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RESUMEN

El café (Coffea arabica L.) es un cultivo ampliamente valorado en el mercado mundial. Toneladas de
producto son trasegadas entre los mercados internacionales y se ha convertido en un recurso
sumamente valioso. Sin embargo, la especie se ve amenazada por la alarmante diversidad genética
reducida que se ha caracterizado recientemente entre sus poblaciones silvestres y variedades
agrondmicas. La baja diversidad genética dificulta el establecimiento de protocolos que faciliten una
caracterizacion molecular adecuada de un genotipo determinado

El desarrollo de métodos eficientes y escalables de identificacion genotipica es necesario para acelerar
los estudios de caracterizacion genomica de las diferentes accesiones y la validacion del germoplasma
de Coffea. En este trabajo se llevd a cabo un analisis de variabilidad nucleotidica en 22 loci del
genoma de 19 accesiones de café mediante el andlisis de fusion de alta resolucién (HRM por sus
siglas en inglés). Ciento tres posiciones mostraron variabilidad tanto a nivel interespecifico (15 loci)
como entre variedades de la especie arabica (4 loci). Asi mismo, se detectaron variantes en regiones
no codificantes utilizando un marcador universal (ITS2) y en regiones codificantes en un gen
implicado en la acumulacion de sacarosa en el grano (SUS2). La mayoria de las variaciones fueron
validadas por el analisis HRM, el cual demostr6 ser una técnica sensible y robusta para caracterizar
el germoplasma e identificar variantes en genes de interés como CaKO1, SUS2, CcOAOMTL, asi
como establecer un método para aumentar la sensibilidad de identificacion de variedades basado en
la region ITS2.

Es relevante explotar mecanismos para inducir variabilidad genética; y precisamente uno de ellos es
la mutagénesis quimica inducida en cultivos in vitro embriogénicos. En este trabajo se analiz6 una
poblacién de 320 plantas de café (Coffea arabica L. var. Catuai) mutagenizadas durante la
propagacion de callos embriogénicos con EMS (185,2 mM / 120 minutos) o azida de sodio (5 mM /
15 minutos). Se extrajo el ADN de las plantas mutagenizadas, a partir del cual se amplificaron
mediante PCR anidado algunos genes de interés (CaKO, CaPOP, CaWRKY1, CCoAOMTL, ITS2,
LOX1, SUS2, ABC, FLC). Utilizando un protocolo para el enriquecimiento de posibles alelos
mutantes mediante COLD-PCR, se detectaron variaciones importantes en el perfil de fluorescencia
vs temperatura de algunos productos de PCR (CaKO2_HRM_2 y ABC) al analizarlos por HRM-
PCR. Sin embargo, no se detectaron variantes en las secuencias gendémicas analizadas segun la
confirmacion por secuenciacion Sanger. Resulta esencial ampliar el nimero total de pares de bases
analizadas o enfocar el escaneo en genes especificos.

La roya del café (Hemileia vastatrix) representa un obstaculo para el establecimiento de las
plantaciones del café en muchas regiones del planeta. Actualmente no existen fuentes de resistencia
natural en el acervo genético de C. arabica, lo que obliga a los programas de mejoramiento genético
a incorporar elementos genéticos externos de otras especies a través de la hibridacion. Este fenémeno
lleva a la depreciacion de las variedades genotipicamente puras del café ardbica. En este trabajo se
establecieron ensayos de infeccion en segmentos foliares de plantas de café que derivaron de un
proceso de mutagénesis quimica (azida de sodio 5 mM durante 15 minutos o0 EMS 185,2 mM durante
120 minutos) aplicada a cultivos embriogénicos. Un total de 163 plantas se inocularon con
uredosporas del patdogeno H. vastatrix. Los segmentos foliares fueron evaluados y analizados
mediante un algoritmo para clasificar la severidad de la enfermedad en cada planta. La severidad de
infeccidn se compar6 con los controles Catuai y CR-95. Un grupo de once plantas mutagenizadas
presentd valores de severidad de infeccion similares a la variedad CR-95. Finalmente, plantas
candidatas fueron infectadas nuevamente para analizar la expresion genica de genes implicados en la
respuesta temprana a la infeccion por roya. Se identificaron cerca de diez plantas con una respuesta
diferencial a la infeccion del patdgeno, mostrando menor severidad en el desarrollo de la enfermedad
dentro del periodo evaluado.
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Fig. 11. Analisis cuantitativo por PCR tiempo real (RT-qPCR) de la expresion relativa de genes
relacionados con la defensa de Coffea arabica L. en segmentos foliares de plantas desarrolladas por
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Fig. 12. Anadlisis cuantitativo por PCR tiempo real (RT-qPCR) de la expresion relativa de genes
relacionados con la defensa de Coffea arabica L. en segmentos foliares de plantas desarrolladas por
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Fig. 13. Analisis cuantitativo por PCR tiempo real (RT-qPCR) de la expresion relativa de genes
relacionados con la defensa de Coffea arabica L. en segmentos foliares de plantas desarrolladas por
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Fig. 14. Analisis cuantitativo por PCR tiempo real (RT-qPCR) de la expresion relativa de genes

relacionados con la defensa de Coffea arabica L. en segmentos foliares de plantas desarrolladas por
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Revision de literatura

1. Aspectos generales del café

La planta del café es una de las méas de 6000 especies de la familia botanica Rubiaceae, la
cuarta familia mas grande dentro de las plantas angiospermas (ICO 2015). Aproximadamente
500 géneros son clasificados dentro de esta familia, siendo las plantas que estos engloban
arboles y arbustos tropicales que crecen en las capas mas bajas de los bosques (ICO 2015).
La denominacion de “planta de café” puede hacer referencia a diversas especies, todas
pertenecientes al género Coffea. En este género se agrupan aproximadamente 100 especies,
siendo la mayoria plantas con genomas diploides 2n=2x=22 (Moncada et al. 2016). El género
se organiza en cuatro secciones: Mascarocoffea, Eucoffea, Argocoffea y Paracoffea, siendo
las tres primeras nativas del continente africano y la Gltima de regiones asiaticas (Nair 2010;
Vieira 2008). Eucoffea es la unica seccion del género con relevancia en el mejoramiento
genético, debido a que agrupa las especies destinadas a la produccion agricola. El centro de
diversidad genética de Coffea arabica L se sitia en la region que comprende las tierras altas
del suroeste de Etiopia y el sureste de Sudan donde fue cultivado a partir del siglo V (Vieira
2008). Mientras que el centro de origen para Coffea canephora Pierre ex Froehner y Coffea

liberica Bull ex Hiern es la humeda region del centro y oeste del continente africano

C. arabica y C. canephora son las especies de café de mayor relevancia comercial, y
cultivadas de forma extensiva (Moncada et al. 2016). Otras especies como C. liberica, C.
racemosa y C. dewevrei se cultivan con fines de consumo local en paises de Africa y Asia
(Kumar et al. 2006). El café representa la bebida no alcoh6lica mas importante en el comercio
mundial, es tal su importancia que es la segunda materia prima mas comercializada en los
mercados internacionales (ICO 2013). El Instituto de Investigacion del Café de Nigeria
reporta que 1 de cada 70 personas en el mundo es dependiente directa o indirecta de la
produccion de café, dando como resultado mas de 100 millones de personas relacionados al

cultivo de esta planta (ICO 2013). Esto debido a la intensiva naturaleza agroindustrial del



café donde pasa por un largo proceso para convertirse en el producto comercial (Mishra y
Slater 2012; FAO/IAEA 2014). Actualmente el cultivo del café se practica en mas de 60
paises tropicales donde es un impulsor importante de economias regionales y nacionales
(Vieira, 2008).

El area destinada al cultivo del café comprende cerca de 11 millones de hectareas distribuidas
entre 80 paises de regiones tropicales y subtropicales (Mishra y Slater 2012). Destacan las
regiones africanas, asiaticas y latinoamericanas donde este cultivo ha contribuido al
desarrollo econdmico y cultural de manera importante (Kumar et al. 2006). Sin embargo,
existe una marcada diferencia en el tipo de café que se siembra en estas regiones; el café
ardbica es cultivado en toda América Latina, Africa Central y Oriental y en la India
principalmente, mientras que el café robusta (C. canephora) se extiende por Africa Central
y Occidental, el sudeste de Asia y parcialmente en Brasil (ICO 2015; Moncada et al. 2016).
Actualmente la distribucion del mercado se sitla en un 60 a 75% para el café arabicay un 25
a 40% para el café robusta (van der Vossen et al. 2015). El cafe ardbica se comercializa al

doble de precio que el robusta debido a la mayor calidad de bebida obtenida.

Sin embargo, los costos de produccion asociados al café de tipo arabica son mucho mas altos.
Este incremento se debe a una elevada y especifica demanda de condiciones nutricionales y
climaticas (van der VVoseen et al. 2015). Los tipos de suelos también limitan el area productiva
de este tipo de café, finalmente, el manejo agronémico de enfermedades y plagas asi como
el procesamiento primario dificultan el cultivo de variedades arabicas. El cultivo del café
arabica se caracteriza por las limitaciones que enfrentan los programas de mejoramiento
genético debido a la escasez de recursos genéticos. La muy estrecha base genética del café
ardbica cultivado actualmente se justifica en su origen proveniente de un grupo selecto y
limitado de material paternal que se distribuyé mundialmente. Especificamente, es asumido
que C. arabica arribd a América Latina en dos poblaciones de semillas (Typica y Bourbon),

ambas con un pequefio nimero de individuos (Etienne et al. 2002).



La domesticacién de las especies agricolas lleva irremediablemente a una pérdida de
diversidad genética en las poblaciones; C. arabica no ha sido la excepcién, especie donde la
domesticacion en las distintas regiones de cultivo ha resultado en una reduccién sucesiva de
la diversidad genética (Etienne et al. 2002). En muchos casos, el mejoramiento de los cultivos
llevd a la seleccion de genes que resultaron en variedades altamente productivas o con
caracteristicas fenotipicas particulares, con la problematica pérdida de genes responsables de

resistencia a estreses bioticos y abioticos en el proceso (Hussain 2015).

C. arabica es la Unica especie tetraploide del género Coffea, especificamente es una especie
alotetraploide (2n=4x=44) (Hendre y Aggarwal 2007; Mishra y Slater 2012). Estudios
gendmicos han determinado que C. arabica L. es el resultado de la hibridacion entre C.
eugenioides y C. canephora, la especiacion de C. arabica L. ocurrié recientemente (entre
10000 a 20000 arfios) debido a que existe poca divergencia entre sus dos genomas
constitutivos (Lashermes et al. 1999; Philippe et al. 2009; Scalabrin et al. 2020). Esta
poliploidia de su genoma puede ser responsable de la adaptacion a muchos rangos

ambientales que exhibe (Chen 2010).

El resto de las especies de Coffea son generalmente incompatibles consigo mismas y
presentan diploidia (2n=2x=22). No obstante, C. arabica presenta la particularidad de ser
una especie autdgama, caracteristica que incrementa la homogenizacion alélica de sus
poblaciones (Hendre y Aggarwal 2007). La incompatibilidad de C. arabica con el resto de
las especies de su género provoca que el flujo de genes entre estas poblaciones sea muy
reducido en la naturaleza (Kumar et al. 2006). Esta tendencia lleva a un comportamiento
agronémico homogéneo en las plantaciones de café alrededor del mundo que, si bien trae
consigo ventajas como la mayor facilidad para alcanzar una linea pura (Echeverria 2009),
produce una alta susceptibilidad hacia amenazas bidticas y climaticas y una baja

adaptabilidad de respuesta a cambios ambientales (Aerts et al. 2012).

1.1 Descripcion botanica



C. arabica L. (Fig. 1) es un arbusto perenne capaz de alcanzar los 10 m de altura en estado
silvestre y los 3 m de altura en plantaciones (Temis et al. 2011). Es considerada una especie
lefiosa tropical que se caracteriza por presentar un dimorfismo con dos tipos de ejes, los que
crecen verticalmente (ortotropicos) y los que crecen horizontalmente (plagiotrdpicos), en
estos ultimos ocurre la floracion (Jurgen y Janssens 2007; Vieria 2008). Las hojas son
persistentes y crecen en los ejes primarios y secundarios y en el tallo joven, se distribuyen en
parejas, una por cada nodo; presentan una longitud de 12 cm y un ancho de 6 cm, son
elipticas, onduladas y opuestas (Alulima 2012). La defoliacion ocurre en presencia de estres
abiotico y bidtico y esta relacionada inversamente con la produccion (Vieria, 2008). Es una
planta dicotiledénea cuya floracion es muy distintiva, la planta debe alcanzar una edad
aproximada de 3 afios para iniciar este proceso (Temis et al. 2011). Las flores son
hermafroditas, presentan un Unico ovario y cinco estambres en la union de sus cinco pétalos.
Ocurren en las axilas de las ramas plagiotropicas y son de color blanco cremoso y aroma
dulce (Alulima 2012; Temis et al. 2011; Vieira 2008).

Fig. 1. Planta de C. arabica. Fuente: Vieira 2008

El fruto presenta forma eliptica, tiene una longitud de 1,5 cm y madura 28 semanas después
de la floracidn; presenta dos semillas cubiertas por epicarpio, mesocarpio y endocarpio, se

describe botanicamente como una cereza (Alulima 2012). La forma del fruto muestra rango



variable entre diferentes cultivares de café y condiciones de cultivo (Vieira 2008). La
coloracion varia de un verde olivo a morado, pasando por un color rojizo conforme el fruto
madura. Los granos de café son las semillas en el interior, las cuales ademés de contener el
embrion y su endospermo, estdn compuestas de diversos aceites esenciales, lipidos,
carbohidratos, trigonelina y alcaloides (Temis et al. 2011). Uno de estos alcaloides, la
cafeina, varia de forma considerable entre las variedades de café. La combinacion de estos

compuestos determina la caracteristica de la bebida.

