccion gen por gen. Los estudios
moleculares realizados segun este modelo plantean que los patégenos producen moléculas
elicitoras, producidas a partir de genes de avirulencia, que son reconocidas por receptores
especificos en la planta, productos de genes de resistencia. Cuando el receptor de la célula
de una planta reconoce el elicitor del patdgeno, se activa una respuesta hipersensitiva que
ocasiona la muerte de la célula infectada, impidiendo de esta manera la colonizacion del
patdgeno. Las mutaciones de avirulencia hacia virulencia que ocurren en el patdgeno
producen la modificacion del elicitor que ocasiona el no reconocimiento por el receptor del
hospedador. Bajo este modelo, el quiebre de la resistencia es debido al incremento en la
poblacion del patdogeno de la frecuencia de la cepa que alberga la mutacion.
Consecuentemente, los mutantes virulentos se propagan porque el sistema de defensa del
hospedero no se activd lo suficientemente temprano para prevenir la infeccion y la

reproduccion del patégeno.

De acuerdo con los estudios poblacionales de Hemileia vastatrix realizados en las dos
regiones cafetaleras del Per(, se ha obtenido, un indice de Tajima negativo, el que se puede
interpretar que la poblacidn esta atravesando un crecimiento acelerado a partir de un namero
pequefio de genotipos, es decir, desarrollo de una gran poblacién que parte de un fenémeno
de cuello de botella y se expande rapidamente, sin que se manifieste algin proceso de

seleccion. Este resultado, reafirma lo observado en la red haplotipica, en la cual se aprecia
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un elevado numero de haplotipos con mutaciones simples (Figura 20). Ademas, en dicha red
se puede observar que los haplotipos ancestrales que existen en Quillabamba son los mismos
de Villa Rica, por lo tanto, la roya amarilla del café entre estas dos zonas estaria
comportandose como una Unica poblacion. En este contexto, frente al desarrollo poblacional
mostrado por H. vastatrix, se espera que la diversidad genética de la poblacién se incremente
en los posteriores afios. Las nuevas variantes que se evidencia con la elevada diversidad
haplotipica mostrada, puede tener su origen en las mutaciones generadas aleatoriamente. Sin
embargo, no se descarta también el incremento de la diversidad genética por la presencia de
una reproduccion mixta (Criptosexualidad) en las poblaciones de H. vastatrix.

La presencia del haplotipo que corresponde a la raza Il de la roya amarilla tanto en
Quillabamba como en Villa Rica concuerdan con las observaciones realizadas en Colombia
y Brasil reafirmando su persistente presencia en el continente americano, y hace suponer que
las variantes existentes derivan de esta. Ademas, se debe considerar que la seleccion es la
principal fuerza que genera cambios en la frecuencia de alelos mutantes; por lo tanto, la
fuerza de la seleccion direccional que ocurre cuando se enfrenta a una resistencia mayor y
que estd ampliamente distribuida sobre una gran area geogréfica, dirigira el incremento de
la frecuencia del mutante virulento que ha perdido el elicitor (alelo a virulento), provocando
el quiebre de esta resistencia mayor. Esto ocurre en agroecosistemas que estan basados en
monocultivos y con excesiva uniformidad genética como la existente en el café y sus

variedades resistentes a la roya amarilla.

Por lo tanto, de acuerdo a la forma como se viene comportando la poblacion de la roya
amarilla y la elevada homogeneidad genética de las variedades de cafetos, sumada al tipo de
resistencia de genes mayores que se ha podido encontrar contra la roya amarilla; se debe
buscar un método de mejoramiento que consista en una resistencia duradera que acumule un
namero grande de genes de resistencia de diferentes fuentes, como la piramidacion de genes
mayores, o0 la formacion de variedades compuestos que estaria conformado por lineas que
contengan diferentes factores de resistencia. Para este tipo de patdgeno, estas estrategias de
mejoramiento asegurarian variedades que contengan mas tiempo de vigencia, ya que con un
mayor nimero de genes de resistencia presentes en una variedad disminuiria la probabilidad

del quiebre de la resistencia por parte del patdgeno.
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En un esquema de piramidacion de genes, la estrategia es acumular en un solo genotipo
muchos genes que fueron identificados en diferentes padres. El uso de marcadores
moleculares de ADN facilitaria la seleccién de la progenie con las caracteristicas deseadas

en cada generacion, incrementando la velocidad del proceso de piramidacion.

