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1 Datos generales
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Nombre del proyecto: Evaluacion de fuentes alternativas de resistencia genética hacia la
roya del café (Hemileia vastatrix).
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Otras escuelas participantes: Escuela de Biologia (UCR)
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Periodo de ejecuciéon: enero 2019- junio 2022 (incluyendo ampliacion).



2 Resumen

La roya del café es la principal enfermedad que afecta la producciéon mundial del café. La
mas reciente pandemia en el 2012-2013 en América Central, ocasion6 pérdidas estimadas en
$500 millones, debido a la reduccion en un promedio del 17% con respecto a periodos
anteriores. En Costa Rica, la alta temperatura especialmente de noche y la falta de adecuada
fertilizacion debido a los altos costos, fueron las causas mas probables del aumento en la
severidad de la enfermedad. Debido a que el café es uno de los cultivos principales en Costa
Rica y es hasta el momento en su totalidad del tipo arabigo (Coffea arabica) considerado
entre los mejores del mundo, vulneveraliza al pais ante enfermedades como la roya,
especialmente en épocas mas calientes y con bajos precios de compra en el mercado
internacional como los actuales.

La incorporacion de genes que confieran caracteristicas especificas de interés agrondmico al
genoma de las variedades comerciales de café mediante mejoramiento genético
convencional, es un proceso largo y dificil de lograr, debido al prolongado ciclo de vida de
las especies perennes, la heterogeneidad y extenso periodo de evaluacion requerido. Al
contrario, la alta abundancia, capacidad de transferencia de los factores de virulencia,
mutaciones y ciclos cortos por parte del hongo Hemileia vastatrix, posibilita la aparicion de
diversidad patogénica que facilmente sobrepasan las barreras genéticas de su hospedero café.
Debido a ello, el desarrollo de nuevas técnicas para el mejoramiento tradicional, asi como no
tradicional, deben ser exploradas, validadas y continuamente mejoradas.

En el caso de Coffea arabica, los esfuerzos de mejoramiento genético se han enfocado a la
hibridacion, seleccion genealdgica y seleccion por cruces y retrocruces interespecificos, con
el fin de transferir factores de resistencia a enfermedades y plagas, mejorar la adaptacion y
el rendimiento del cultivo. Ademas, en el mejoramiento genético convencional de café se ha
utilizado la introduccién y seleccion de plantas, cruces artificiales con parentales
seleccionados, ensayos de mutagénesis y radiacion en semillas.

A pesar de los esfuerzos por generar alternativas a los productores, los cultivares o no son
obtenidos oportunamente, no cumplen con los perfiles de calidad de bebida y/o rendimiento,
o pierden rapidamente la resistencia hacia la roya. Caso mas reciente es la variedad Costa
Rica 95, la cual en este ano 2019, revel6 la pérdida de su resistencia ante la roya. El Obata,
Topazio y otras variedades en Brasil, también han sido reportadas.

El problema por ende que se desea resolver en la presente propuesta, es el encontrar mayores
recursos genéticos con tolerancia a la roya, sea en colecciones, variedades ya liberadas, o
materiales en desarrollo, tanto a nivel nacional como internacional.

Palabras clave: mutantes, café ardbigo, mejoramiento, roya, innovacion.



3 Introduccion

La incorporacion de genes que confieran caracteristicas especificas de interés agrondémico al
genoma de las variedades comerciales de café mediante mejoramiento genético
convencional, es un proceso largo y dificil de lograr, debido al prolongado ciclo de vida de
las especies perennes, la heterogeneidad y al extenso periodo de evaluacién requerido
(Carneiro 1999). Al contrario, la alta abundancia, capacidad de transferencia de los factores
de virulencia, mutaciones y ciclos cortos por parte del hongo Hemileia vastatrix, posibilita
la aparicion de diversidad patogénica que facilmente sobrepasan las barreras genéticas de su
hospedero café (Nuno et al. 2018). Debido a ello, el desarrollo de nuevas técnicas para el
mejoramiento tradicional asi como no tradicional, deben ser exploradas, validadas y
continuamente mejoradas.