2. Variedades agronémicas de C. arabica L.

El mejoramiento genético del café exige el desarrollo de nuevos cultivares que tengan mayor
adaptacion a los ambientes locales en los cuales se cultivan. Histéricamente, el cultivo del
café se ha basado en cuatro grandes grupos genéticos. Sin embargo, a nivel regional siempre
se ha optado por el desarrollo especifico de cultivares. Por esta razon existe una amplia
diversidad de cultivares de C. arabica. Es importante destacar que un cultivo lefioso como el
café arabica no se adapta adecuadamente al desarrollo centralizado de variedades y su
posterior diseminacion a escala global (van der Vossen et al. 2015). Sin embargo, ciertas
variedades agronémicas se han destacado debido a su importancia econdémica, historica o

cultural.

2.1 Grupo genético Bourbon y Typica

El origen del nombre de estos grupos proviene de las variedades originales introducidas en
las diferentes regiones como Java y Bourbon. Estos cultivares tradicionales fueron
desarrollados hace muchos afios, a finales del siglo XVII, a partir de la seleccion de lineas e
incluso a través del cruce de variedades Typica con Bourbon; variedades como Mundo Novo
y Catuai provienen de estos cruzamientos (van der Vossen et al. 2015). Las variedades de
este grupo se asocian a una alta calidad de taza cuando se cultivan bajo condiciones dptimas
de clima, suelo y manejo agronémico (Van der Vossen et al. 2015). La calidad de taza se
determina mediante la evaluacion de los atributos fisicos del grano de café y las propiedades



organolépticas de la bebida (Tran et al. 2016). Sin embargo, un gran porcentaje son muy
susceptibles a la mayoria de las enfermedades y plagas que atacan al café (WCR 2018). Esta
vulnerabilidad latente incrementa los costos de produccion asociados y genera problematicas
ambientales debido al control quimico que debe aplicarse. Estimaciones recientes asignan
mas del 80% de produccién mundial de café arabica a las variedades Bourbon-Typica (WCR
2018).

2.2 Variedades locales de Etiopia

Este término se utiliza para definir las variedades tradicionales y locales de un sitio que se
han adaptado con el paso del tiempo al ambiente agricola, potenciadas por su aislamiento de
otras poblaciones de café (WCR 2018). En el caso del café, la mayoria de las variedades
locales provienen de las zonas forestales etiopes; son las variedades con la mejor calidad de

taza, sin embargo, presentan los peores rendimientos agronomicos (WCR 2018).

2.3 Introgresiones (Catimores, sarchimores y otros)

El uso de otras especies como C. canephoray C. liberica para transferir caracteres genéticos
de interés ha generado variedades de esta naturaleza. EI Hibrido de Timor (HdT), una planta
de café generada por la reproduccion sexual de C. arabica con C. canephora ha sido un
recurso genético de alto valor para el mejoramiento y la busqueda de resistencia a la roya
(WCR, 2018). Diversas lineas originadas del HdT fueron seleccionadas y cruzadas con
variedades ardbica de alto rendimiento como Caturra y Villa Sarchi, esto llevo a la
produccion de los dos grupos genéticos introgresados mas representativos: catimores y
sarchimores, respectivamente (WCR 2018). Generalmente, estas variedades se asocian a una
calidad de taza menor que los grupos genéticos méas puros (WCR 2018). Estos cultivares,
producto de largos periodos de seleccion, han originado plantas resistentes a diversas razas
de roya, permitiendo una productividad aceptable en regiones con alta incidencia de estas
enfermedades (Silva et al. 2006). Sin embargo, se ha demostrado que a partir de la seleccion

previa de lineas parentales con alta calidad de taza es posible generar descendencia hibrida



con una calidad de taza aceptable y que retenga genes de resistencia (Bertrand et al. 2003).
En el cuadro 1 se destaca la contribucion de varias especies de café al mejoramiento genético

de C. arabica por introgresion de genes.

Cuadro 1. Eventos de introgresion reportados en el mejoramiento genético de C. arabica L.

) Gen o caracteristica )
Especie donadora ) Referencia
introgresada

C. liberica Gen Sy3 (resistencia roya)

Genes Syb, Sh7, S8y SH9
(Resistencia roya)
Gen Ck-1 (resistencia a
C. canephora )
Colletotrichum kahawae)
Resistencia a nematodos

parasiticos Van der Vossen et al. 2015

Resistencia al minador de la
C. racemosa )
hoja

Resistencia al minador de la
C. stenophylla

hoja
C. salvatrix Tolerancia a la sequia
C. eugenioides Mejor calidad de taza

2.4 Hibridos F1

Consisten en las plantas de la primera generacion descendiente del cruce de lineas parentales

arabica genéticamente distintas. Estas variedades fueron creadas para combinar las mejores



caracteristicas de los padres, entre las cuales destacan la calidad de taza, el rendimiento y la
resistencia a enfermedades (WCR 2018). El vigor hibrido de estas variedades potencia su

rendimiento sobre otras variedades no hibridas.

3. Avances en el estudio genomico de C. arabica L.

C. arabica es una planta alotetraploide reciente, su origen se ubica a menos de 100 000 afios
en el pasado (Lashermes et al. 2016). Las especies parentales (C. canephora y C.
eugenioides) presentan una cercania evolutiva importante y existe una baja divergencia entre
sus secuencias genomicas (un 1,3% de diferencia entre genes) (Cenci et al. 2012). Sin
embargo, a pesar de esta alta homologia, C. arabica muestra importantes rearreglos
gendmicos que involucran el intercambio de secuencias homdlogas entre sus subgenomas, o
cual eleva la diversidad genética de la especie (Lashermes et al. 2014). A pesar de esto, los
eventos de intercambio gendmico son compartidos por todas las accesiones de C. arabica,
por lo que todas derivan de un unico evento de alopoliploidizacion (Lashermes et al. 2016).
En términos generales, la interaccion entre los dos subgenomas de la especie mantiene un
nivel residual de heterocigosidad en forma de cromosomas paralogos, a pesar de la
homocigosidad que impulsa la naturaleza autdgama de la planta (Mishra et al. 2011). De esta
manera, se mantiene un nivel importante de polimorfismos en el genoma, pero preservando

genes esenciales en condicion homocigota (Mishra et al. 2011).

Muchas investigaciones han utilizado diferentes sistemas de marcadores moleculares
(RAPD, AFLP, SSR, ISSR, SRAP, TRAP) en variedades de café de diferentes regiones, el
resultado ha sido una baja variabilidad genética, con la excepcién de moderada a alta
variabilidad encontrada en introgresiones e hibridos (revisado por Tran et al. 2016). A pesar
de la baja diversidad genética evidenciada por la mayoria de las accesiones de C. arabica,
existe una marcada variacion adaptativa o fenotipica, asi como un vigor hibrido importante
en el cruce de accesiones determinadas (Lashermes et al. 2016). Esta adaptacion fenotipica
tiene su origen en diferencias genotipicas entre accesiones; diferencias que son mas marcadas

en plantas de grupos genéticos distintos.



4. Variacion alélica en genes de interés de Coffea y su aporte al mejoramiento genético

Uno de los caracteres fenotipicos que mas variacidn exhibe entre accesiones de café es la
calidad de taza. Un gran nimero de compuestos bioquimicos almacenados en los granos de
café contribuyen a la calidad general de la bebida. Dentro de estos destacan compuestos no
volatiles (carbohidratos, compuestos nitrogenados, lipidos, minerales, acidos, ésteres, etc.) y
volatiles (mas de 300 compuestos detectados) (Tran et al. 2016). Ciertos compuestos como
la sacarosa, trigonelina y los lipidos tiene una correlacion positiva con la calidad de taza,
mientras que compuestos como la cafeina y algunos tipos de acido clorogénicos tienen una
correlacion negativa con la calidad (Tran et al. 2016). Las concentraciones de estos
compuestos varian entre especies de café e incluso entre variedades, llegandose a asociar

perfiles especificos de sabor a ciertos grupos genéticos de café arabica.

Muchos genes implicados en la biosintesis de compuestos asociados a la calidad de taza han
sido identificados. Entre estos destacan los genes CaSUS1 y CaSUS2, implicados en la
biosintesis de sacarosa; los CaMXMT1-2, CaDXMT1-2 y CTgS1-2 9 involucrados en la
produccion de cafeina y trigonelina, respectivamente (Tran et al. 2016). También se
encuentran los genes HQT, 4CL8 y POD, que participan en la ruta del fenilpropanoide y la
sintesis de &cidos clorogénicos (Tran et al. 2016). A pesar de los avances en el entendimiento
gendmico del café, aun no se han realizado estudios de variacion alélica asociados con niveles

mayores 0 menores de compuestos quimicos en los genotipos de café.

Los polimorfismos de nucle6tido simple (SNP) representan una de las formas de variacion
genética mas abundante en los genomas (Hugq et al. 2016). En algunos casos, estas variaciones
pueden surgir en regiones codificantes de proteinas, alterando asi el fenotipo de la planta. En
otras ocasiones, podrian no ser modificaciones observables debido a una naturaleza sindnima
de la variante o debido a su ubicacion en sitios no codificantes de los genes. También deben
considerarse los efectos que los SNP pueden tener sobre las actividades de los promotores y
otros elementos regulatorios de la expresion génica. Por estas razones, la busqueda y el

analisis de SNPs funcionales tienen un papel importante en el mejoramiento genético de los
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cultivos. En muchas ocasiones pueden proporcionar un modelo de estudio para entender la

funcién de ciertos genes en la constitucion de un fenotipo deseado. El cuadro 2 resume

algunos reportes del efecto de SNP en la funcion de genes particulares en el genoma de varios

cultivos.

Cuadro 2. SNP funcionales reportados en genes de importancia agronémica

Cultivo

Gen

Resultado del SNP

Referencia

Solanum

tuberosum

PHO1

StAOS2

Actividad reducida de la enzima y descenso
en desdoblamiento de algodén. Menores

contenidos de azUcares reductores.

Dos SNPs en el gen afectan la enzima, la
cual es parte de una ruta de sefializacion de
defensa. Tolerancia incrementada contra

Phytophtora infestans.

Schreiber et al. 2014

Pajerowska-Mukhtar
et al. 2009

Solanum

Invertasa de

Actividad reducida de la enzima y alteracion

Fridman et al. 2004

lycopersicum sacarosa del contenido de azlcares.
Actividad reducida de la enzima'y )
) o ) Kharabian-Masouleh
Oryza sativa GPT1 modificacién del contenido de
] o etal. 2012
amilosa/almidon.
Actividad reducida de la enzima y cambios

bmyl ) o Clark et al. 2003

Hordeum en contenidos de almidon.

vulgare Cambios en estructura de la proteina de _
HSP17.8 . Xiaetal. 2013
respuesta a estrés abidtico.
Rth3, Rumi, ]

Zea mays Alteracion del desarrollo de la raiz. Kumar et al. 2014

Rull
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Enzima con actividad diferencial,
) endo-1,4-B- incrementd contenido B-1,4-glucanos en la
Glycine max ) Jang et al. 2015
glucanasa pared celular y estos llevaron a semillas con

cubiertas duras e impermeables.

En el caso particular del café, se pueden destacar investigaciones que han demostrado el
efecto de variaciones nucleotidicas en genes implicados en la biosintesis de cafeina y acidos
clorogénicos. En Cynara cardunculus, variaciones en los genes C3’H y HQT, implicados en
la sintesis de acidos clorogénicos, tienen una importante correlacién con cambios en los
contenidos de estos acidos y la actividad antioxidante (Ferro et al. 2017). Un estudio similar
realizado en plantas de té, determin6 que SNP ubicados en regiones codificantes de los genes
TCS1, TIDH y sAMS se correlacionaron positivamente con contenidos variables de cafeinay
teobromina (Li et al. 2014). Un estudio reciente demostro que este tipo de estudios pueden
transferirse al andlisis de caracteristicas de interés en café. Mediante anélisis de datos de
secuenciacion de proxima generacion (NGS), fue posible realizar el ensamblado de diferentes
genomas de genotipos de café; a través del llamado de variantes se detectaron 11 SNPs
asociados a genes codificantes de enzimas implicadas en la conversion de sustratos de la ruta
de sintesis de la cafeina (Tran et al. 2018). El analisis en 38 genotipos de Coffea de la
secuencia de un tipo de gen DREB, implicado en la tolerancia a la sequia, mostré variaciones
asociadas a la tolerancia diferencial de cada genotipo (Alves et al. 2018). DREB1D fue
analizado a nivel de composicion nucleotidica en su promotor y sus regiones codificantes, la
mayor asociacion de variaciones con la tolerancia a la sequia se observo en la secuencia del

promotor (Alves et al. 2018).

5. Discriminacion de variedades de café a partir de analisis metabolomicos y genémicos

La variacion natural inherente de secuencias genéticas también puede aprovecharse para
desarrollar metodologias de discriminacion de variedades de café. Considerando la alta

cercaniay similitud fenotipica de las variedades de café, el desarrollo de métodos alternativos
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a la descripcion morfologica ha encontrado resultados positivos en la identificacion
diferencial de variedades. Se ha alcanzado un 79% de asertividad en la determinacion de
variedades de café arabica segun los perfiles obtenidos del analisis por HPLC, CG e ICP-
AES de los acidos grasos de los granos de café (Bertrand et al. 2008). La composicion de
acidos grasos en granos también fue utilizada para diferenciar mezclas de variedades arabica
y robusta (Romano et al. 2014). Se han explorado nuevos metabolitos para la identificacion
de genotipos de café y se determino que moléculas como: 5-CQA, &cido oxalico, galactinol,
cafeina, &cido cafeico, fructosa, &cido quinico, acido malico, D-glucosa, etc. permitan
diferenciar ciertos genotipos (Taveira et al. 2014).