El Hibrido de Timor (HDT) es la principal fuente de genes de resistencia a la roya amarilla
del café que ha sido utilizada por programas de mejoramiento genético de diferentes paises
productores. La resistencia a la roya amarilla del café es controlada por genes mayores
denominados SH (Prakash et al., 2004; Silva et al., 2006). Los HDT llevan los factores SH5,
6, 7, 8 y 9y Catimor SH5, 6, 7, 8 y 9+ (Varzea y Marques 2005). De acuerdo con las razas
de H. vastatrix que podrian estar presentes en las dos zonas cafetaleras estudiadas y por lo
reportado por Bettencourt et al. (1968), los genotipos resistentes de café evaluados podrian
tener factores de resistencia SH 7, 8, 9 o algun factor SH adicional aun no identificado, que
estaria confiriendo resistencia a las razas I1 y XXII y a las variantes de H. vastatrix presentes

tanto en zonas cafetaleras de Quillabamba como de Villa Rica.

Ademas, se recomendaria el uso como progenitor susceptible al cultivar Caturra o Typica
por presentar la caracteristica de alta calidad de taza que caracteriza al café peruano, y por
ser las variedades mas cultivadas en el Per (95 %) (JNC, 2014). El siguiente esquema
(Figura 22) involucra cruces simultaneos de padres recurrentes (RP1) con varios padres
donantes, seguido de retrocruzamientos hasta la generacion BC3. La poblacion retrocruzada
con genes individuales son entrecruzados entre si para obtener lineas piramidadas que

presentaran resistencia durable y de amplio espectro a la enfermedad.
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Bourbon (SH5) x  HDT (SH5,6,7,8,9) Bourbon (SH5) x Coffea liberica (SH3)

| |

F1 x RP1 F1 x RP1
| |
BCIF1 x RP1 BCIF1 x RP1
| |
BCdF1 (SH5,6,7,8,9) X BCAF1 (SHS5, SH3)
BCdF2

BCdF1 (SH3, SH5,6,7,8,9, ?)

Figura 22. Esquema de retrocruza para piramidacion de genes. Fuente: Joshi and Nayak.
(2008)
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V. CONCLUSIONES

e Del andlisis de los siete marcadores moleculares asociados a la resistencia a la roya
amarilla del café, se sugiere la presencia de los factores de resistencia SH7, 8, 9 u otro
factor SH adicional aun no identificado, el cual estaria confiriendo resistencia a la raza Il,
XXIl 'y a otras variantes de H. vastatrix, que estan presentes tanto en Quillabamba como

en Villa Rica.

e De acuerdo con los marcadores moleculares probados se descarta la presencia del factor

de resistencia SH3 en este grupo de genotipos analizados.

e El Hongo Hemileia vastatrix presentd una alta diversidad genética, sin embargo, en las
zonas cafetaleras de Quillabamba y Villa Rica fueron hallados haplotipos de Colombia y

de las razas Il y XXI|I.

e Como resultado del analisis sobre la diversidad genética de los cafetos, las fuentes de
resistencia a la roya amarilla presentes en las zonas estudiadas, sumada al analisis
genético poblacional de H. vastatrix; se propone como estrategia de mejoramiento
genético del café en el Perq, el utilizar la piramidacion de genes o la generacion de

variedades compuestas.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de la evolucion de las poblaciones de Hemileia vastatrix en las
principales zonas cafetaleras del pais.

Considerar la busqueda e introgresion de nuevas fuentes de resistencia en variedades de
café utilizados en el Peru.

Identificar marcadores moleculares relacionados a la resistencia del café a la roya
amarilla, mediante técnicas genomicas que analicen una gran cantidad de genes.
Identificar y caracterizar cafetos con resistencia a la roya amarilla, utilizando caracteres
agrondmicos, morfoldgicos, Bioquimicos para y calidad de tasa para la generacion de

poblaciones segregantes con resistencia a roya amarilla.
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X. ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo de extraccion de ADN, empleando el método de CTAB de Doyle y

10.

11.

12.

13.

Doyle (1990).

Sumergir las muestras de hojas de café en un mortero con nitrégeno liquido y pulverizar
con ayuda de un pilén, ambos morteros y pilones deben estar previamente enfriados con
nitrogeno liquido.