El sector cafetalero costarricense ha enfrentado una serie de problemas, tales como los
efectos causados por enfermedades fungicas (la roya), el cambio climatico, los bajos precios
internacionales del grano y la antigiiedad de los cafetales. Por ende, la sostenibilidad y
rentabilidad de la produccion de café es un problema creciente. Asimismo, el café Arabica
se caracteriza por las limitaciones que enfrentan los programas de mejoramiento genético
debido a la escasez de diversidad de recursos genéticos o materiales promisorios.

Debido a que el café es uno de los cultivos principales en Costa Rica y es hasta el momento
en su totalidad del tipo arabigo (Coffea arabica) considerado entre los mejores del mundo
(Jiménez 2013; Mora 2008, citado por Vargas 2016), vulneraria al pais ante enfermedades
como la roya, especialmente en épocas mas calientes y con bajos precios de compra en el
mercado internacional como los actuales (Ramirez-Rojas, 2017). Evidencia de ello,
recientemente el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y el Instituto del Café de
Costa Rica (ICAFE) indicaron que el 40% de la cosecha de café 2018-2019 de los cantones
de Pérez Zeledon, Coto Brus y Turrialba estan bajo la amenaza de la roya.

Asi, esta propuesta se origina con la necesidad de contar en Costa Rica con nuevas
alternativas de resistencia genéticas para el control de la roya. Debido a que el mejoramiento
genético de los cultivos se basa en la bisqueda constante de nuevas fuentes de germoplasma
que permitan la generacion de variedades que se adapten progresivamente mejor a futuras
condiciones naturales o de manejo del cultivo, la presente propuesta pretende: A) evaluar en
campo diferentes fuentes de resistencia a la roya en bancos de germoplasma de Coffea sp.,
material experimental o mutaciones espontaneas; B) caracterizar las poblaciones actuales de
roya y condiciones que posiblemente han predispuesto su variabilidad; y C) evaluar en
ambiente controlado diferentes cultivares, accesiones promisorias y mutantes desarrollados
por la Universidad de Costa Rica ante todos los posibles biotipos/razas de roya presentes en
el pais en procura de predecir cual (es) genotipo(s) podrian ser empleados a futuro en un
programa de mejoramiento genético.



4 Marco Teorico

El género Coffea fue propuesto en 1735 por Linnaeus, quien también describid la especie
Coffea arabica en 1753 (Sondahl y Lauritis 1992 citados por Solano 2001). El café pertenece
a la familia Rubiaceae, en la cual se han identificado dos géneros: Coffea y Psilanthus. El
género Coffea incluye aproximadamente ciento veinte y tres especies, no obstante, cuatro de
estas se mencionan como cultivadas comercialmente, destacindose las dos primeras que
abarcan casi el 100% de la produccion mundial segun el siguiente orden: C. arabica (~60%),
C. canephora (~40%), C. liberica y C. dewevrei (Talhinhas et al. 2017; Alvarado y Rojas
1998; Leo6n 2000).

Las plantaciones de C. arabica son apreciadas por su alta calidad, mientras que las otras
especies, en especial C. canephora, han sido principalmente utilizadas como fuentes de genes
de resistencia a factores bioticos, asi como tolerancia a factores abioticos. Las variedades de
C. arabica tienen una base genética muy estrecha debido al caracter autdgamo y tetraploide
(2n=4x=44), y por ende, son mas susceptibles a diferentes plagas y enfermedades que la
especie C. canephora, la cual es una especie aldgama y por consecuencia presenta mayor
variabilidad genética (Berthouly y Etienne 1999).

Diferentes enfermedades y plagas afectan al café, tales como la roya (Hemileia vastatrix), la
antracnosis de los frutos (Colletotrichum coffeanum y C. kahawae), la broca del café
(Hypothenemus hampei Ferrari), nematodos (Meloidogyne exigua, M. incognita, M.
coffeicola, Pratylenchus brachyurus, y P. coffeae), ojo de gallo (Mycena citricolor) y el
minador de las hojas (Perileucoptera cofeella) (Berthouly y Etienne, 1999).

Laroya del café es la principal enfermedad que afecta la produccion mundial. La més reciente
pandemia en el 2012-2013 en América Central, ocasiond pérdidas estimadas en $500
millones, debido a la reduccion en un promedio del 17% con respecto a periodos anteriores
(FAO 2013). En Costa Rica, la alta temperatura especialmente de noche y la falta de adecuada
fertilizacion debido a los altos costos, fueron las causas mas probables del aumento en la
severidad de la enfermedad (Barquero-Miranda 2013).