Recientemente, se ha reportado un protocolo basado en ADN para la deteccion y
cuantificacion de adulteraciones en café molido (Combes et al. 2018). Este protocolo se baso
en la identificacion de SNP en loci cloroplasticos entre C. arabica y C. canephora, y el

subsecuente genotipado por fusién de alta resolucion (HRM).

6. Roya del café

Muchas enfermedades y plagas afectan las plantas de C. arabica y son en muchos casos las
determinantes de la produccion econémica alcanzada (Nair 2010). La importancia relativa
de cada una depende de la variedad y la localidad donde esté sembrada. EI manejo
agronomico enfocado al control de estas enfermedades y plagas es el predominante debido a
que el café ardbica representa el 60% del café cultivado a nivel mundial. Sin embargo, es
rescatable mencionar que existen diferencias importantes en el comportamiento agronémico
de C. canephora (Robusta) las cuales han sido utilizadas para llevar el cultivo del café a
zonas donde el café ardbica no podria desarrollarse. Generalmente las plantaciones de café
presentan altas densidades de siembra, lo cual crea microclimas favorables para el desarrollo
de patdgenos. Dentro de estos patogenos, la roya del café representa el principal obstaculo

en el mantenimiento de la productividad de las plantaciones.

La roya del café es provocada por el hongo Hemileia vastatrix (Berk and Broome) (Fig. 2),

un parasito obligado que afecta las hojas del género Coffea. Entre las especies cultivadas, C.



13

arabica es la afectada con mayor severidad. La defoliacion provocada ocasiona muerte de
las ramas y pérdidas de rendimientos (Avelino et al. 2015). La forma infecciosa es la
uredospora, la cual es una estructura unicelular, de pared gruesa, hidrofoba, con
pigmentacion oscura y superficie rugosa (Voegele et al. 2009). Debido a que solo presenta
este tipo de espora, H. vastatrix es considerada una roya microciclica. Las uredosporas de H.
vastatrix pueden viajar miles de kilometros al ser dispersadas por el viento y solo muestran

reduccion de viabilidad cinco dias despues de su dispersion (Voegele et al. 2009).

Fig. 2. Diferentes estadios de la enfermedad causada por H. vastatrix en C. arabica. Fuente:
Avelino et al. 2015.

6.1 Proceso de infeccion

Los primeros sintomas de la enfermedad son lesionas amarillas pequefias que aparecen en el
envés de hojas donde el hongo ha penetrado a través de los estomas (Avelino et al. 2015).
Cuando estas lesiones crecen, se conjuntan y producen ureddsporas con su color naranja
distintivo. Se observan manchas cloroticas en la cara superior de la hoja (Avelino et al. 2015).

En la altima etapa de la enfermedad las lesiones se vuelven necroticas.

El proceso de infeccion de H. vastatrix en hojas de café ha sido caracterizado con detalle.
Bajo condiciones fisicas apropiadas, las esporas germinan a través del poro germinal para
producir un tubo germinativo (Fernandez et al. 2013; Voegele et al. 2009). Sefales

topograficas son necesarias para que el tubo germinativo diferencie estructuras apresorias de
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infeccion. Los apresorios se diferencian sobre los estomas, se ha visto que la altura de las
aperturas estomaticas esta correlacionada con estimulos topogréaficos in vitro (Allen et al.
1991). La topografia determina la germinacion de la espora y una vez que las condiciones
son adecuadas sucede una produccion extracelular de una matriz compuesta por
carbohidratos de bajo peso molecular y polipéptidos glicosilados que se origina de la
solubilizacion y lisis de componentes de la superficie celular. Cutinasas y esterasas estan
involucradas en los procesos de adhesion. En esta etapa, se ha registrado la expresion
diferencial de genes relacionados a enzimas de utilizacion de carbohidratos y de acumulacion
de glicerol, lo que sugiere la presencia de mecanismos liticos y fisicos en la penetracion del
apresorio (Talhinhas et al. 2014). Después de la formacion del apresorio, el contenido
citoplasmatico se transfiere del tubo germinativo al apresorio y un septo se forma entre estas
estructuras; el apresorio diferencia una hifa de penetracion en el estoma. Esta diferencia una
vesicula delimitada por el septo en la cAmara subestomatica. Una célula haustorial madre se
diferencia cuando la roya entra en contacto con las células del meséfilo. Todo el contenido
citoplasmatico es movilizado hacia esta célula. Una vez que el patdgeno penetro en el tejido
se dispersa mediante la diferenciacion de hifas de infeccion que forman células haustoriales

madre involucradas en la penetracion de las paredes celulares y la produccion de haustorios.

En los haustorios se da una alta expresion de genes codificantes de enzimas involucradas en
la sintesis de vitamina B1 (cofactor enzimatico), H*-ATPasa en membranas y transportadores
de amino4cidos. Durante la infeccion, H. vastatrix es capaz de suprimir las defensas del
hospedante mediante la conversion de quitina a quitosano a través de quitinas deacetilasa,
detoxificacion de saponinas con B-glucosidasa, y la secrecion de manitol y D-arabitol para
suprimir las ROS generadas por la planta hospedante. Una de las respuestas moleculares
iniciales que se observan en el hospedante cuando se da la infeccion es la translocacion de
reservas de carbohidratos. La roya crea en las hojas infectadas un repositorio de carbohidratos
a través de la liberacidn de invertasas de tipo INV1p y la sobreexpresion de invertasas en la

pared celular del hospedante.



15

Interaccion inicial roya-café

El haustorio es la estructura principal de la biotrofia, es una estructura de alimentacion, pero
también suprime la respuesta de defensa del hospedante y estd involucrado en la
reprogramacion del metabolismo de la planta. Representa una de las estructuras mas
importantes en el proceso de infeccion y la respuesta de defensa de la planta de café. Los
haustorios median la entrega de proteinas efectoras a las células hospedantes (Rafigi et al.
2012).

La resistencia especifica de la planta ocurre después de que la roya inicia la produccion de
haustorios, esto es mediado por un mecanismo de reconocimiento especifico (Fernandez et
al. 2013). Actualmente es conocido que las royas secretan una amplia gama de efectores para
establecerse dentro del hospedante, y que estos “secretomas” incluyen muchos factores de
virulencia y productos de avirulencia reconocidos por el sistema inmune de la planta (Ellis
et al. 2009). El reconocimiento especifico del patdégeno ocurre después de la liberacion de
proteinas efectoras en las células hospedantes, contrario al reconocimiento general de los
PAMPs (Boller y Felix 2009).

AUn no se conoce la totalidad de las proteinas que inician la respuesta de defensa ante H.
vastatrix, sin embargo, se ha caracterizado una familia de proteinas transferidas en la roya
(RTP) conservadas entre distintas especies de Pucciniales, en la infeccién de H. vastatrix
(Fernandez et al. 2012). Se detectaron homologos que presentaban similitud significativa a
las secuencias de RTP1p (proteina previamente caracterizada de Uromyces fabae). Estos
genes RTP1p codifican proteinas efectoras moduladoras que poseen un dominio N-terminal
inestructurado y un dominio C-terminal estructurado con actividad inhibidora de proteasas

que se asocia a la funcion del efector durante la interaccion biotrofica (Pretsch et al. 2013).

Seis proteinas efectoras de royas se han descrito en tres especies (ninguna en H. vastatrix),
estas son: AvrP123, AvrP4, AvrL567, AvrM, RTP1 y PGTAUSPE-10-1 (Petre et al. 2014).

Estas proteinas son muy importantes porque permiten la manipulacion de procesos
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metabdlicos del hospedante. AlUn no se conoce como estas proteinas promueven el
crecimiento del hongo, se conocen con mayor claridad sus propiedades avirulentas
(capacidad de iniciar respuestas de inmunidad). Se ha identificado, a través de
pirosecuenciacion, 6763 contigs que predijeron in silico 382 proteinas efectoras candidatas
secretadas en hojas de café infectadas con H. vastatrix (Fernandez et al. 2012). Un 60% de
los contigs obtenidos no mostraron homologia a las bases de datos y pueden corresponder a
genes Unicos de H. vastarix. Entre los transcriptos mas abundantes se encontraron genes
previamente descritos en transcriptomas de otras royas asociados con la estructura infecciosa
del haustorio. Estos corresponden a la proteina NMT1, manitol deshidrogenasa dependiente
de NADP, enzima THI4 implicada en la sintesis de timina y una ATPasa de membrana

plasmatica.

En H. vastarix (como en el resto de los Pucciniales) no se sabe con claridad de qué manera
las proteinas efectoras son translocadas a las células del hospedante, se han postulado cuatro
rutas posibles (Fig. 3) (Fernandez et al. 2013): 1) transferencia directa por la membrana; 2)
translocacion mediada por proteina; 3) transferencia por endosomas; y 4) transporte
retrogrado a través del aparato de Golgi del hospedante.

Fig 3. Mecanismos hipotéticos de translocacion de efectores de Pucciniales hacia la célula

vegetal durante el proceso de infeccion. Fuente: VVoegele et al. 2009.
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6.2 Variabilidad fisioldgica de H. vastatrix

H. vastatrix es una especie muy primitiva, con un genoma inusualmente grande entre las
royas (733,5 Mb). A pesar del uso de variedades resistentes, la enfermedad sigue apareciendo
en una frecuencia relevante. En los ultimos afios razas “mutantes” que no habian sido
registradas en ciertos lugares afectaron muchas plantaciones de café con genotipos resistentes
a la roya (Talhinhas et al. 2014). Esta variabilidad fisioldgica puede atribuirse a su elevada
diversidad genética (Nunes et al. 2009). Hasta hace poco la identificacion de genes en
biotrofos obligados era una limitante al estudio de las royas. Con el incremento en la
capacidad de tecnologias de secuenciacion el conocimiento de genomas fungicos ha ido

incrementando hasta posibilitar el entendimiento de la interaccidn planta-roya.

En el caso de H. vastatrix, un problema importante en el analisis de su genoma radica en la
elevada riqueza de este en elementos transponibles repetibles (Bakkeren et al. 2016;
Cristancho et al. 2014; Kemen et al. 2014). Se han encontrado repeticiones de familias de
genes que codifican para transportadores de aminoacidos y oligopeptidos, glicosil-hidrolasas,
lipasas, peptidasas, quitina deacetilasas en otras especies de roya (Fernandez et al. 2013).
Estos genes parecen ser importantes para alcanzar la infeccion del hospedante en etapas
tempranas. La abundancia de elementos transponibles puede estar involucrada con la
expresion fenotipica de la enfermedad, afectando su tolerancia al clima y restringiendo su
rango ecoldgico (Carvalho et al. 2014). Esto por cuanto genomas amplios normalmente
restringen la distribucion de ciertas especies en habitats extremos (Carvalho et al. 2014). Los
elementos transponibles del genoma de las royas son generadores de diversidad genética al
reestructurar genomas, mutagenizar regiones codificantes y no codificantes y alterar patrones
de expresion de genes (Kemen et al. 2014). Son posibles impulsores de la evolucion de la
biotrofia obligada porque reacomodan genomas y promueven la evolucion de efectores
mediante estos rearreglos (Kemen et al. 2014). Esta conformacion gendmica explica en parte
la amplia variabilidad que se observa dentro de H. vastatrix, hasta el momento se han descrito

mas de 50 razas fisiologicas del patdgeno.
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7. Caracterizacién molecular del patosistema C. arabica-H. vastatrix
7.1 Base genética de la resistencia

La resistencia de C. arabica ante la infeccion por H. vastatrix estd determinada por un
conjunto de factores genéticos de resistencia que desencadenan la respuesta hipersensible
(HR) antes de la formacion de los haustorios. La interaccion café-roya sigue el modelo de
Flor (Flor 1955) de gen-por-gen donde se han determinado 9 factores de resistencia en la
planta denominados Sn (Talhinhas et al. 2017; Azinheira et al. 2010). Estos factores estan
implicados en el reconocimiento de los correspondientes genes de virulencia, denominados
avr, en mas de 50 razas de H. vastatrix. La distribucion de los factores de resistencia es
desigual entre las especies de Coffea, una de las fuentes principales de resistencia es el
hibrido interespecifico Hibrido de Timor (HdT), el cual deriva de la hibridacion de C. arabica
con C. canephora. Este representa la base genética de los cultivares actuales resistentes a la
roya. La resistencia en las poblaciones de café esta conferida por la combinacion de factores
de resistencia provenientes de C. canephora y C. arabica. Los factores Sy6, SH7, SH8 y SH9
provienen de C. canephora mientras que los Snl, Su2 y Sn4 provienen del grupo genético de
las arébicas (Cabral et al. 2016). El factor de resistencia Su3 deriva de C. liberica. La
combinacién de estos 9 genes condiciona la respuesta de los genotipos a la roya. Esta
respuesta de resistencia se puede categorizar desde la resistencia a todas las razas hasta la
susceptibilidad a todas las razas (Cabral et al. 2016). Dada la alta capacidad de dispersion de
laroyay la baja estructura poblacional encontrada entre los grupos fisiol6gicos del patégeno,

la resistencia multigénica es recomendable (Cabral et al. 2016).

La combinacion de factores de resistencia con factores de avirulencia genera relaciones
incompatibles en las cuales el crecimiento fungico se detiene una vez que ocurre el ingreso
por el estoma (Azinheira et al. 2010). Se ha reportado que la resistencia post-haustorio es la
respuesta mas frecuente a las royas por parte de los hospedantes (Mellersh y Heath 2003).
En café, se ha determinado que ocurre un reconocimiento del hongo cuando este llega al

mesdfilo de la hoja (Ramiro et al. 2009).
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El mejoramiento genético durante mas de un siglo ha permitido el desarrollo de la resistencia
a laroya. Los progenitores principales para la resistencia son los HdT. A partir de tres lineas

se han desarrollado variedades resistentes a la roya (McCook y Vandermeer 2015).