Transferir el material pulverizado a un tubo eppendorf de 2 ml, y agregar 700 ul de
CTAB 2X - buffer de lisis y 2 uL de B-mercaptoetanol.

Homogenizar las muestras por inversion y posteriormente incubar a 65 °C durante 45
minutos, agitandose cada 15 minutos.

Después de la incubacion, dejar enfriar el tubo a temperatura ambiente por 5 minutos y
luego se agregar 700 ul de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1), y mezclar
suavemente por inversion. Luego centrifugar a 14000 rpm durante diez minutos.
Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo 2 ml.

Agregar 700ul de buffer CTAB 10X y homogenizar por inversion.

Luego afadir 700 ul de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1). Homogenizar y
centrifugar a 14000 rpm por diez minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 ml.

Luego, afiadir 500 ul de isopropanol frio y mezclar suavemente hasta ver la medusa de
ADN.

Almacenar las muestras a -20 °C por un periodo de 60 minutos. Luego centrifugar a
14000 rpm por 20 minutos.

Posteriormente eliminar el sobrenadante, dejando secar el tubo. Lavar el precipitado dos
veces el primero con 700 ul de etanol 70 % y el segundo con 700 ul de etanol absoluto
centrifugar las muestras a 14000 rpm por 10 y 5 minutos, respectivamente.

Descartar el etanol y dejar que el precipitado seque a temperatura ambiente durante toda
la noche.

Finalmente, resuspender el precipitado dependiendo de su tamafio, en 50-100 ul de TE.



ANEXO 2. Protocolo de extraccion del ADN de Hemileia vastatrix segun Cristancho et

10.

11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.

al., (2007).

Depositar las uredinosporas de cada aislamiento de roya en tubos Eppendorf de 1.5 ml.
Adicionar 150uL de buffer de lisis (50mM de tris HCI pH 7,5; 50mM de EDTA pH 8,0;
3% de SDS; 1% de Mercaptoetanol) y macerar la solucién con un micromortero hasta
fraccionarlas.

Destapar el tubo Eppendorf e introducir en un horno microondas, al nivel maximo de
poder, durante 18-20s, luego de 13-15s y por Gltimo de 8-10s, tener cuidado que no
presente ebullicion.

Adicionar 450uL de buffer SDS.

Mezclar e incubar en bafio maria a 80°C durante 10 minutos.

Enfriar los tubos a una temperatura de 50°C, para luego agregar 10uL de proteinasa K
(0, 5mg.mL-1).

Agitar en VVortex e incubar a 50°C durante 30min.

Agregar 700uL de Fenol: Cloroformo: Isoamilalcohol (25: 24: 1), y mezclar suavemente
hasta obtener una emulsion.

Centrifugar a 10.000rpm durante 10 minutos.

Transferir el sobrenadante a otro tubo y adicionar el mismo volumen de Cloroformo:
alcohol Isoamilalcohol (24:1).

Mezclar suavemente y centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos; repetir dos veces este
procedimiento.

Tranferir el sobrenadante a otro tubo y adicionar dos volimenes de isopropanol frio.
Almacenar a -20 °C para precipitar durante 24 horas.

Centrifugar a 10.000 rpm durante 5 minutos y descartar el sobrenadante cuidando de no
eliminar los Pellet de ADN.

Lavar los pellets de ADN con 480 uL de etanol al 70 % y 120 uL de NaCl 5 M.

Secar a temperatura ambiente y resuspender en 40, 50 y 60 pL de buffer TE.

Adicionar 1uL de RNAsa A e incubar a 30°C por 30 minutos.

Finalmente, para desactivar la enzima se incubar a 65°C por 10 minutos.
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ANEXO 3. Protocolo de purificacion de “QIAquick gel extraccion Kit” de QTAGEN.

1.

10.

11.
12.
13.

Cortar el fragmento de ADN con un bisturi estéril, cuidando de no exponer mucho
tiempo las muestras a la luz ultravioleta para evitar que se degraden.

Colocarlo en un tubo para microcentrifuga de 2 mL y determinar el peso de la agarosa
para lo cual previamente se debe determinar el peso del tubo. Afiadir 3 volimenes del
buffer QG por cada volumen del gel de agarosa al 1 % (100 mg ~ 100 uL). La cantidad
maxima de agarosa que puede ser procesada en cada columna QIAquick es de 400 mg.
Para mayores cantidades de agarosa emplear mas de una columna.