En el caso de C. arabica los esfuerzos de mejoramiento genético se han enfocado a la
hibridacion, seleccion genealdgica y seleccion por cruces y retrocruces interespecificos, con
el fin de transferir factores de resistencia a enfermedades y plagas, mejorar la adaptacion y
el rendimiento del cultivo. Ademas, en el mejoramiento genético convencional de café se ha
utilizado la introduccién y seleccion de plantas, cruces artificiales con parentales
seleccionados, ensayos de mutagénesis y radiacion en semillas (Berthouly 1997; Solano
2001).



Desde los afios 50°s, el mejoramiento tradicional ha sido empleado a nivel mundial. Es asi
como el hibrido Timor (C. arabica x C. canephora) ha sido ampliamente utilizado por su
resistencia a Hemileia vastatrix derivada de 4 genes mayores de resistencia completa de C.
canephora. De esta manera, el cruce entre el hibrido Timor con variedades de C. arabica
comercialmente utilizados, llevo al desarrollo de variedades como Costa Rica 95, Tupi,
Obata, Catigua, Topazio, entre otros a nivel mundial. También desde 1991 en Centroamérica
se desarrolla un programa de mejoramiento genético convencional de café, en el cual
participan varias instituciones tales como PROMECAFE, los Institutos de Café de los paises
centroamericanos, instituciones nacionales de investigacion en café, la cooperacion francesa
(CIRAD, ORSTOM, MAE) y el Centro Agrondémico Tropical de Investigacion y Ensefianza
(CATIE). Dicho programa tuvo como finalidad cruzar variedades tradicionales de América
Latina con individuos silvestres de Etiopia y Sudan, para recuperar una fuente de variabilidad
y posteriormente propagar a gran escala los hibridos F1 de C. arabica obtenidos. A pesar de
los esfuerzos por generar alternativas a los productores, los cultivares o no son obtenidos
oportunamente, no cumplen con los perfiles de calidad de bebida/yo rendimiento, o pierden
rapidamente la resistencia hacia la roya.

Parte de la problematica relacionada con la resistencia ante la roya, esta dada por la diversidad
genética de la roya y su huésped. De las mas de 50 razas fisiologicas de roya hasta el
momento encontradas, son 9 los genes de resistencia que se han encontrado en el huésped
(Coffea sp). Por ejemplo, previo al 2012, se pensaba que en Costa Rica solo existia la raza
fisiologica II de roya, sin embargo, el ICAFE en conjunto con el Centro de Investigacao das
Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), encontraron dos nuevas razas: XXIV (v2, v4 y v5) y XXXVI
(v2, v4, v5, y v8). En Brasil, se han reportado mas de 15 razas (Talhinnhas et al. 2017),
mientras en Pert y Colombia se reportan principalmente dos: 11 y XXII (Quispe et al. 2017).
Se presume que la amplia distribucion de hospederos con genes mayores de resistencia
completa, son la causa del desarrollo de nuevas razas fisiologicas de la roya, y por ende, el
descubrimiento de alternativas para la resistencia genética incompleta es indispensable.

Muchos otros cultivos ademas del café, han procurado el desarrollo de resistencias mas
duraderas, mediante la exploracion de fuentes genéticas alternativas como los genes de
resistencia de no-huéspedes o multiples genes con resistencia parcial (Krattinger et al 2015).
Dicha estrategia se visualiza como la mejor estrategia a largo plazo. Para ello, encontrar
fuentes de resistencia parcial o incompleta, piramidar en diferentes genotipos y rotar los
genes, son las tres estrategias que el mejoramiento genético puede aportar una vez
descubiertas las diferentes fuentes de genes (Mundt 2014).



5 Materiales y Métodos
Objetivo especifico 1: Identificar en campo diferentes genotipos con posible resistencia
completa o incompleta hacia la roya.

Ubicacién y material de estudio: se contactard al personal encargado de la coleccion del
CATIE, extensionistas del MAG, asi como los ingenieros extensionistas e investigadores de

las diferentes sedes del ICAFE, y generara una lista sobre sitios con posible
diversidad/mezcla de genotipos de café, asi como alta/baja afectacion de la roya. Se procurara
de realizar al menos una gira de campo confirmatoria en el 2019 y 2020 a cada sitio, para
valorar la identidad del/los genotipos(s) y caracteristicas agrondmicas, en miras de
obtener/solicitar material propagativo para establecer como parte de este proyecto.