El mecanismo de defensa generalizado es una respuesta hipersensible (HR) mediante la cual,
las celulas del hospedante que estan en contacto con el patdgeno entran a una etapa de muerte
celular iniciada por los efectores secretados (Azinheira et al. 2010). Las respuestas de
resistencia implican el incremento en la actividad peroxidasa e induccién de genes
relacionados a la defensa que llevan a una generacion fuerte y transitoria de H2O2 en las
células infectadas (Talhinhas et al. 2017).

Los genes R particulares del café no han sido aislados, ni tampoco los genes Avr en H.
vastatrix. Por esto el mejoramiento genético de la resistencia depende de introgresiones
acompafadas de estudios de ligamiento. Pocas royas pueden cultivarse axénicamente en
medios de cultivo completos, ademas los haustorios funcionales y las estructuras de
esporulacion solo pueden ser formadas en la planta, este es el caso de H. vastatrix (Fernandez
et al. 2013; Voegele et al. 2009). Ante esta situacion y aunado al hecho de que no existe un
sistema de validacion de genes en café para estudiar la enfermedad, y la planta es de lento
desarrollo, se llevan a cabo estudios in situ que han buscado determinar cuales son los

principales genes implicados en la respuesta de defensa.

7.2 Bases moleculares implicadas en la resistencia

Durante el proceso de infeccion, diferentes mecanismos de defensa pueden operar. No hay
reportes de defensas preformadas en genotipos de café resistentes a la roya que limiten la
germinacion de la espora y la formacion del apresorio (Talhinhas et al. 2017; Voegele et al.
2009; Fernandez et al. 2013). Las uredosporas normalmente germinan y penetran los estomas
tanto de plantas resistentes como susceptibles (Silva et al. 2002). Se ha determinado que la
mayoria de los mecanismos de resistencia se activan una vez que ocurre penetracion en la

hoja.
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En genotipos resistentes, la resistencia especifica usualmente se expresa como una HR, con
la muerte celular programada restringida a las células epidérmicas, estomaticas o del meséfilo
en el sitio de la infeccion. Se ha demostrado que esta es la respuesta mas comdn de las
interacciones gen-gen y ocurre cuando hay reconocimiento exitoso de los patdgenos
avirulentos (Ramiro et al. 2009; Silva et al. 2006). La estrategia de muerte celular esta
adaptada a la naturaleza biotrofica de H. vastatrix, la cual es incapaz de desarrollarse en

tejidos muertos.

En investigaciones en café, se ha observado el efecto de la resistencia en la estructura celular.
Se reporta la ruptura de la membrana a nivel de plasmalema y en diferentes organelas
(cloroplastos, mitocondrias y nucleo) con un cambio en la apariencia y la coagulacion del
citoplasma (Silva et al. 2006). La respuesta de defensa no se limita a la HR, también se ha
observado el encasillamiento de los haustorios después de la respuesta de defensa,
generalmente a través de deposicidn de calosa que limita el intercambio de nutrientes entre
el hongo y la planta (Silva et al. 2002). Es importante considerar que el reconocimiento
efectuado por las proteinas R no siempre es por un método directo con las proteinas Avr.
También puede mediar una actividad “guardian” donde las proteinas R reconocen a los

efectores del patdgeno indirectamente (VVoegele et al. 2009).

La informacidn acerca de la herencia de la resistencia vertical en el café es significativa, pero
es necesaria la caracterizacion de los factores genéticos y entender el modo en que ocurre el
sefialamiento y las respuestas de defensa. De esta manera es posible interpretar la causa de
los mecanismos de quiebres de resistencia en genotipos élite. En las variedades resistentes a
roya, una secuencia de sefiales moleculares en la membrana plasmatica es necesaria para
controlar el desarrollo del hongo (Yuo-Xiong et al. 2008). El reconocimiento efectivo del
patdgeno, realizado a partir de efectores conservados es el primer paso hacia esta resistencia.
En el proceso de reconocimiento, los genes que pertenecen a la clase NBS-LRR (genes R)
del café activan cascadas de sefialamiento. Los genes NBS-LRR del café contienen dominios

NBS altamente conservados y dominios LRR hipervariables, estos dominios estan
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implicados en el reconocimiento de elicitores del patdgeno y la activacion de proteinas de

respuesta de defensa (Noir et al. 2001).

Se ha determinado que el tiempo que tarda la primera respuesta de genes implicados en el
reconocimiento de un patégeno es crucial para inducir las cascadas de sefializacion gque llevan
a la expresion de genes involucrados en los mecanismos de defensa (Kumar y Kirti 2011).
Para la mayoria de los patosistemas, entre ellos el de café-roya, el proceso inicia con la
percepcion, seguido de la transduccion de la sefial y finaliza con la activacion de genes de
defensa. Al inducir estos genes que a su vez regulan la expresion de otros genes de defensa,

el avance del patogeno puede ser suprimido (Kushalappa et al. 2016).

Diversos estudios han mostrado cuales son los principales genes que se activan en relaciones
incompatibles de genotipos resistentes de café con H. vastatrix. La determinacion de estos
mecanismos moleculares representa el primer paso para comprender qué diferencia a las
plantas resistentes de las susceptibles dentro de una especie cuya diversidad genética se ha
visto reducida con el paso del tiempo. A continuacién, se describen los principales
componentes de la respuesta de defensa en plantas de café resistentes a la infeccién por H.

vastatrix.
7.2.1 Proteina de resistencia a enfermedades no especifica de raza (NDR1)

Es conocido que los actores moleculares que inician las rutas de sefializacion de la resistencia
permanecen mayoritariamente desconocidos. Se ha establecido una metodologia para
identificar y caracterizar la proteina NDR1 involucrada en la respuesta generalizada a estrés
bidtico (Cacas et al. 2010). Esta proteina es un componente clave de la ruta de sefializacion
de muchas proteinas CC-NBS-LRR (Silva et al. 2006). A partir del gen ortélogo en
Arabidopsis, fue posible establecer un sistema para caracterizar esta importante proteina en
café. Este avance representa un sistema a partir del cual es posible aislar genes R responsables

de la resistencia a H. vastatrix que ain no han sido identificados.
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7.2.2 Genes R (NBS-LRR)

Las proteinas R son el inicio de la respuesta especifica de los hospedantes resistentes de café.
Se ha disefiado una estrategia para estudiar la expresion de genes R tipo NBSL-LRR
involucrados en la resistencia parcial de lineas de café (Romero et al. 2010). A partir del
disefio de oligonucleodtidos degenerados basados en secuencias conservadas de genes
ortélogos implicados en la respuesta de defensa, se logré la clonacién de familias de genes R
tipo NBS-LRR. Algunos de estos genes fueron el RPP (Reconocimiento de Peronospora
parasitica) el cual activa la muerte celular localizada en la planta hospedante (respuesta
hipersensible). EI gen RPR1, el cual es un gen tipo NBS-LRR caracterizado en Oryza sativa
L y que esta implicado en el reconocimiento molecular de la bacteria fitopatégena P. syringae
en Arabidopsis, y el gen Mla6, el cual proporciona resistencia en cebada ante el mildid

polvoso.

En una investigacion se infectaron, con esporas de H. vastatrix, genotipos resistentes y
susceptibles de café (Diola et al. 2013). Se extrajo ARN a ciertas horas después de la
inoculacion y se cuantifico la expresion de genes relacionados al sefialamiento molecular de
reconocimiento que se da a las 24 h de infeccion y los genes implicados en la defensa que se
expresan 72 h después de la infeccion. Dentro de los genes relacionados a factores de
transcripcion, reconocimiento y sefializacion del patdégeno expresados a las 24 h, un gen tipo
NBS-LRR fue el que se expresé mayoritariamente en el genotipo resistente. También
destacaron los genes RGh1A vy las kinasas MEK, MAPK2 y CDPK, implicados en desarrollo
y defensa. Los genes relacionados a la defensa se expresaron diferencialmente a las 72 h
después de la inoculacién, sin embargo, no se observaron cambios significativos en la
expresion entre genotipos resistentes y susceptibles. La Unica excepcion fue el gen
codificante de una proteina de patogénesis que consiste en una quitinasa. La expresion de
estas proteinas puede ser un mecanismo que contribuye a la resistencia (Vasconcelos et al.
2011). A partir de un analisis de correlacion de los patrones de expresion de 21 genes en

relacion con la coexpresion en tiempo e intensidad se clasificaron los genes en tres clases
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distintas: 1) factores transcripcionales EREBL1 y bZIP; Il) genes de resistencia (NBS-LRR,
RGH1A, RLK, Bergl y Pto), quinasas (MEK, MAPK3, MAPK2, and CDPK), y proteina de
sefialamiento de union a calmodulina (CBP); I11) genes de respuesta a defensa y proteinas de
patogénesis. Se destaca la posibilidad de estudiar el gen NBS-LRR como un candidato de
resistencia monogénica ya que la expresion de otros genes de resistencia ocurrio a niveles

menores y en un tiempo posterior.
7.2.3 Peroxido de hidrogeno

H. vastatrix produce haustorios pioneros en células estomaticas adyacentes y subsidiarias
después de penetrar por el estoma, aproximadamente 39 horas después se produce el
haustorio secundario. Este es detectado en genotipos resistentes y desencadena patrones de
expresion de genes implicados en la defensa. La interaccidon incompatible esta caracterizada
por una generacion fuerte y transitoria de H202en los sitios de infeccion durante la formacion
del haustorio secundario de H. vastatrix. Se han determinado diferencias claras entre la
expresion de genes relacionados a la patogenicidad (CaPR1b y CaPR10) en genotipos
resistentes y susceptibles que coincidieron con la formacion del haustorio secundario de la
roya (Ramiro et al. 2009). No se detectd que la resistencia se expresara durante la etapa de
haustorios primarios lo que puede sugerir que los componentes de esta estructura no son

reconocidos 0 no son secretados en células estomaticas.

La muerte celular asociada a la HR ocurre contemporaneamente con un incremento en la
actividad de enzimas peroxidasas (POD). Se ha evaluado la actividad de enzimas peroxidasas
durante la interaccion incompatible de la enfermedad (Silva et al. 2008). A nivel citoquimico,
las enzimas POD y el H20- se localizaron en la interfase entre la cuticula y las estructuras de
penetracion del hongo, y en los sitios de infeccién. Estos indicios muestran que POD,

NADPH oxidasas y otras oxidasas estan involucradas en la respuesta de resistencia.
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7.2.4 Factores de transcripcién

La evaluacién de la expresion de genes mediante RT-gPCR ha permitido detectar diferencias
importantes entre los niveles de expresion de genes relacionados a la respuesta de defensa en

genotipos tolerantes y susceptibles.

La expresion significativa de genes en tejidos infectados ocurre entre 12-16 horas después de
la inoculacion, en la interaccion incompatible (Ganesh et al. 2006). Este tiempo corresponde
con la diferenciacion de pocas esporas en hifas de penetracion a través del estoma. La
activacion del gen CaWRKY1 ocurrio tempranamente en la interaccion incompatible y a las
24 h en la interaccion compatible, esto contrastd con la expresion del gen CaR111 el cual
solo se detectd en el genotipo resistente. EI gen codificante para la proteina de resistencia no

especifica de raza (CaNDR1) no se expreso diferencialmente en el genotipo resistente.

Es posible que CaNDR1 participe en las respuestas iniciales de sefializacion y por lo tanto se
expresa equitativamente en genotipos resistentes y susceptibles. CaWRKY codifica para un
factor de transcripcion implicado en la regulacion de procesos de defensa, es un gen que
desencadena la expresion de otros genes implicados en la deteccion y defensa ante H.
vastatrix. Los genes regulados por CaWRKY poseen un elemento en su promotor de tipo caja-
W al cual se unen los factores de transcripcion WRKY. La expresion de CaWRKY es activada
poco tiempo después de la inoculacion con H. vastatrix en la interaccion incompatible. Se ha
demostrado que las diferencias en el tiempo y los niveles cuantitativos de induccion de genes
de defensa contribuyen en gran parte al fenotipo que el hospedante exhibe ante un patdégeno
virulento o avirulento (Tao et al. 2013). Por esta razon, la base molecular de la resistencia en
interacciones incompatibles se caracteriza por una muy temprana activacion de genes

implicados en el sefialamiento y la deteccion del patdgeno.
7.2.5 Polifenoloxidasas

Se ha determinado que la actividad oxidativa de los tejidos infectados por H. vastatrix esta

relacionada con la composicion fenolica del tejido mas que por una mayor actividad de las
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polifenoloxidasas (PPO). En interacciones incompatibles con HAT se observé un incremento

significativo en la actividad de PPO a los 4 dias de inoculacién con HV (Melo et al. 2006).

Los compuestos fendlicos estan implicados en la respuesta hipersensible observable dos dias
después de la inoculacion. La muerte de células guardianas y subsidiarias se caracteriza por
altos contenidos de polifenoles, que son sustrato para las enzimas polifenol oxidasas, y
facilitan el encasillamiento de los haustorios a través de la deposicion de calosa y B-1,4-

glucanos (Silva et al. 2002).

Durante este proceso, la actividad de la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL) se
incrementa. Se han detectados dos momentos de méaxima actividad, al dia 2 y 5 después de
la inoculacién los cuales se pueden asociar a la acumulacion de compuestos fenolicos y la
lignificacién de las paredes celulares respectivamente como una forma de detener la

expansion del hongo.
7.2.6 Quitinasas

Las enzimas quitinasas influyen en la defensa del café ante H. vastatrix. Se ha detectado un
alto nivel constitutivo de actividad quitinasa en el fluido intercelular de hojas sanas de plantas
resistentes (Guerra-Guimaraes et al. 2009). Después de la infeccion con esporas de roya, las
isoformas de quitinas eran mas abundantes en las interacciones incompatibles que en las
compatibles. Dentro de estas, la clase | de quitinasas resultd particularmente relevante dentro

de la respuesta de defensa del cafe.
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Objetivos

General

Analizar el efecto de la variabilidad genética natural e inducida en la respuesta de defensa
durante la infeccidn de H. vastatrix. en accesiones de Coffea spp. y plantas de C. arabica L.

var. Catuai desarrolladas mediante mutagénesis quimica in vitro.