Incubar a 50 °C por 10 minutos (o hasta que se disuelva la agarosa). Mezclar con un
vortex cada 2 minutos y medio.

Cuando se haya disuelto la agarosa, verificar que el color de la mezcla sea amarillo. Si
estuviese de color anaranjado o violeta, afiadir 10 uL de acetato de sodio 3 M pH 5.0y
mezclar.

Afadir 1 volumen de isopropanol y mezclar.

Colocar la columna QlAquick en el tubo de 2 mL que viene en el Kit.

Afadir la muestra a la columna y centrifugar por 1 minuto a mas de 10000 g (14000 rpm
en un centrifuga Eppendorf 5415C). El volumen maximo del recipiente es de 800 uL
por lo que para volumenes de muestras mayores hay que centrifugar varias veces.
Descartar lo eluido y colocar la columna en el mismo tubo de 2 mL.

Afadir 0.5 mL del Buffer QG a la columna y centrifugar por 1 minuto a méas de 10000
g.

Lavar con 0.75 del Buffer PE (al cual previamente se le afiadido etanol absoluto) a la
columna. Dejar que la columna repose por 3 minutos. Centrifugar por 1 minuto a mas
de 10000 g.

Descartar lo eluido y centrifugar la columna por 1 minuto a mas de 10000 g.

Colocar la columna en un tubo estéril para microcentrifuga de 1.5 mL.

Para eluir afadir 30 uL del buffer EB al centro de la membrana, dejar reposar la columna
por 1 minuto y centrifugar por un minuto a mas de 10000 g. Se recupera un 80 % de la

cantidad de ADN que habia originalmente.
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ANEXO 4. Protocolo de Ligacién del producto de PCR en el vector pGemT-Easy vector.

Los productos de PCR no deben de tener méas de un dia porque de lo contrario los extremos

3’ Adenina podrian degradarse.

Para calcular la cantidad de producto de PCR a utilizarse se emplea la siguiente formula:

ng del vector x kb tamafio del inserto x relacién molar del inserto: vector = ng del inserto

kb tamanio del vector

1. Centrifugar brevemente el pPGEM®-T or pPGEM®-T Easy Vector and Control Insert

DNA para colectar el contenido en el fondo del tubo.

2. Realizar la reaccion de ligamiento como se describe abajo:

Nota: usar tubos de a.5 ml que se conocen tienen baja capacidad de union del ADN, vortex

vigorasomanete el buffer 2X rapid ligation antes de cada uso.

Standard Positive Background
Reaction Component Reaction Control Control
2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 5ul 5ul 5ul
pGEM®-T or pGEM®-T Easy Vector (50ng) 1ul 1ul 1ul
PCR product Xpl* - -
Control Insert DNA - 2ul -
T4 DNA Ligase (3 Weiss units/pl) 1l 1l 1l
nuclease-free water to a final volume of 10pul 10pul 10pl

*Molar ratio of PCR product:vector may require optimization.

3. Incubar la mezcla de reaccion a 4 °C hasta el siguiente dia (~ 14 horas).
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ANEXO 5. Clonacion del fragmento de ADN de la region ITS.

8.

9.

Descongelar 100 pL de células ultra competentes.

Agregar al vial de las células 2uL de la reaccion de ligamiento y mezclar suavemente.
Incubar la mezcla en hielo por 30 minutos.

Posteriormente realizar un choque térmico de 50 segundos a 42 °C.

Inmediatamente después colocar el vial con células ultracompetentes transformadas en

hielo durante 2 minutos y adicionar 250 uL de medio SOC.

Incubar el vial conteniendo las células ultra competentes transformadas y el medio SOC

a una temperatura de 37° C a 225 rpm durante 1 hora.

Una vez transcurrido este tiempo, verter y espacir el contenido del vial en placas petry

conteniendo medio LB, X-Gal, IPTG y ampicilina.
Incubar las placas petry toda la noche (14 horas aproximadamente) a 37° C.

Seleccionar solo colonias blancas, que son las colonias que presentan el inserto.