En campo, se valorara durante la época de mayor esporulacion (época mas seca segun sitio
de colecta), la presencia de lesiones y esporulacion y anotard el grado de severidad de acuerdo
con Capucho et al 2011 (Figura 1). Con base en los resultados, se procurara en el 2019
obtener material reproductivo para evaluar lo propuesto en el Objetivo especifico 3 durante
el 2020.

Figura 1. Escala estandar del area de la severidad de la roya (H. vastatrix) del café (Coffea
spp.). Capucho et al. 2011.



Objetivo especifico 2: Caracterizar molecularmente la diversidad genética de los
aislamientos de la roya del café (Hemileia vastratrix) segun condicién agroclimatica,
hospedero y fenologia de la planta.

En esta etapa, las actividades de biologia molecular seran realizadas en las instalaciones de
la UCR-Montes de Oca.

Ubicacion y material de estudio. la colecta de las uredosporas se llevara a cabo en las 8
regiones cafetaleras indicadas por el ICAFE (Valle Central, Tres Rios, Turrialba, Brunca,
Guanacaste, Tarraz, Orosi y Valle Occidental) de acuerdo a los sitios/fincas donde
predomine la presion de inoculo de la roya y diferentes cultivares/hospederos. Se estima la

colecta de ureddsporas de entre 10-15 sitios por region cafetalera. Se recolectaran las
uredosporas de lesiones del envés de las hojas con sintomas visibles, raspando con el tubo de
microcentrifuga. Se tomaran cuantas hojas y plantas de la misma edad y genotipo posible por
sitio de muestreo, hasta completar la colecta de al menos el equivalente a 1 ml de ureddsporas.
La recoleccion de material se llevard a cabo por duplicados, la primera en el 2019 y la
segunda en el 2020. Una hoja de registro donde se indique las coordenadas GPS, elevacion,
ubicacion distrital, condicion agro-climatica, manejo, edad del cultivo, variedad y porcentaje
de distribucion, entre otros datos, se mantiene vinculada al consecutivo de cada muestra.

Los aislamientos se llevaran dentro de una bolsa plastica adecuadamente rotulada al
Laboratorio de Fitopatologia de la UCR. Posteriormente cada aislamiento sera repartido en
tres tubos de microcentrifuga: una para almacenamiento, otra para las pruebas moleculares,
y otra para las pruebas de inoculacion. Las muestras para analisis moleculares seran llevadas
al Laboratorio de Biotecnologia de Plantas de la Escuela de Biologia de la UCR.

Extraccion de ADN gendémico y MSLLA (Multilocus Sequence Analysis): para el protocolo
de extraccion de ADN se utilizard el método CTAB (Trout et al. 1999). El ADN total
extraido, se amplificara por PCR utilizando cebadores especificos ITS y SRAP (Kosaraju et
al. 2017; Nuno et al. 2018). Todas las reacciones de PCR se llevaran a cabo en volumenes de

25 L con los marcadores seleccionados. Las reacciones y las condiciones de los ciclos se
llevaran a cabo en un termociclador automatizado [GeneAmp ® PCR System 2700 (Applied
Biosystems)].

Secuenciacion de ADN: la secuenciaciéon del ADN se realizard en un secuenciador
automatico ABI PrismTM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) segin el método de

terminadores didesoxi marcados por el método Sanger (1997), con la utilizacion de
oligonucleotidos especificos; segun métodos de la empresa
Macrogen Inc., Seul, Korea (www.macrogen.com) o BGI, China (www.bgi.com).

Analisis de los datos: las secuencias de las cadenas se reunirdn utilizando el programa
MEGA, Muscle y ClustalXver. Las pruebas con Maxima Parsimonia (MP), asi como la



http://www.macrogen.com/

maxima probabilidad de (ML) y neighbor-joining (NJ), seran utilizadas para estimar los
arboles filogenéticos y evaluar la variabilidad genética existente.