Especificos

1. Caracterizar, mediante la técnica HRM, la variabilidad natural e inducida presente en
regiones gendémicas de interés en accesiones del género Coffea spp. y plantas de C.
arabica var. Catuai desarrolladas mediante mutagenesis quimica in vitro.

2. Evaluar fenotipicamente la resistencia ante la infeccion de H. vastatrix en las variedades
Catuai, Costa Rica-95 y plantas de C. arabica var. Catuai desarrolladas mediante
mutagénesis in vitro.

3. Analizar los cambios relativos que ocurren durante la expresion de algunos genes
involucrados en la respuesta de defensa ante la infeccién de roya (H. vastatrix) en las
variedades Catuai y CR-95 y plantas de C. arabica var. Catuai desarrolladas mediante

mutagénesis quimica in vitro.
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ARTICULO 1

Identificacion genotipica de café (Coffea spp.) a partir de variantes nucleotidicas
analizadas mediante el analisis de fusion de alta resolucion

Alejandro Bolivar-Gonzalez 3, Ramon Molina-Bravo?, William Solano-Sanchez®, Emanuel
Araya-Valverde*, Andrés Gatica-Arias *

! Laboratorio Biotecnologia de Plantas, Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica, San
Pedro, Costa Rica

2 Programa de Biotecnologia Vegetal y Recursos Genéticos para el Fitomejoramiento
(BIOVERFI), Universidad Nacional. Heredia, Costa Rica.

3Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza, Turrialba, Cartago, Costa Rica

4 Centro Nacional de Innovaciones Biotecnoldgicas, San José, Costa Rica

Resumen

El desarrollo de métodos eficientes y escalables de identificacion genotipica es necesario para acelerar
los estudios de caracterizacion gendmica de las diferentes accesiones y la validacion del germoplasma
de Coffea. En café, la baja diversidad genética dificulta el establecimiento de protocolos que faciliten
una caracterizacion molecular adecuada de un genotipo determinado. En este trabajo se llevo a cabo
un andlisis de variabilidad nucleotidica en 22 loci del genoma de 19 accesiones de café mediante el
anélisis de fusion de alta resolucion (HRM por sus siglas en inglés). Ciento tres posiciones mostraron
variabilidad tanto a nivel interespecifico (15 loci) como entre variedades de la especie arébica (4 loci).
Asi mismo, se detectaron variantes en regiones no codificantes utilizando un marcador universal
(ITS2) y en regiones codificantes en un gen implicado en la acumulacion de sacarosa en el grano
(SUS2). La mayoria de las variaciones fueron validadas por el andlisis HRM, el cual demostré ser
una técnica sensible y robusta para caracterizar el germoplasma e identificar variantes en genes de
interés como CaKO1, SUS2, CcOAOMTL, asi como establecer un método para aumentar la
sensibilidad de identificacion de variedades basado en la region ITS2.

Introduccion
El café (Coffea arabica L.) es uno de los productos agricolas mas importantes, ya que

representa una de las materias primas mas comercializadas en los mercados internacionales

(Cheng et al. 2016; Tran et al. 2018). Es cultivado en paises situados en regiones tropicales
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y subtropicales (van der Vossen et al. 2015). De las méas de 100 especies que componen el
género Coffea, solo dos son cultivadas extensivamente (Sousa et al. 2017). El café arabico
(Coffea arabica L.) representa el 70% de la produccion mundial, mientras que el resto de
café producido proviene de la especie robusta (C. canephora Pierre ex Froehner) y en un
pequefio porcentaje de especies como Coffea liberica Hiern. y Coffea racemosa Lour (Park
et al. 2019). La preferencia hacia el café arabica se debe a su mayor acidez, leve amargura y

un mejor sabor en general comparado a la taza obtenida del café robusta (Combes et al. 2018).

Las variedades de café arabico presentan una muy alta uniformidad genética entre si. La baja
variabilidad genética se ha atribuido al proceso de domesticacion, al trasiego del café y a su
mecanismo de reproduccién primordialmente autégamo (Anthony etal. 2002).
Particularmente, el cafe arabico es la Unica especie tetraploide (2n= 4x= 44) del género
(Bertrand etal. 2003). Esta baja diversidad genética se extiende por las lineas de
mejoramiento genético del café ardbico y es reconocida como una limitante de gran
relevancia en la tolerancia de las variedades hacia estrés abiotico y bidtico (Merot-
L’anthoene et al. 2019).

El mejoramiento genético del café ha generado cuatro grandes grupos de plantas con
caracteristicas en comun: i) las variedades tradicionales Typica y Bourbon y los genotipos
derivados de sus cruces; ii) las variedades locales de Etiopia, generalmente aisladas del resto
de variedades comerciales; iii) las introgresiones, como las lineas Sarchimores y Catimores
que abarcan la descendencia de cruces interespecificos; iv) los hibridos F1, plantas de la
primera generacion descendiente del cruce de lineas parentales arabica genéticamente
distintas (World Coffee Research, 2018).

Hasta el momento, la mayoria de los estudios previos se centraron en determinar a traves de
técnicas como el analisis de microsatélites (SSR), los polimorfismos en longitud de
fragmentos amplificados (AFLP) y recientemente con los polimorfismos amplificados
relacionados con secuencias (SRAP), el grado de parentesco y los niveles de diversidad

genética entre cultivares comerciales de C. arabica (Lashermes et al. 2000; Anthony et al.
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2001; Cubry et al. 2008; Geleta et al. 2012; Motta et al. 2014; Jingade et al. 2019; Sanchez
et al. 2020). Estos trabajos han establecido la baja variabilidad genética que predomina entre
las variedades de café arabica. La secuenciacién de las regiones genémicas implicadas en el
metabolismo de azucares, compuestos aromaticos y respuestas de defensa en un mayor
numero de genotipos podria contribuir al descubrimiento de variantes genéticas que originan
variaciones cuantitativas en estas caracteristicas (Tran et al. 2018). Asi mismo, la
identificacion de estas variantes permitiria aplicar técnicas moleculares de deteccion con el
fin de distinguir genotipos o establecer relaciones de parentesco entre hibridos. (Zhou et al.
2016).

Los polimorfismos de nucleétido simple (SNP) representan una de las variaciones mas
abundantes en los genomas (Hug et al. 2016). En algunos casos, estas variaciones pueden
surgir en regiones codificantes de proteinas, alterando asi el fenotipo de la planta (Ganal et al.
2009; Huq et al. 2016). Ocasionalmente pueden proporcionar un modelo de estudio para
entender la funcion de ciertos genes en la constitucion de un fenotipo deseado (Huq et al.
2016).

El analisis de fusion de alta resolucion (HRM), es una técnica de facil y rapida
implementacion (Simko 2016). El analisis se puede implementar a través de un programa de
amplificacion por termociclado con una duracion aproximada de 3 a 4 horas. Se adapta muy
bien al analisis de variaciones de tipo SNP o INDELs pequefios (Cruz etal. 2013).
Variaciones en la secuencia de nucleétidos tienen un efecto en la estabilidad de una secuencia
corta de ADN, modificando asi la temperatura de fusién (Tm) de la molécula (Clevenger
et al. 2015). Asi mismo, la presencia de alelos en condicion heterocigota puede detectarse
por HRM. Previamente se ha reportado el uso del analisis HRM en la distincion genotipica
entre C. arabica y C. canephora con el fin de identificar escenarios de adulteracion de
mezclas de café molido; regiones polimorficas del ADN de cloroplastos de ambas especies
fueron analizadas y los perfiles de fusion se asociaron con los porcentajes de mezclas
(Combes et al. 2018).
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El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la efectividad del analisis HRM para
detectar variaciones en las secuencias nucleotidicas de genes, relevantes para el
mejoramiento genético, provenientes de distintas accesiones de café (Coffea spp.), asi como

aproximar la variabilidad nucleotidica en algunas regiones de estos genes.

Materiales y métodos

Material vegetal

Un total de 19 accesiones del genero Coffea fueron seleccionadas como parte del grupo
representativo de plantas de café para el andlisis de la variabilidad natural en las secuencias
de nucleotidos de diversos genes (Cuadro 1). Estas accesiones correspondieron a 15
cultivares de C. arabica L; las cuatro accesiones restantes correspondieron a individuos de
las especies del género: Coffea canephora, Coffea liberica, Coffea pseudozanguebariae y
Coffea eugenioides. Cada accesion estuvo representada por una planta. Datos sobre la colecta
del material, el origen genético de las accesiones y su origen parental se indican en el cuadro
1. El material recolectado en campo consistio en hojas jovenes ubicadas préximas al primer
o segundo nudo después del meristemo apical. Las hojas fueron inmediatamente almacenadas
en bolsas herméticas y mantenidas en frio haciendo uso de una hielera. Posteriormente,
fueron almacenadas en un congelador a -80°C. Finalmente, las hojas fueron liofilizadas
durante 48 horas a una temperatura del condensador de -50°C empleando el equipo Alpha 1-
2 LD (CHRIST). Se extrajo el ADN de las muestras a través de la metodologia de extraccion

con CTAB (Doyle y Doyle, 1987) con modificaciones (Bolivar-Gonzalez et al. 2018).

Seleccion de genes de interés agronémico

Se delimitaron regiones de 13 genes implicados en caracteristicas agrondémicas (calidad de
taza, resistencia a enfermedades, morfologia, etc.) del café para evaluar la variacién en las
secuencias nucleotidicas dentro de diversas accesiones de Coffea spp. (Cuadro 2). Para
realizar el disefio de los iniciadores se utilizaron los recursos gendmicos de Coffea

disponibles en los repositorios de secuencias del NCBI (GenBank) y Phytozome
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(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.ntml). A partir de las secuencias gendémicas se

disefiaron iniciadores que permitieran amplificar regiones de aproximadamente 900-1200 pb
(Cuadro 3). Las regiones se extendieron tanto en ciertos exones como en intrones de las
secuencias. En 9 de los 13 genes se disefiaron dos pares de iniciadores. El software
Primer3Plus (Untergasser et al. 2012) se utilizé para el disefio de las secuencias, bajo los
siguientes parametros: tamarfio de iniciador: 18-20-25 pb, Tm: 55-60-65, %GC: 40-50-60,
maxima diferencia de Tm: 3°C, maximo Poly-X: 3, grapa GC: 1, maximo GC en extremo 3’:
2, parametros termodindmicos: SantaLucia 1998, formula de correccion de sales: SantaLucia
1998.

Cuadro 1. Accesiones de Coffea spp. que se utilizaron en el analisis de variacion en
secuencias genéticas mediante discriminacion de SNPs con la técnica HRM. Las muestras

fueron recolectadas de la coleccion de germoplasma del CICAFE y el CATIE.

Codigo  Variedad/Accesion Especie Grupo Genético Familia Lugar de
recoleccion
1 Centroamericano Coffea arabica .H',b rido (\_/arledad Io<_:a| 5296 X Rume CICAFE!
etiopia x Catimor/Sarchimor) Sudan
2 C. liberica Coffea liberica NA NA CICAFE!
. . HdT 832/2 X -
3 IAPAR-59 Coffea arabica Sarchimor Villa Sarchi CICAFE
4 Costa Rica 95 Coffea arabica Catimor HdT 832/1 X CICAFE!
Caturra
P - Americana tradicional Mundo Novo X £
5 Catuai Rojo Coffea arabica (Borbdn/Typica relacionada) Caturra CICAFE
6 Geisha Coffea arabica Variedad local de Etiopia Ninguna CICAFE!
. Americana tradicional Typica X =
7 Mundo Novo Coffea arabica (Borbon/Typica relacionada) Borbon CICAFE
. . . Americana tradicional Mutacion £
8 Villa Sarchi Coffea arabica (Borbon relacionada) natural Borbon CICAFE
9 Caturra Coffea arabica Amerlgana tragilmonal Mutacion . CICAFE!
(Borbon relacionada) natural Borbon
10 C. canephora Coffea canephora NA NA CICAFE!
. . . Americana tradicional : £
11 Borbén Rojo Coffea arabica (Borbon relacionada) Ninguna CICAFE
12 Java Coffea arabica Variedad local de Etiopia Ninguna CICAFE!
Hibrido (Variedad local Caturra X ET41 )
13 Casiopea Coffea arabica etiopia x Americana (variedad CICAFE!
tradicional) Etiopia)
14 C. eugenioides Coffea eugenioides NA CATIE?
15 Typica Coffea arabica Americana tradicional Ninguna CATIE?

(Typica relacionada)


https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
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17
18
19

C.
pseudozanguebariae

Purpurens
Laurina
Moka

Coffea
pseudozanguebariae

Coffea arabica
Coffea arabica
Coffea arabica

NA
NA
NA

NA
NA
NA

32

CATIE?

CATIE?
CATIE?
CATIE?

Coleccion del Centro de Investigacion del Instituto del Café de Costa Rica. San Pedro, Heredia, Costa Rica.
10°02'09.3"N 84°08'11.3"W

2Coleccion Internacional de Café del Centro Agrondmico Tropical de Ensefianza e Investigacion. Turrialba,
Cartago, Costa Rica. 9°53'56.1"N 83°39'40.3"W
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Cuadro 2. Loci seleccionados para analizar la variabilidad en secuencias de nucleo6tidos
entre diferentes accesiones de Coffea spp.