10. Sembrar cada colonia blanca en 5ml de medio LB conteniendo 5ug/ml de ampicilina.

11. Incubar a 37 °C por 24 horas.

ElI IPTG es un inductor artificial del gen lacZ (determinante del B—galactosidasa) el cual se

encuentra dentro del sitio de clonamiento del pGem T Easy vector por lo tanto cuando el gen

lacZ permanece intacto (ausencia del inserto en el sitio de clonamiento), el sustrato

cromogeno del X-gal es escindido por accion de la B—galactosidasa y su degradacion

produce coloracion azul de las colonias, de otro lado, cuando la presencia del inserto inactiva

el gen lacZ las colonias presentan una coloracién blanca.
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ANEXO 6. Protocolo de purificacion del Kit Wizard® SV Genomic DNA Purification Kit
de Promega.

Componentes del producto:

e 20ml Cell Resuspension Solution (CRA)
e 20ml Cell Lysis Solution (CLA)

e 30ml Neutralization Solution (NSB)

e 20ml Column Wash Solution (CWA)

e 50 Wizard® SV Minicolumns

e 50 Collection Tubes (2ml)

e 550ul Alkaline Protease Solution

e 13ml Nuclease-Free Water

Materiales de laboratorio:

e Medio LB que contiene antibioticos

e Etanol (95%)

e Microcentrifuga capaz de 14.000 x g

e Tubos de microcentrifuga estériles de 1,5 ml

e Centrifuga capaz de 10.000 x g

Protocolo:

1. Cosechar 1-5ml (plasmido de alto nidmero de copias) o 10ml (plasmido de bajo
namero de copias) del cultivo bacteriano por centrifugacion durante 5 minutos a
10.000 x g en una centrifuga de mesa. Eliminar el sobrenadante e invertir el tubo

sobre papel toalla para eliminar el exceso de medios.

2. Anadir 250 pl de Solucion de Resuspension Celular y resuspender completamente el
sedimento celular agitando con vortex o pipeteando. Es esencial resuspender

completamente las células.
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3. Anadir 250 pl de solucion de lisis celular y mezclar mediante la inversion 4 veces
(no vortice). Incubar hasta que la célula en suspensibn desaparesca

(aproximadamente 1-5 minutos).

Nota: Es importante observar la limpieza parcial del lisado antes de proceder a la
adicion de la solucién alcalina Solucién de proteasa (etapa 4); no incubar mas de 5

minutos.

4. Anadir 10 pl de Solucion de Proteasa Alcalina y mezclar invirtiendo el tubo 4 veces.

Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

5. Agregue 350 pl de Solucion de Neutralizacion y mezcle inmediatamente invirtiendo

el tubo 4 veces.

6. Centrifugar el lisado bacteriano a velocidad maxima (alrededor de 14.000 xg) en una

microcentrifuga durante 10 minutos a temperatura ambiente.

7. Centrifugar a velocidad axima durante 10 inutos.

Union del ADN plasmidico:
8. Insertar el spin colunm dentro del tubo colector
9. Decantar el lisado claro dentro de la columna

10. Centrifufgar a maxima velocidad por 1 minuto a temperatura ambiente, descartar el

sobrenadante y reinsertar la columna dentro del tubo colector

Lavado:

11. Adadir 750 ul de Wash solution (previamente se haya afiadido etanol), centrifugar a
méaxima velocidad por 1 minuto, descartar el sobrenandante y reinsertar la columna

en el tubo.
12. Repetir el paso 11. Con 250 ul de wash solution

13. Centrifugar a maxima velocidad por 2 minutos a temperatura ambiente
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Elucién:

14. Transferir la columna a un tibo esteril de 1.5 ml, teniendo cuidado de no transferir

cualquier solucién de lavado en la columna.

15. Afadir 100 ul de agua libre de nucleasas a la columna. Centrifugar a velocidad

maxima por 1 minuto a temperatura ambiente.

16. Descartar la columna y almacenar a -20 °C 0 menos.

Overnignt culture

? Centrifuge.

Aemove cuffure media.
Hesuspend celis.

Lyze colle.

Meutralize.

- Clear ly=zats by
centrifugation

neart column in
Caollection Tube
Tram=fer clearsd

— | Iyzate and bind ObA.

Wash, remowving

eolution by
‘-‘F cantrifugation

Elute plasmid OMA

Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification System
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ANEXO 7. Protocolo de digestion del plasmido bacteriano

1. Preparar la siguiente mezcla de reaccion para la digestion.

2.