Seleccion de aislamientos mds diversos: los aislamientos con mayor distanciamiento
genético, seran mezclados en el laboratorio y reproducidos en el ITCR-Sede San Carlos,
usando una planta de café altamente susceptible y cuarentenada. Dicha muestra sera utilizada

paralelamente al estudio de patogenicidad (Objetivo especifico 3) para estudios de
hospedero-patdogeno en las plantas. A su vez, muestreos posteriores en las mismas regiones
de donde fueron obtenidos permitiran aumentar la cantidad de aislamientos con mayores
diferencias genéticas.

Objetivo especifico 3: Evaluar la patogenicidad de una muestra compuesta de los
aislamientos en diferentes hospederos de café con potencial uso comercial.

En esta etapa, las actividades seran realizadas en las instalaciones del ITCR-San Carlos.

Colecta/preparacion de semillas: con base a lo identificado en el Objetivo 1, asi como
material F2 proveniente de los hibridos F1 liberados por el programa PROMECAFE-CATIE-
ICAFE, y una poblacién de M2 obtenidos a través de mutagénesis, junto con semilla de
cultivares testigos de Catuai Rojo (susceptible), Obata (resistencia parcial), y Catigua MG2
(resistencia completa), se colectara semilla (300-600 semillas) obtenida de la
autofecundacion de cada genotipo, procesard en microbeneficio o manualmente, secara
lentamente para evitar pérdida de la viabilidad, y dejard reposar por no mas de un mes.
Durante su reposo, se procedera a preparar las bolsas para sembrar un almacigo de 150-200
plantas/genotipo, para un maximo aproximado de 6.000 plantas. Las semillas podran ser
almacenadas en cadmara fria (-1571C) durante més de un mes en caso de aquellas semillas

obtenidas antes de tiempo hasta completar la totalidad de accesiones para establecimiento de
los alméacigos. A pesar que pueden existir muchos mas genotipos con potencial niveles de
resistencia, s6lo entre 20 y 30 diferentes genotipos podran ser evaluados.

Preparacion de almdcigos y manejo: se procederd a preparar el llenado de bolsas segun las
recomendaciones del ICAFE (2011). Se utilizaran bolsas de 15.2 x 20.32 cm y un sustrato de
50% suelo, 25% compost organico, y 25% de granza de arroz posteriormente esterilizado. Se
dispondra todo el almacigal en los ambientes controlados (>25°C, >80% HR), donde se
manejara de acuerdo al manejo técnico, evitando la aplicacion de fungicidas. El almécigo

posterior a los 4 meses de establecimiento, permitiria la colecta de hojas de cada planta para
el estudio de patogenicidad.

Efecto de la roya en hojas: en camaras himedas disefiadas en casa, se dispondran 2-4 hojas
por genotipo a comparar, ademads de los tres testigos comerciales, e inoculardn con 0.25 ml
de una suspension con gotero. Se preparara la suspension de esporas a partir de la incubacion
de uredosporas en agua destilada con Tween 20 al 0,05% como agente tensoactivo durante
20 minutos con una concentracion de 1 mg de urediniosporas por 1,0 mL, el cual se aplicara
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en el envés de cada hoja al aplicar 8 gotas de la suspension agua (Granados 2015; Rozo y
Cristancho 2010; Escobar y Cristancho 2007). Una vez inoculadas las hojas deben ser
colocadas dentro de bandejas en las cdmaras humedas, mantener en la oscuridad por 48h y
después se deben someter a un fotoperiodo de 12/12 a 22 + 1°C, con una humedad relativa
de 65% (Rozo y Cristancho 2010).

La solucion de uredosporas provendran primero de las diferentes plantaciones aisladas
previamente (Objetivo especifico 2), y posteriormente de las seleccionadas por ser
genéticamente mas distantes, conforme se vayan discriminando entre genotipos susceptibles
y parciales o completamente resistentes.

La germinacion del inoculo previamente sera validado al colocar las uredosporas de roya en
placas Petri con el medio agar agua al 2%, con una distribucion homogénea. Posteriormente
las placas se colocaran en la oscuridad a una temperatura de 22 °C durante 12-13 h y contaran
las uredosporas germinadas y no germinadas. Se seleccionaran cinco campos Opticos en el
microscopio a 10X y se realizard el conteo. Se determinara el conteo segliin la siguiente
formula:

%Germinacon = Ugx 100/Ut

Donde Ug y Ut corresponden a la cantidad de uredosporas germinadas y totales
respectivamente. Donde se considera como adecuada una germinacion superior al 30%
(Granados 2015).