Nombre del Proteina Funcién Tamafio Tamafio
gen gen (pb) CDS (pb)
Proteasa Clp Gen enddgeno (genoma
ClpP dependiente de ATP cloroplasto). 1994 591
- Descomposicién oxidativa
Dioxigenasa de de carotenoides durante la
CCD1 ruptura de - 10938 1647
. formacion del grano que
carotenoides ;
contribuyen al aroma
Factor de Implicado en la respuesta a
CaWRKY1 transcripcion estrés hidtico, incluido el 2297 1722
WRKY1la de Hemileia vastatrix
LOX1 5 9S -Lipoxigenasa  'nvolucradaen respuestaa gopp 2586
estrés bidtico
Pto _ Kinasa _ Involucrad,a en ’re_spuesta a 2994 1044
serina/treonina estrés bidtico
DXMT 3,7-d_|met|Ixant|na Conversion de}eobromlna 2012 1155
metiltransferasa a cafeina
Conversion de acido
CTgSL  Trigonelinasintasa1 ~"icotinico a trigoneling, 2012 1158
compuesto que influye en
calidad de taza
SUS2 Sacarosasintasa2 ~ ontesis sacarosa, calidad - ga50 2436
de taza
CakKo Ent-kaurene oxidasa Sintesis de diterpenos 3336 1545
(cafeol y kahweol)
Sintesis de 4cidos
Caffeoil-CoA 3-O  clorogénicos. Su actividad
CCoAOMTL metiltransferasa reduce la concentracion de 1470 744
estos
Prolil oligopeptidasa(  Arquitectura de la planta
CaPOP1 peptidasa tipos serina (ramificacion) 4580 2196
ERF1  roctorderespuestaa oy ocion del fruto 1550 783
etileno
ITS2 Espaciador interno  Regidn situada entre genes 1033 229 (ITS2)

transcrito

de 5.8Sy 28S de ARNr

Referencia

Ferreira et
al. 2016

Simkin et
al. 2010

Petitot et
al. 2013

Dias-
Guzzo et
al. 2009

Romero et
al. 2010

Ashihara et
al. 2008

Mizuno et
al. 2014

Privat et al.
2008

Pereira e
lvamoto,
2015

Lepelley et
al. 2007

Singh et al.
2011

Ségio et al.
2014

Lashermes
etal. 1997

Accesion

NC_008535.1
(GenBank)

evm.TU.Scaffold_61
6.20
(Phytozome)

evm.TU.Scaffold_53
9.575 (Phytozome)

evm.TU.Scaffold_63
2.448 (Phytozome)

evm.TU.Scaffold_20
93.51 (Phytozome)

evm.TU.Scaffold_16
14.62 (Phytozome)

evm.TU.Scaffold_58
8.56 (Phytozome)

evm.TU.Scaffold_20
16.44 (Phytozome)

evm.TU.Scaffold_52
2.857 (Phytozome)

evm.TU.Scaffold_63
4.1045 (Phytozome)

evm.TU.Scaffold_21
4.1162 (Phytozome)

evm.TU.Scaffold_62
4.950 (Phytozome)

EU650386.1
(GenBank)
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Cuadro 3. Iniciadores disefiados para amplificar regiones de genes de interés agronémico

en Coffea spp.

Gen inilz . d%eres Secuencias (5-3") Lo?gg;ud POSngZI:] enel Pr(()stl:)cm
TGGGTTGACGTATAGTGCGAC 21 58
. TCGAATTCGAAGTGCCATGC 20 1242 185
CleP ) ATAAACTCTCCCGGCGGATG 20 975 086
GCTTGTGCTTCTGTTGCTGAC 21 1960
TGGTTTAAGAGTTGAAGATTGCACC 25 8593
' AGCAAACAGGCATAGGAAACAC 22 9750 Ho8
cebl TCTGGGAAGTGCATCAGTTTC 21 4198
2 ACTGAGATGTGAAATGGTATGC 22 5373 L
TGAGTATGTTTCCGGCCACC 20 116
CAWRKY1 ! CACTAGGGCCCAAGTCCAAG 20 1011 896
TGTTCGAGCCCGATCAGAAG 20 1235
? GCTAAGCGTGTCAGCGAATG 20 2144 910
ACTGCGCCGATACAGAGAAG 20 2713
. TTCTCGGTGGAAACTCCTGC 20 3896 Ho
HOX1 TGCATCCTCACTTCCGTGAC 20 4555
? AGCTGGTCCAACCCTGTTTC 20 5674 120
GGAGCTCCAAGAAGTCCTGC 20 3
1 949
DXMT AATGCACCCTTTGTTCGCAC 20 951
) CTAGACGTGCAGGTTCCCAG 20 886 1046
TGCTGCATTCTTCGCAATCC 20 1931
CGATGCAAGCTACGCCAAG 19 42
. ACGGTGAACTTGGTCTACACAG 22 1239 198
cTest GCCGAATGCTCCTTACTTGC 20 973
2 CTGCATTCGTCGCAAACCTG 20 1929 %7
ACTTGTGGATGGCCGGTAAG 20 1218
. AGTATCAGGCAAGCCCAAGAC 21 2168 %1
N ) GGCCTGGTAGAGTGCTATGC 20 4337 045
CTCCTTCTGCTGGCCGATAG 20 5281
CaKO 1 ACCGTTGCTTGGGAATTTGC 20 484 1105
TGCAGCACGAACGACTACAC 20 1588
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) CGCGGGCATGTTGATATTGG 20 1550 1065
TGGCCCATTCTGCAGTTACC 20 2614

1 TCTCATCCCTGCCGTGTTTG 20 453 1074
CaPOPL TTCATCACCTGGCCGTCTTC 20 1526

al

) TCCAAAGCATACGCGTTCAG 20 1476 1118
TGCCTCCAACAGCACAATAC 20 2593
AGCCAGAGCCCATGAAAGAG 20 254

CCoAOMT1 1 1139
GGCTTTGTTGAGCTCCAAGAC 21 1392

ot 1 AAGAACCCTACAAGCAACAAG 21 690 1061

(0]

CGGTCCTTGTTAGTCTGACTTG 22 1750
ACGGTGTAGCTGCATGTATG 20 688

ERF1 1 803
ATCAACCGGGTCCGATTCAG 20 1490

GATACTTGGTGTGAATTGC 19 62

ITS2 1 468

TTCTCCAGGCTACAATTC 18 529

Establecimiento de un programa de amplificacion para los loci seleccionados

El modelo de “Touchdown”-PCR (TD-PCR) fue aplicado para cubrir un rango de

temperaturas dentro del cual se ubicaron las temperaturas de hibridacion dptimas de cada par

de iniciadores (Cuadro 4). Se combinaron 70 ng de ADN con 1X Taq Buffer (Thermo
Scientific™), 1,5 mM MgClz (Thermo Scientific™), 0,5 mM dNTPs (Promega™), 0,2 uM
de iniciadores, 0,01 mg BSA (Thermo Scientific™) y 0,5 U de Taq DNA Polymerase

(Thermo Scientific ™) para un volumen total de 25 pl.

Cuadro 4. Programa utilizado para la amplificacion de las regiones gendémicas de interés en

muestras de ADN de 19 accesiones de Coffea spp.

Temperatura . Numero de
Etapa Paso (°C) Tiempo ciclos
Desnﬁtﬁiggfmon Desnaturalizacién 95 10 minutos 1
Desnaturalizacion 95 1 minuto
Touchdown Hibridacion 65-53* 1 minuto 13
Extension 72 2:15 minutos
Amplificacion  Desnaturalizacion 95 1 minuto
Hibridacion 53 1 minuto 12 6 20*
Extension 72 2:15 minutos
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Extension final Extension 72 10 minutos 1
*descenso de 1°C en cada ciclo.
* 12 ciclos para accesiones arabicas y 20 para accesiones no arabicas.

Secuenciacion de los productos de PCR

Haciendo uso del iniciador “forward” de cada producto de PCR, se realiz6 la secuenciacién
directa unidireccional por terminacion de cadena (Sanger) de los productos de PCR
purificados, esta se llevé a cabo por medio de un servicio comercial (Macrogen, Corea del
Sur). Se secuenciaron 22 productos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
correspondientes a los loci descritos en el cuadro 2. Las muestras fueron analizadas en
electroforesis en gel de agarosa al 1.2% (m/v) para corroborar la idoneidad del producto de

PCR para su secuenciacion. Cada secuenciacion fue realizada una vez.

Procesamiento de los datos de secuenciacion y anélisis

Las lecturas en formato FASTA junto a los cromatogramas se analizaron manualmente de
manera general para observar patrones posibles de error durante la secuenciacion.
Posteriormente, se utilizé el programa Sequencing Analysis 5.3.1 (Applied Biosystems™)
para realizar el llamado de bases y la remocion de secciones con bajas sefiales de
secuenciacion. Esto se hizo bajo el protocolo de analisis 3730BDTv3-KB-DeNovo V5.2,
basecalling (Default), asignar N (NO), bases mixtas-heterocigotas (25%) y se removieron las
primeras 20 bases, asi como todas las siguientes a la posicién de 900 pb. Mediante el
procesamiento con el programa Sequencing Analysis 5.3.1 (Applied Biosystems) se
removieron regiones mixtas o de baja calidad. La estadistica “largo de lectura” (LOR) se
utiliz6 para estimar la calidad de la secuenciacién y por lo tanto el potencial informativo de

cada secuencia una vez procesada.

Identificacidn de variantes a partir de secuencias FASTA
Los sitios polimérficos se identificaron utilizando el programa NovoSNP 3.0.1 1 (Weckx et
al. 2005) (http://novosnp.bioinf.be/). La validacién de las variantes se realizé mediante el

analisis con el mismo programa. Los archivos .abl1 correspondientes a cada producto de PCR
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se analizaron junto a la secuencia de referencia bajo parametros “default”. Las listas
completas de sitios variables fueron filtradas de acuerdo con el valor fscore (> 15). Una vez
que las listas de sitios variables fueron filtradas de acuerdo con la calidad del llamado de
bases, se realizd una revision caso por caso de los cromatogramas para validar los
polimorfismos. Asi mismo, se categorizé cada polimorfismo segun el nimero de genotipos
que discriminaba y si se localizaba en regiones codificantes o intronicas de los genes
analizados. Para la extraccion de resultados, las estadisticas de las secuencias de los dos

productos de PCR propios de cada gen se combinaron.

Seleccion de las regiones informativas para el analisis HRM

Un panel de 20 polimorfismos (INDELs y SNPs) fue delimitado con base en el potencial de
estos sitios para discriminar diferentes alelos a partir del analisis de la curva de fusion de los
productos de PCR especificos. El potencial de cada sitio se determind de acuerdo con la
naturaleza del polimorfismo (su efecto en el cambio de temperatura de fusion de la region) y
el nimero o tipo de genotipos que podria distinguir. Estos productos de PCR se obtuvieron
con base en especificaciones reportadas para analisis HRM mediante un protocolo de PCR

anidado donde los productos iniciales fueron utilizados como ADN molde (Cuadro 5).

Cuadro 5. Iniciadores utilizados para el analisis HRM de productos de PCR con variaciones

nucleotidicas (SNP) identificadas en accesiones de Coffea.

Nombre Orientacion Secuencias (5'-3") Longitud Posicion en Producto

(pb) el amplicén (pb)
F TCCTCAACTCTAACGATGTTGCT 23 120

CaKO 1 HRM_1 122
R TTGGGAGCATTCCGATTCATCG 22 241
F GACTAGCACTATGGTTTGCTCTT 23 221

CaKO 1 HRM 2 165
R ACAACACCGCTCTGCTTTAGA 21 385
F CACAGAGACGCACTGACAGA 20 358

CaKO_2 HRM_1 172
R AGTTCAAATACGAGGAGCCCTTT 23 529
F AGGGCTCCTCGTATTTGAACTG 22 509

CaKO_2 HRM_2 125
R TCCATCGGGTCATGCACTAAG 21 673
F TCTCCGGATAAGACTAGTTTGAC 23 142

CaPOP1_HRM 114
R CCATCCAAACCATCCTGAATAAC 23 255
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F TCGTCCGATGGTGAGAAGAG 20 69

CaWRKY1 HRM 117
R CTTCATCTTGTCTTCACCATGAC 23 185
F TCTCGAGCACCCTAATTTGAA 21 449

CCoAOMT1_HRM 172
- R TCCATGGCCAATATCTGCAA 20 620
F TTGCGCCCGAAGCCTTTA 18 55

ITS2_HRM_1 190
- R CACGACAAGGACTCGAGTTGA 21 244
F GTGGTGGTTGAGTCCCTCAA 20 208

ITS2_HRM 2 103
R CCGTCGAGATGAGAGCAACT 20 310
F TGGCGGATCCAGACAAAGG 19 105

LOX1_HRM 98
R TGGTGGTCTGCCTGTTCTTC 20 202
F TTTCCTCGCCCAACCAGATC 20 169

SUS21_HRM_1 106
R GCAGTGGCTCCAAAGAATCT 20 274
F CCACTGCTTGATTTCCTTCGT 21 268

SUS21_HRM_2 122
R ACTACAAAGCCAGGGAGCAA 20 389
F CCCGTGGATCAGCAATTTGC 20 269

SUS22_HRM_1 120
R TCGCCTCCACAACAGTAAGC 20 288
F ACTGTTGTGGAGGCGATGAC 20 373

SUS22_HRM 2 164
R TCTTCCTTGCATCGCTGAAAG 21 536
F TCAGCGATGCAAGGAAGATC 20 519

SUS22_HRM_3 148
R CTCACATGCCTGCCAAGATG 20 666
F AATGCGAGGTGCTGGATCTG 20 6

SNP_Ca012 79
R CACAGGCCAAGCAAGAACATC 21 84
F GCGAAGGCTGAGTAAATCCCATA 23 9

SNP_Ca032 91
- R ACCAACTCCAGCAAGGACAA 20 99
F GGGAAGTCCACTCTTACTGATTC 23 34

SNP_Ca073 66
R TCCAGCAACTTCTTGAGCAATG 22 99
F TGGAGCTAAGGAAAGGCTTCAG 22 18

SNP_Ca0171 75
R CCCTCGACTATTGCATCAAACG 22 92
F TTTCCAAGGCCATTGCTGAAC 21 2

SNP_Ca346 85
R AAGGTGGCTCCAGGGTTCTC 20 86

Analisis por HRM-PCR de SNP identificados en diversas accesiones de café

Se utilizo6 el Kit MeltDoctor HRM Master Mix (Applied Biosystems™) junto al protocolo

reportado por Szurman-Zubrzycka et al. (2016), con ligeras modificaciones: 1 uL (producto
de PCR) (dilucién 1:1000), 5 puL de MeltDoctor ™ HRM Master Mix, 0,4 uM de cada

iniciador, 2 mM MgCl.y agua PCR para obtener un volumen de reaccion de 10 pL. Se utilizé
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el equipo StepOne ™ Real-Time PCR con el siguiente perfil de amplificacion de:
desnaturalizacion inicial de 95°C (10 minutos), 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C (10
segundos), hibridacién (variable) (15 segundos) y elongacién a 72°C (20 segundos). Este fue
seguido de un perfil de fusién: formacion de homo y heteroduplex de 95°C (1 minuto), 40°C
(1 minuto), intervalo de fusion de 65-95°C con adquisicion constante de fluorescencia. Cada
muestra se analizé por triplicado y se establecié un control negativo sin ADN molde.