Mapa del pGEM®-T Easy Vector y Zona de reconocimiento de las enzimas de

Reactivo Cantida_c! por Conce_ntracic')n
reaccion final
Agua destilada 8.50 - X pL
EcoRINEBuffer 10 X 1.00 pL 1X
EcoRI 20 U/uL 0.50 pL 10U
ADN plasmido (1 ug) X L
Total 10 uL

Incubar a 37 °C durante toda la noche

restriccion

Xmnl 2009
7l
Scal 1890 Nael 2707 [ [ 14 52"
\ Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZI 31
Ncol 37
Amer Est.IZI 4§
ot 4
pGEM®-T Easy lacz L Sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXI 118 &
Nsil 127 §'
141
T spe g
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ANEXO 8. Concentracién del ADN de roya amarilla en ng/uL

Codigode | - contracion | A260 | A280 | 260/280 | 260/230
ADN Roya
HVQL.1 689.2 13,784 | 6.232 221 1,88
HVQ1.2 689.2 3.645 | 1.802 2.02 0.96
HVQ2.1 2675 5349 | 2563 2.09 121
HVQ2.2 560.1 11.202 | 5.205 2.15 172
HVQ3.1 7238 14.475 | 6.558 221 2
HVQ3.2 694.6 13.893 | 6.245 222 2.06
HVQ3.3 13425 26.85 | 12344 | 218 2.06
HVQ3.4 966.1 10322 | 8.74 221 1.97
HVQ3.5 10375 20.749 | 9.387 221 201
HVQ3.6 334.6 6.693 | 3.194 21 124
HVQ3.7 1020.1 20403 | 9.225 221 2.05
HVQ3.8 1078 2156 | 9.871 218 2
HVQ3.9 1190.3 23807 | 11.225 | 212 1.81
HVQ3.10 999.9 10.999 | 9.01 222 1.92
HVQ3.11 628.9 12578 | 5.825 216 1.86
HVQ3.12 869.3 17.387 | 7.856 221 2.02
HVQ3.13 741.9 14839 | 6.729 221 2
HVQa4 813.7 16.274 | 7.405 22 1.88
HVQ5.1 802.7 16.054 | 7.323 2.19 1.77
HVQ5.2 214.4 4288 | 1.97 2.18 1.16
HVQ5.3 465.8 9.317 | 4.275 218 141
HVV6 533 10.66 | 4.963 2.15 1.61
HVV7 542.2 10844 | 4994 | 217 1.76
HVV8.1 586.8 11.736 | 5.476 2.14 1.59
HVV8.2 994.4 10887 | 8954 | 222 2
HVV9 825.5 16.509 | 7.585 218 1.78
HVV10.1 586.1 11.721 | 5.462 2.15 2.15
HVV10.2 697.5 13951 | 6.444 | 216 1.73
HVV11 602.2 12.044 | 5.666 213 1.59
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ANEXO 9. Diferencias en secuencias de la region ITS de los 73 haplotipos de H. vastatrix,
los cuales proceden del andlisis de las secuencias de Quillabamba, Villa Rica,
Colombia y CIFC.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
GIA|T|T|G|G|A|T |T |T|T|T|T|T

@ |~

1 2 3 4 5 6
Hap 1 |G|A|A|A|T|T
Hap_ 2 |. [. |. [ . [ |10
Hap 3 |. [. |[. [ . [ |. [A]l.|. |. |C
Hap 4
Hap 5
Hap 6 |. |[.
Hap 7 |. |C
Hap_8
Hap 9 |. [. . [. [. [. [|.
Hap 10|. [. . [. . [ /AL |- [
Hap 11(. [. . [ . [ - {01 lce
Hap_12]|.
Hap_13].
Hap 14|.
Hap_15].
Hap_16|.
Hap_17].
Hap_18 .
Hap 19|.
Hap 20| .
Hap 21|.
Hap 22(. |. |. |. |. [. [. . (. |- |. |. |. [|.
Hap 23(. |. |. [T |. [. [. |[. . |. |. |. |. |G
Hap 24|.
Hap 25|.
Hap 26| .
Hap 27|. . . . . [ |-l e
Hap 28|. [. |. |- . [ |- |- - -0t IA
Hap 29|. . |. [ |. [ |- |- - 101
Hap 30|. [. |[. [. . [C|. |. |- |- |- |- |.1].1]¢€
Hap 31].
Hap 32|. |. |.
Hap 33|. |. |G
Hap 34|A|. |. |. |.
Hap 35|. |. |. |. |C
Hap 36| .
Hap 37(. [. |[. . [. [ |- |- |- |- |- 1 1.
Hap 38|. [. [. [. [. [ |- |- |- - |- IAL ]
Hap 39 ). [. |[. . [ [ |- |- |- -1 1 1 1c¢
Hap 40| .
Hap 41(. |. [. . |- |- |- |- |- |-
Hap 42|. |. |. |. |. |. |. [.|. |C
Hap 43].
Hap_44|.
Hap 45(. [. [. [. [ . |- |- |-
Hap 46|. [. |. |. |. |. |. [. |G]|. [|.
Hap 47(. |. |. |. |. |- |. |.|.|. |C
Hap 48 ].
Hap 49].
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ANEXO 9. Diferencias en secuencias de la region ITS de los 73 haplotipos de H. vastatrix,
los cuales proceden del andlisis de las secuencias de Quillabamba, Villa Rica,