Evaluacién de la severidad de la enfermedad: la medicion de la severidad se basara en la
escala de la roya desarrollada por Capucho et al. 2011 (Figura 1) y/o la escala de Eskes basada
en grados de avance de la enfermedad (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcion de la escala de Eskes para el desarrollo de roya en café (Rozo y
Cristancho 2010).

Grado de la escala Descripcién

Ausencia de lesién
Aparicion de clorosis
Aumento en superficie de la clorosis
Tendencia de las lesiones a coalescer e intensificacién de la
decoloracién

Aparicion de las primeras esporas
Esporulacion inferior al 25% de la lesion
Esporulacién entre 25-50% de la lesidén
Esporulacién mayor al 50% de la lesién

~NoOOh W N=O0O

Unicamente para el caso de las plantas M2 sometidas a mutagénesis, se realizara una primera
seleccion de plantas en campo, de las cuales se procedera posteriormente a autofecundar para
en el 2020, emplear sus poblaciones de semilla derivadas (M3), e incluir dentro de las
evaluaciones de los demds materiales genéticos.



6 Resultados

Objetivo 1. Identificar en campo diferentes genotipos con posible resistencia completa

o incompleta hacia la roya.

Se contacto a investigadores del CATIE, ICAFE y cooperativas, sobre campos de cultivo de

café con poco o nula presencia de roya que pueda ser debida al componente genético.

Se visitaron al menos 15 campos de cultivo café con diferentes variedades, accesiones o
especies donde se procedid a colectar las muestras de hojas infectadas. En el Cuadro 2 y la

Figura 2, se resumen los sitios de colecta.

Cuadro2. Resumen de las localidades y sitios de colecta de roya. Fuente: TFG del
estudiante Juan Miguel Zuniga.

RO2
RO3
RO4
RO6
RO8
R10
R11
R13
R20
R21
R23
R33
R37
R38
R40
R41
R47
R54
R55
R57
R61

2/7/2019
2/7/2019
2/7/2019
2/7/2019
3/7/2019
3/7/2019
9/7/2019
9/7/2019
17/7/2019
17/7/2019
17/7/2019
2/10/2019
2/10/2019
2/10/2019
9/10/2019
9/10/2019
15/10/2019
16/10/2019
16/10/2019
16/10/2019
22/10/2019

Coto Brus
Coto Brus
Coto Brus
Coto Brus
Pérez Zeledon
Pérez Zeledon
Pérez Zeledon
Pérez Zeledon
Turrialba
Turrialba
Turrialba
Valle Central
Valle Central
Valle Central
Valle Occidental
Valle Occidental
Coto Brus
Pérez Zeledon
Pérez Zeledén
Pérez Zeleddn

Los Santos

BNNNN R R R R R

San Marcos, Sabalito

La Esperanza, Sabalito
San Francisco, Sabalito

Kamakiri de Pittier
La Guaria, San Pedro
San Rafael, San Pedro
Cajon
General Viejo (La Arepa)
Cimarrén, Santa Teresita
La Suiza, Canadd, Pueblo Nuevo
Santa Teresita, Dulce Nombre
Calle Solis
El Sitio
Puente Salas
San José, Grecia

San Miguel, Naranjo
Piedra Candela, Sabalito
La Palmira, San Isidro

Pueblo Nuevo, Rivas
General Viejo (La Arepa)

San Juan Sur, Corralillo, Cartago

Compafiia Agricola Rio Brus
CATTICA

Erick Lopez

Roger Naranjo
Edgar Cordero
Cruz Vargas

Finca Monte box El Pilar
Florita Mata
Alexis Vega Brenes
Condominio Pueblo Real
Manuel Aguilar Araya
Teresita Murillo
Franklin Madrigal Chacén
La Amada
Carlos Salazar
Francisco Ramirez
El Arrempujon
Bonita

Ricardo Cordero

Florita Mata

Sadl Urefia
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Figura 2. Sitios georreferenciados de las colectas de muestras de roya. Fuente: TFG del
estudiante Juan Miguel Zuniga.