Los resultados obtenidos se analizaron empleando el programa HRM Software (Applied
Biosystems™). Se realiz6 la normalizacion de las curvas para su adecuado andlisis, y se
selecciond la region de la curva de fusion que brindaba mas informacion para discriminar
entre los perfiles de fusion de los productos de PCR. Se evalud la reproducibilidad de los
patrones de fusion de cada muestra analizada, con el fin de evitar falsos positivos que

impidieran la discriminacion correcta de genotipos diferentes.

Resultados

Amplificacion de los loci seleccionados

Los productos obtenidos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de los 22 loci
seleccionados dentro de 13 genes mostraron fragmentos de amplificacion de tamafio
esperado (entre 900 y 1200 pb) en las 19 accesiones de Coffea spp. estudiadas. El locus de
una proteina kinasa/serina implicada en la respuesta al estrés bidtico (Pto) (accesion
GenBank DQ124059.1; accesion Phytozome evm.TU.Scaffold_2093.51) mostré
amplificacion especie-especifica. Este producto no se amplificé en las especies C. liberica ni
C. canephora; una situacion similar se presento en la amplificacion de los loci CaWRKY1_1,
DXMT2 y LOX1 (Fig.1, Cuadro 6).
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M CAM CL I59CRS5CTR G MN VS CRR CCTE BR j CSP EUG TYP PZB PUR LAU MOK

we
1000 bp — — ad ew o 3

Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa (1.2% m/v) en TBE 1 X de la amplificacion del
iniciador #20 (Pto) en 19 accesiones de Coffea spp.. M: marcador molecular Gene Ruler 1kb
Plus DNA Ladder 0,5 pg/ul Thermo Scientific; CAM: Centroamericano; CL: C. liberica;
159: IAPAR5S9; CR95: Costa Rica 95; CTR: Catuai Rojo; G: Geisha; MN: Mundo Novo; VS:
Villa Sarchi; CRR: Caturra; CCTE: C. canpehora Tropical Emcaper; BR: Borbén Rojo; J:
Java; CSP: Casiopea; EUG: C. eugenioides; TYP: Typica; PZB: C. pzeudobangueriae; PUR:
Purpurens; LAU: Laurina; MOK: Mokka
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Cuadro 6. Sintesis de los resultados obtenidos durante la amplificacion mediante touchdown-PCR de 22 pares de iniciadores en genes de importancia
agronémica en Coffea spp. CAM: Centroamericano; CL: C. liberica; 159: IAPAR59; CR95: Costa Rica 95; CTR: Catuai Rojo; G: Geisha; MN: Mundo
Novo; VS: Villa Sarchi; CRR: Caturra; CCTE: C. canephora Tropical Emcaper; BR: Borbon Rojo; J: Java; CSP: Casiopea; EUG: C. eugenioides; TYP:
Typica; PZB: C. pzeudobangueriae; PUR: Purpurens; LAU: Laurina; MOK: Mokka. v': indica amplificacion especifica en el genotipo; *: indica
amplificacion inespecifica y/o no amplificacion.

Accesiones
I 5| CTR R | CCTE EUG | TYP | PZB R | LAU K
1. CaKO1
2. CaKO2
3. CaPOP1-1
4. CaPOP1-2

5. CaWRKY1-1

6. CaWRKY1-2

7. CCD1-1

8. CCD1-2

9. CCoAOMT1

10.ClpP1

11. ClpP2

12.CTgS1-1

13.CTgS1-2

14. DXMT1

15. DXMT?2

16. ERF1

17.1TS2

18. LOX1

19. LOX2

20.Pto

21.SUS2-1

22.SUS2-2
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Procesamiento de los datos de secuenciacion de los productos de PCR

El procesamiento sistematico y robusto de las secuencias fue aplicado con el fin de reducir
al maximo la probabilidad de incurrir en falsos positivos como consecuencia de un incorrecto
llamado de bases. Los valores LOR méximos fueron de 19, en donde las 19 secuencias
analizadas presentaron lecturas de alta calidad para extraer suficiente informacion y poder
ser utilizadas en los analisis posteriores (Cuadro 7). Eso sucedio6 con los productos de PCR
de los loci ubicados en I1TS2, SUS2, CaKO1 y CaPOP1. Algunos otros productos de PCR de
ciertos genes tuvieron valores LOR altos, en donde un 75% o mas de las 19 secuencias
reportaron lecturas de alta calidad, sin embargo, en las etapas de identificacion de variantes
no se observaron variaciones entre las secuencias de las accesiones. Este fue el caso para
ClpP1, Pto y CCD1. Por el contrario, los productos de PCR CaWRKY1 2, CTgS1 2, ERF1
y LOX_2 no tuvieron valores LOR superiores a 5, lo cual demostré que la mayoria de los
cromatogramas estaban compuestos por lecturas de baja calidad.

Loci ubicados en las secuencias de los genes CaKO1 1, CaPOP1_1, CcoAOMT, CIP,
CTgS1 1, DXTM1_ 1, ITS2, LOX1, Pto y SUS2, se caracterizaron por mostrar altos
porcentajes de lecturas de calidad entre las 19 accesiones estudiadas. Los valores de LOR
fueron lo suficientemente altos para que la secuencia resultara informativa. Otros productos
de PCR mostraron ciertas recalcitrancia a la amplificacion especifica, esto asociado a la
naturaleza de la region amplificada o posibles duplicaciones en el genoma que no fueron

consideradas.
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Cuadro 7. Potencial informativo de cada locus analizado segun el largo total de la secuencia
(LOR) y la cantidad de genotipos que presentaron cromatogramas legibles tras el
procesamiento con el programa Sequencing Analysis v 5.3.1 (Applied Biosystems,, Thermo
Fisher Scientific).

e T Lot Rend (LOR) A e
CakKO1_ 1 1105 19 0/19 +
CaKO1 2 1065 4 15/19 -
CaPOP1_1 1074 19 0/19 +
CaPOP1_2 1118 5 17/19 -
CaWRKY1_1 896 6 13/19 +
CaWRKY1_2 910 2 19/19 -
ccD1 1158 4 19/19 -
CCD1 2 1176 10 19/19 -
CcoAOMT 1139 18 1/19 +
ClpP1_1 1185 16 3/19 +
ClpP1_2 986 19 0/19 +
CTgS1 1 1198 16 3/19 +
CTgS1 2 957 5 14/19 -
DXMT1_1 949 10 9/19

DXMT1_2 1046 15 4/19

ERF1 803 2 17/19 -
ITS2 468 19 2/19

LOX 1 1157 15 4/19

LOX_ 2 1120 5 14/19 -
Pto 1061 16 3/19 +
SuUs2_ 1 951 19 0/19 +
SUS2 2 945 19 0/19 +

Identificacidn y validacion de variantes

Debido al algoritmo de trabajo de novoSNP los falsos positivos se acarrearon durante la
identificacion inicial de variantes. Por esta razon, el nimero total de posibles variantes fue
superior a 150 sitios (Fig. 2). Estos falsos positivos fueron removidos mediante el control
manual de cada llamado de variante. El valor “fscore” fue utilizado como un filtro de

significancia estadistica y técnica. Los llamados de variantes con un fscore > 15 se
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consideraron confiables debido a que la calidad de las bases cercanas al sitio variable era alta.
Este parametro considera las 3 bases contiguas al sitio de la variacion y si su calidad (de
acuerdo con el cromatograma) es baja, identifica la variacion como un falso positivo. Este
filtro redujo atin méas el nimero total de variantes de alta confianza, a un total de 103 sitios
(Fig. 3A).

sUs2
Pto

LOX1 5

ITS2

ERF1
DXMT1

§ crgst
ClpP1
CcoAOMT
ccpi
CaWRKYT
CaPOP1
CaKoT

0 10 20 30 40 50
Numero de sitios polimoérficos

Fig. 2. Sitios polimorficos identificados utilizando el programa NovoSNP en 13 genes del

genoma de 19 accesiones de Coffea spp.

Los loci CCD1, ClpP1, ERF y Pto no mostraron variaciones, mientras que los genes CaKO1,
CcoAOMT, ITS2 y SUS2 fueron las regiones con mayor numero de sitios polimorficos (Fig.
3A). En total, 88 SNP y 15 INDELSs fueron detectados entre los genes que arrojaron variantes
con fscore > 15. En cuanto a los SNPs identificados, se observé una mayor proporcién de
transiciones (57) que transversiones (31) (Fig. 3B). La gran mayoria de los polimorfismos,
el 69,6%, fueron identificados en regiones no codificantes de los genes estudiados (Fig. 4).
Una importante excepcion fue el gen SUS2, el cual presenté la mayoria de los polimorfismos,
el 83,3%, en su region codificante (Fig. 4). Las regiones analizadas comprendieron los
primeros dos exones del gen SUS2. Algunas de estas variaciones desembocaron en un cambio

de aminoacido hacia uno de naturaleza bioquimica distinta. Estas variaciones se reprodujeron
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mayoritariamente entre genotipos hibridos cuyo origen parental estd relacionado a C.

canephora (Fig. 7).
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Fig. 3. Clasificacion de las variaciones nucleotidicas identificadas en regiones de 13 genes

del genoma de 19 accesiones de Coffea spp. A. Tipos de polimorfismos validados entre 13

genes de 19 accesiones de Coffea spp. segln el nimero de pares de bases que involucran. B.

Tipos de los SNP validados entre 13 genes de 19 accesiones de Coffea.
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Fig. 4. Ubicacidn de las variaciones en secuencias genéticas del genoma de 19 accesiones de

Coffea spp. CDS: secuencia codificante.

La mayor diversidad genética fue identificada entre especies distintas de Coffea (Fig. 5). Muy
poca variacion fue observada entre variedades agrondmicas pertenecientes a C. arabica. C.
liberica presentd la mayor cantidad de sitios polimorficos (61), seguida de C.
pseudozanguebariae (58), C. canephora (52) y C. eugenioides (50). Entre variedades de café
ardbica, los genotipos hibridos Centroamericano, IAPAR 59 y Casiopea, mostraron la mayor

cantidad de sitios polimorficos.
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Fig. 5. Polimorfismos Unicos detectados para cada accesion de Coffea spp. que permiten su

identificacién mediante PCR-HRM.

Analisis por HRM-PCR de SNP identificados en diversas accesiones de café

Se utilizé el andlisis HRM con miras a validar un protocolo para el genotipeo rapido de
diferentes accesiones de café utilizando variaciones de tipo SNP e INDEL. Veinte sitios
variables, a nivel inter e intraespecifico fueron seleccionados para el analisis HRM, estos se
definieron por los iniciadores disefiados (cuadro 5). Dieciséis de estos veinte marcadores
permitieron al menos la identificacion de un genotipo al ser analizados mediante HRM. Los

productos de PCR en tiempo real de estos genotipos mostraron temperatura de fusion
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significativamente distintas y por lo tanto sus perfiles de fusién permitieron separarlos del
resto (Cuadro 8).

Cuadro 8. Potencial discriminativo de los marcadores analizados mediante HRM en 19
genotipos de café (Coffea spp.).

Producto PCR Variantes implicadas Genotipos que se diferencian mediante PCR-HRM
ins CA
del ATAT ) o
CaKO_1 HRM 1 TC C. arabica/C. canephora/C. eugenioides
G>T/A
CaKO_1_HRM_2 A>G C. arabica/C. canephora/C. eugenioides

C. arabica/C. liberica/C. canephora/C.

CaKO_2 HRM_1 A>TIG :
pseudozanguebariae
CaKO_2 HRM 2 C>T C. liberica-C. canephora/C. arabica
C>A )
CaPOP1_HRM C. arabica del resto
G>T
CaWRKY1 HRM A>T Ninguno
T>AIG
CCoAOMT1_HRM A>G C. eugenioides-C. pseudozanguebariae del resto
T>C
Genotipos A/G (159, CR95, VS, Borbon Rojo y Moka)
de G/G (Centroamericano, C. liberica, Geisha, Mundo
ITS2_HRM_1 G>A Novo, C. canephora; C. eugenioides y C.
pseudozanguebariae del resto.
ITS2 HRM 2 G>A C. eugenioides y C. pseudozanguet?a_rlae del resto.
- = Mundo Novo de otras arabicas
C>T

LOX1 HRM C>T Entre C. arabica (Geisha)
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SUS21 HRM_1 A>C C. arabica/C. canephora/C. eugenioides
SUS21_HRM_ 2 No es mformatlvor,] rl[o se _dlsttmguen los genotipos
ASC eterocigotos.
G>A
SUS22 HRM_1 C. arabica hibridos del resto
A>G
C>T
SUS22 HRM 2 G>A Diferencia entre hibridos de arabicas y genotipos puros.
G>A
SUS22_HRM_3 G>C Centroamericano y Casiopea del resto de arabicas.
SNP_Ca012 C/A Entre C. arabica (Borb_on d_e Typica), C. arabica/C.
liberica
SNP Ca032 o Error, amplificacion inespecifica de mayor tamafio al
- esperado
SNP_Ca073 CIT No se distinguen genotipos distintos.
SNP_Cal71 AlG C. arabica/C. canephora
SNP_Ca346 AlG C. arabica-C. canephora/C. liberica

Mediante el analisis HRM se logrd la validacion de algunas de las regiones seleccionadas.
Se reprodujeron los perfiles de fusion esperados para 16 de los 20 loci. Los productos de
PCR CaWRKY1 HRM, SUS21 HRM_2, SNP_Ca032y SNP_Ca073 fueron los Unicos que
no permitieron distinguir algin genotipo por errores como amplificaciones inespecificas. Por
ejemplo, el analisis del producto de PCR definido como ITS2_HRM_1 permitio distinguir
con claridad los dos genotipos (G/G y A/G) identificados previamente por secuenciacion
(Cuadro 8, Fig. 6). Las accesiones con genotipo homocigota G/G generaron el producto de
PCR con mayor temperatura de fusion, esto se observa en el desplazamiento horizontal de la
curva de fusion durante el analisis HRM, como consecuencia de una mayor temperatura de
fusién. El genotipo heterocigota G/A se aprecia en las variedades IAPAR59, CR95, Villa
Sarchi, Borbon Rojo y Moka como dos sefiales con intensidad comparable. Este se diferencia
del cromatograma de las variedades Centroamericano, Geisha y Mundo Novo, donde la sefial
de una posible adenina es muy baja para cambiar el llamado de bases. Estos resultados

concuerdan con el analisis por HRM. A pesar de poseer el mismo genotipo (G/G), las
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especies C. liberica y C. pseudozanguebariae generaron productos de PCR con perfiles de
fusion distintos a las accesiones arabicas.