Colombia y CIFC (Continuacidn).

22 23 24 25 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44
Hap 1 |T [T |C|T T|ITIT|T|T|T|A|JA|T[A]|T AlA AT
Hap_2
Hap_3
Hap 4
Hap 5
Hap 6
Hap_7
Hap_8
Hap 9 |.
Hap_10].
Hap_11].
Hap_12]|.
Hap_13]|.
Hap 14|.
Hap_15].
Hap_16|.
Hap_17]|.
Hap_18 .
Hap 19| C
Hap 20| .
Hap 21|.
Hap 22|.
Hap 23|.
Hap 24 |.
Hap 25|.
Hap 26| .
Hap 27|. |.
Hap 28|. |C
Hap_29]|.
Hap_30].
Hap 31].
Hap_32].
Hap 33].
Hap 34]|.
Hap 35].
Hap 36 .
Hap 37].
Hap 38| .
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Hap 40| .
Hap_41].
Hap 42 ]|.
Hap 43].
Hap_44|.
Hap_45].
Hap 46| .
Hap_47|.
Hap 48] .
Hap 49].

_|
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ANEXO 9. Diferencias en secuencias de la region ITS de los 73 haplotipos de H. vastatrix,
los cuales proceden del andlisis de las secuencias de Quillabamba, Villa Rica,

Colombia y CIFC (Continuacidn).

45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
Hap 1 |T |[CIA|TI|ITIAJA|G|C|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|G|T|T
Hap 2 (. [. . . . [ |- |- |- |- |- |- 11 1. 1. 1. |C
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Hap 4
Hap 5 |. |. [ . | o
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Hap 7 (. [. . . |- [ |- |- |- |- 111011 1 | | IA
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Hap 16(. . |[. [. . [. |- |- |- |- |- |- |- |- |- | 1. 1. /1.
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Hap 24(. |. |[. |. |. |. |. |.
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Hap_27]|.
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ANEXO 9. Diferencias en secuencias de la region ITS de los 73 haplotipos de H. vastatrix,
los cuales proceden del andlisis de las secuencias de Quillabamba, Villa Rica,

Colombia y CIFC (Continuacidn).

67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88
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ANEXO 9. Diferencias en secuencias de la region ITS de los 73 haplotipos de H. vastatrix,
los cuales proceden del andlisis de las secuencias de Quillabamba, Villa Rica,

Colombia y CIFC (Continuacidn).

89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103
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ANEXO 9. Diferencias en secuencias de la region ITS de los 73 haplotipos de H. vastatrix,
los cuales proceden del andlisis de las secuencias de Quillabamba, Villa Rica,

Colombia y CIFC (Continuacidn).

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
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@ |~

1 2 3
Hap 1 [G|A A
Hap 50| .
Hap_51].
Hap_52]|.
Hap 53|.
Hap 54|. |.
Hap 55|. |G
Hap 56 |. [. . [ . [ |- |- o e
Hap 57(. [. |. [ . [ |- {01 1c
Hap 58| .
Hap 59| .
Hap 60 | .
Hap_61].
Hap_62|.
Hap 63| .
Hap 64 |.
Hap 65| .
Hap 66 | .
Hap 67 |.
Hap 68 | .
Hap 69| .
Hap 70|.
Hap 71(. |. |. |. |. [. |- (. (. |- |. . |. |.|. 1.
Hap 72 . [. |. [ . [ |- -1 1111161
Hap 73|. |. |. [ . |- |- |- |- 111 1 1.1G6]6G