Objetivo 2. Caracterizar molecularmente la diversidad genética de los aislamientos de
la roya del café (Hemileia vastratrix) segin condicion agroclimatica, hospedero y
fenologia de la planta.

Se colectd material propagativo y uredosporas de roya, en los sitios identificados
previamente. Se realizo la evaluacion de tres protocolos de xtraccion del ADN a partir de las
uredosporas colectadas segiin la metodologia antes descritas (Figura 3). Segun las
comparativas, la extraccion de ADN varié en cantidad y calidad, siendo mas homogéneo
utilizando el protocolo niimero 3.

Se determino la variabilidad genética de la roya mediante los marcadores moleculares ITS1
y se correlacionaron algunas variables morfoldgicas de las uredosporas de la roya con
variables climaticas de los diferentes sitios de colecta (Figura 4). Se observo una tendencia
de distribucion genética segin localidades o condiciones climaticas, las cuales, podrian ser
validadas en futuros estudios para comprender si el clima o la localidad, son determinantes
en la existencia de la distribucion de genotipos diferentes de las muestras de roya, o bien, lo
es el factor genético del huésped es el de mayor efecto.
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Figura 3. Concentraciéon de ADN obtenido en muestras de uredosporas de roya mediante 3
distintos protocolos, 1=Cristancho et al. 2014, 2=Kosaraju ef al 2017, 3= kit de extraccion
de ADN de suelos (FastDNA™ Spin Kit for soil de MP, www.mpbio.com). y? Kruskal-
Wallis(2)= 6.28, p=0.043. Fuente: TFG del estudiante Juan Miguel Zuniga.

Clado mas grande revine una
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Distancias genéticas v geograficas de
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(Mantel: test 1=0.017. p=0.86)
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Figura 4. Relacion entre la diversidad genética y geografica de la roya del café
determinada en el presente estudio. Fuente: TFG del estudiante Juan Miguel Zuiiga.
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Objetivo 3. Evaluar la patogenicidad de una muestra compuesta de los aislamientos en
diferentes hospederos de café con potencial uso comercial.

La colecta de muestras de uredosporas de roya, permitio la evaluacion de diferentes genotipos
huésped (mutantes y comerciales). Mediante una solucion de trabajo, se inocularon las
plantas bajo condiciones controladas y evalu6 la incidencia y severidad de la enfermedad
(Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de incidencia de roya en discos foliares durante siete evaluaciones, en
plantas de café¢ M1 tratadas con azida de sodio (color azul) y testigos (color rojo). Fuente:
TFG del estudiante José Andrés Rojas

Segun los resultados, la presencia de plantas con diferentes niveles de tolerancia a la
enfermedad fue posible de identificar, encontrando que algunas mutantes de café susceptible,
presentaron algunos niveles de tolerancia o hasta resistencia (Figura 6).
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Figura 6. Dendrograma para la agrupacion de plantas de café M1 y testigos, de acuerdo
con el porcentaje de incidencia, severidad, periodo incubacion y latencia de ante el hongo
de la roya Hemileia vastatrix. Fuente: TFG del estudiante Jos¢ Andrés Rojas

7 Conclusiones

e Se lograron aislar veinte aislamientos de roya de 6 localidades cafetaleras del pais.

e Se obtuvo un protocolo optimizado para la extraccion de ADN a partir de
uredosporas de roya.

e Se obtuvo un protocolo de amplificacion de las secuencias del ITS del hongo.

e Se logro la determinacion de la diversidad genética de los aislamientos de roya
colectados en el pais mediante la amplificacion de las secuencias del ITS.

e Seanalizo6 la incidencia y severidad de la enfermedad provocada por la roya de café
en plantulas de variedades comerciales (Catuai, Caturra, CR-95, Venecia) y plantas
mutantes M2 de la variedad Catuai.
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e Se logro obtener una metodologia para evaluar la incidencia y severidad de la roya
en el café bajo condiciones controladas.

e Se logro establecer una pequena coleccion de materiales en campo, para futuros
estudios, tanto de grado como posgrado.

8 Recomendaciones

e Evaluar en futuros ensayos la interaccion causa-efecto de las variables clima,
genotipo de huésped o localidad, en la presencia de diversidad de roya.

e Validar progenies M2 con diferentes niveles de resistencia ante la roya.
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