92



ANEXO 9. Diferencias en secuencias de la region ITS de los 73 haplotipos de H. vastatrix,
los cuales proceden del andlisis de las secuencias de Quillabamba, Villa Rica,

Colombia y CIFC (Continuacidn).
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ANEXO 9. Diferencias en secuencias de la region ITS de los 73 haplotipos de H. vastatrix,
los cuales proceden del andlisis de las secuencias de Quillabamba, Villa Rica,

Colombia y CIFC (Continuacidn).
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Hap 1 |[T |[CIA|T|TIAJA|G|C|T|T|T|T|T|T|T|T|T|T|G|T|T
Hap 50| .
Hap_51].
Hap_52]|.
Hap 53|.
Hap 54(. . . |. . [ |- |- |- |- |- 1 101010111 |
Hap 55(. . |[. [. |- [ |- |- |- |- |- |- |- 00 0 1- 1 1 1. 1. 1€
Hap 56|. |. |. |. . . [ |- 1T . |- [ | 0 IAL. 1. 1. 1. 1.1c
Hap_57|.
Hap 58| .
Hap 59| .
Hap 60 | .
Hap_61].
Hap_62 | .
Hap 63| .
Hap 64|. |. [. |. . [ |- |- |- 1 o0t
Hap 65(. . . |. . [. . |- |- |- |- |- |- |.|.1|. |C
Hap 66(. |[. [. |. |. |G
Hap 67| C
Hap 68(. |[. [. |. |. |. |. |. |.
Hap 69(. [. |[. [. |. |. |. |. |T
Hap 70(. . . [. {. [. |- |- |- |- |- |- |- |. [.
Hap 71(. [. |[. [. {. [. |. |- T |. |.|.|.|. [|A
Hap 72 . |. |. . . |- |- |- -1 11 11
Hap 73|. |. |. . |. |- |. |- . 1. 1G]. |G]|G

94



ANEXO 9. Diferencias en secuencias de la region ITS de los 73 haplotipos de H. vastatrix,
los cuales proceden del andlisis de las secuencias de Quillabamba, Villa Rica,

Colombia y CIFC (Continuacidn).
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Hap 1 |[A|JA|G|T|A|T|T|A|T|C|T|T G|A|T |A|T |[A]A G
Hap 50| .
Hap_51].
Hap 52 (. |. [. |. |. . |. . [|.
Hap 53(. |. |[. |[. |. |. |. |. [C|. |. |.
Hap 54|. |. . |[. |. |- |. |- |. . 1.1]¢€
Hap 55|.
Hap 56 | .
Hap_57|.
Hap 58| .
Hap 59| .
Hap 60 | .
Hap_61].
Hap_62 | .
Hap 63| .
Hap 64 |.
Hap 65(. |. |. |.
Hap 66(. |. |[. |C
Hap 67(. |. |[. |[. |. |. |. |.
Hap 68(. [. |[. |. |. |. |. |G
Hap 69 | .
Hap 70| .
Hap 71|.
Hap 72 ]|.
Hap_73].

_|

=
A

O00|0]

> > > > > > > >

(@]
> > |> |

OO0 I0I00O00I0|0000I0I0000I0|0|0

95



ANEXO 9. Diferencias en secuencias de la region ITS de los 73 haplotipos de H. vastatrix,
los cuales proceden del andlisis de las secuencias de Quillabamba, Villa Rica,

Colombia y CIFC (Continuacidn).

89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103
Hap 1 [T |A|A|T|T|AJA|TI|T|CIA|T |T |A |A
Hap 50(. [. |[. [. . |- |- |- |- |- |- |- [. |. |°T
Hap 51|. |. [. |. |. |. |G
Hap 52(C |. . [. |. . |- |- |- |- |- |-
Hap 53(. [. |[. [. |. [. |- |- |- |- |- |G
Hap 54 |.
Hap 55|.
Hap 56 | .
Hap_57 .
Hap 58| .
Hap 59| .
Hap 60|. |. |.
Hap 61|. |. |G
Hap_62|.
Hap 63| .
Hap 64|. |. [. . |. . |. [|.[|.
Hap 65(. [. |[. |. |. |. |. |. |C
Hap 66(. |[. |[. |. |.
Hap 67(. |. |. |. |C
Hap 68 | .
Hap 69| .
Hap 70| .
Hap 71|.
Hap_72].
Hap_73].
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