Las variedades Centroamericano, IAPAR59 y Casiopea fueron diferenciadas del resto de
variedades arabicas debido a que poseen el genotipo A/G en los dos loci analizadas por HRM
dentro de esta coleccién de genotipos.
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Fig. 6. Analisis por HRM de una variacion nucleotidica G/A en la secuencia de ITS2 del
genoma de diferentes accesiones de café. A: Perfiles de fusion de los productos de PCR
definidos por los iniciadores ITS2 HRM 1. Amarillo: genotipo A/G de C. eugenioides, C.
pseudozanguebariae. Verde: genotipo A/G de C. arabica var: IAPARS9, CR95, Villa Sarchi,
Borbon Rojo y Moka. Azul: genotipo G/G de C. arabica var: Centroamericano, Geisha,
Mundo Novo, C. canephora, C. liberica. B: Grafico de diferencias relativas de los perfiles
de fusion. C: Genotipos para una variante identificada en el gen /752 de diecinueve
accesiones de Coffea spp. 1: secuencia de referencia reportada en GenBank (EU650386.1);
2: genotipo G/G; 3: genotipo A/G (IAPARS59, Borbon, Moka, CR9S5, Villa Sarchi); 4:
genotipo G/G (C. canephora); 5: genotipo G/G (resto de ardbicas)
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El anélisis del producto de PCR definido como SUS22_HRM _2 ejemplificé el efecto global
de los genotipos en tres sitios cercanos dentro de una secuencia corta de ADN. A partir del
analisis HRM del producto de PCR definido SUS22_HRM2, se determind que las variedades
Centroamericano y Casiopea demostraron los genotipos C/T, A/G y G/G, mientras que la
variedad IAPAR59 comparte sus genotipos con C. canephora: T/T, A/IA'y G/G (Fig. 7). El
resto de las variedades arabicas demostraron los genotipos C/C, G/G y G/G. Por esta razén
los productos de PCR de estas ultimas alcanzaron la mayor temperatura de fusion.
Finalmente, la condicion homocigota para los alelos T y A genera secuencias de ADN con
baja temperatura de fusion. Los desplazamientos horizontales de los valores de temperaturas
de fusion observados en el grafico de las derivadas de las curvas de fusion son consecuentes

con la estabilidad de cada genotipo.
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Fig. 7. Andlisis por HRM de una variacion nucleotidica G/A en la secuencia de SUS2 del
genoma de diferentes accesiones de café. A: Perfiles de fusion de los productos de PCR
definidos por los iniciadores SUS22 HRM2. Verde: C. arabic var. 159, C. canephora. Azul:
C. arabica var. Centroamericano, Casiopea. Rojo: C. arabica (resto de variedades). B:
Grafico de diferencias relativas de los perfiles de fusion. C: Genotipos para una variante
identificada en el gen SUS2 de diecinueve accesiones de Coffea spp. 1: secuencia de
referencia reportada en Phytozome (evm.TU.Scaffold 2016.44); 2: genotipo A/G
(Centroamericano); 3: genotipo A/A (I59); 4: genotipo A/A (C. canephora); 5: Genotipo A/G
(Casiopea); 6: genotipo G/G (resto de arabicas).

Discusién

En este trabajo, el analisis de la variabilidad nucleotidica en distintas regiones gendémicas del
café permitié obtener sitios que diferian entre accesiones estrechamente relacionadas y

también entre aquellas que presentan una mayor distancia genética. El analisis mediante
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HRM es una técnica eficiente y potencialmente escalable, por lo que se adapta

satisfactoriamente a estrategias de genotipeo en poblaciones numerosas (Simko, 2016).

En cuanto a la naturaleza de las variaciones encontradas, debe destacarse que la mayoria de
estas se encontraron en regiones no codificantes. Este resultado es esperable, pues secuencias
codificantes tienden a conservar su secuencia para retener funcionalidad. EI locus 1TS2,
considerado una de las regiones gendmicas mas informativas para discriminar a nivel de
especie, presentd resultados importantes dentro de las especies de café y las variedades
arabicas. Se ha reportado que la region I1TS2 presenta una tasa de éxito del 76,1% para
discriminar especies entre dicotiledoneas (Yao et al. 2010). Previamente, el analisis de esta
region en el género Coffea demostrd niveles altos de variabilidad intraespecifica y permitid
la segmentacion del género en grandes grupos (Lashermes et al. 1997). Sin embargo, el
analisis de esta region dentro de la especie C. arabica no habia sido explorada. En este trabajo
se demostro que es un locus de alto interés que permite encontrar variaciones caracteristicas
de los distintos cultivares del café arabico. En estudios recientes se ha confirmado que la
variabilidad genética entre cultivares de café arabico es muy baja aun cuando se emplean
métodos de analisis distintos como SSR y analisis de SNP-GWAS (Sanchez et al. 2020;
Scalabrin et al. 2020).

En el analisis HRM del loci SUS22_HRM 1 de las variedades Centroamericano, IAPAR59
y Casiopea, la forma de las curvas es similar y la distincion es leve. Esto podria deberse a
que la suma global de alelos A y G es la misma en todas las variedades ardbicas. Al
compararse al resto de variedades que poseen los genotipos A/A 'y G/G, se determina que
entre ambos loci existirian 2 alelos “A” y 2 alelos “G”. De esta manera, se determina la
importancia del efecto global de las variaciones en la estabilidad del producto de PCR y no
solamente el genotipo en el que se encuentra. Asi mismo, los genotipos heterocigotos tienden
a elevar la temperatura de fusion de la secuencia de ADN con los alelos C y G, por lo que las
variedades Centroamericano y Casiopea describen un perfil de fusion de estabilidad

intermedia.
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Los diferentes polimorfismos identificados fueron validados utilizando los perfiles de fusién
distintivos. Se constatd que la variacién de la composicidn nucleotidica de un producto de
PCR menor a 200 pb afecta de manera considerable su temperatura de fusion. En el genoma
tetraploide del café, esta metodologia de analisis mostrd resultados positivos. Otras
investigaciones han demostrado la capacidad del analisis HRM para detectar polimorfismos
y diferenciar genotipos entre especies como Glycine max, Capsicum spp. y Prunus dulcis
(Cruz et al. 2013, Jeong et al. 2010, Wu et al. 2009).

En poliploides, el analisis de SNP y variaciones puntuales puede ser complicado por efectos
de encubrimiento y dificultades asociadas al analisis de regiones homologas. El andlisis
HRM permitio la separacion de plantas de alfalfa (Medicago sativa) tetraploides en dos
grupos mediante el analisis de fusion de alta resolucion (Han et al. 2012). El analisis HRM
generd dos perfiles distintos que permitieron separar genotipos de papa tetraploide (Solanum
tuberosum) resistentes y susceptibles al virus Y de la papa (PVY) (Nie et al. 2016). Asi
mismo, el genoma tetraploide del mani (Arachis hypogaea L.) fue analizado al detalle al
verificar 56 SNP en 12 variedades y dos progenitores diploides; este analisis permitio la
seleccion de un panel de 33 SNP para informar sobre lineas genéticas dentro de programas

de mejoramiento genético (Hong et al. 2015).

El analisis HRM también ha sido aplicado para la identificacion de cultivares resultantes de
hibridacién en arroz. Los cultivares hibridos fueron identificados y separados de las lineas
parentales segun el perfil de fusion (Zhu et al. 2013) (Han et al. 2012). Estos resultados se
asemejan a las variaciones encontradas exclusivamente en las variedades provenientes de
introgresiones en café. Este tipo de marcadores permitirian el manejo eficiente y la
trazabilidad de loci de interés heredados a la descendencia. A partir de este grupo de
polimorfismos caracterizado en esta muestra representativa de 19 accesiones, es posible
establecer la identidad de una muestra incognita con cierto grado de resolucion al utilizar este
grupo de SNP. Tras dos procesos de amplificacion y una cuantificacion de fluorescencia de
la curva de fusidn es posible discriminar 10 genotipos de Coffea en un plazo aproximado de
8 h (Fig. 8).
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Fig. 8. Potencial discriminativo del analisis HRM aplicado a marcadores SNP identificados

en 19 genotipos de Coffea spp.

Debido a su alta homogeneidad genética de las variedades de café, la preservacion y
caracterizacion detallada resulta crucial con fines de mejoramiento genético y preservacion.
Recientemente se ha confirmado que todas las variedades de C. arabica provienen de un
Unico evento de poliploidizacion que explica los bajos niveles de variacion genética
(Scalabrin et al. 2020). De esta manera el café arabica representa una especie particularmente
vulnerable al cambio climatico y los problemas fitosanitarios (van der VVossen et al. 2015).
Resulta fundamental aplicar estrategias de mejoramiento genético modernas que permitan
elevar la variabilidad genética y los recursos fitogenéticos con los que contara el sector

cafetalero en las proximas décadas; ejemplo de estas estrategias se encuentran en trabajos
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recientes que buscan elevar la variabilidad genética en poblaciones de café mediante la
induccién de mutaciones (Bolivar-Gonzalez et al. 2018; VVargas-Segura et al. 2019). Técnicas
como el analisis HRM permitiran caracterizar detalladamente variedades ya establecidas o
apoyar programas de introgresion o hibridacion mediante un rastreo de marcadores

moleculares en las poblaciones descendientes.

Este trabajo demostro que es posible llevar a cabo una identificacion genotipica de variedades
dentro del género Coffea utilizando el analisis de fusion de regiones genémicas de interés.
Esta metodologia podria ser aplicada a muchos otros genes de interés sin la necesidad de

secuenciar previamente.
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Resumen

El café (C. arabica L.) es un cultivo ampliamente valorado en el mercado mundial. Toneladas de
producto son trasegadas entre los mercados internacionales y se ha convertido en un recurso
sumamente valioso. Sin embargo, la especie se ve amenazada por la alarmante diversidad genética
reducida que se ha caracterizado recientemente entre sus poblaciones silvestres y variedades
agronémicas. Es relevante explotar mecanismos para inducir variabilidad genética; y precisamente
uno de ellos es la mutagénesis quimica inducida en cultivos in vitro embriogénicos. En este trabajo
se analiz6 una poblacién de 320 plantas de café (Coffea arabica L. var. Catuai) mutagenizadas
durante la propagacion de callos embriogénicos con EMS (185,2 mM / 120 minutos) o azida de sodio
(5 mM /15 minutos). Se extrajo el ADN de las plantas mutagenizadas, a partir del cual se amplificaron
mediante PCR anidado algunos genes de interés (CaKO, CaPOP, CaWRKY1, CCoAOMT1, ITS2,
LOX1, SUS2, ABC, FLC). Utilizando un protocolo para el enriquecimiento de posibles alelos
mutantes mediante COLD-PCR, se detectaron variaciones importantes en el perfil de fluorescencia
vs temperatura de algunos productos de PCR (CakKO2_HRM 2 y ABC) al analizarlos por HRM-
PCR. Sin embargo, no se detectaron variantes en las secuencias gendémicas analizadas segun la
confirmacidn por secuenciacién Sanger. Resulta esencial ampliar el nimero total de pares de bases
analizadas o enfocar el escaneo en genes especificos.

Introduccion

La planta del café arabica (Coffea arabica L.) es una especie alopoliploide (2n=4x=44) que
resulté de la hibridacion entre dos especies sumamente cercanas a C. eugenioides y C.
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canephora (Scalabrin et al. 2020). EI mecanismo de reproduccion de la especie es basado
principalmente en la autopolinizacion, con eventos esporadicos de polinizacion cruzada. Esta
autogamia extendida en la especie lleva a elevados niveles de endogamia (Scalabrin et al.
2020).

El mejoramiento genético de los cultivos depende de procesos de seleccion de genotipos de
interés con caracteristicas agronémicas novedosas. Por lo tanto, la variacion genética es el
recurso principal para desarrollar variedades adaptadas a diferentes escenarios. En el caso
del café, las variaciones genéticas presentes en la naturaleza no representan todo el
conglomerado posible de mutaciones espontaneas. Al contrario, resultan de la recombinacién
de los genotipos dentro de las poblaciones y su interaccion continua con elementos
ambientales tanto bidticos como abidticos (Oladosu et al. 2016). Por lo tanto, se limita la
disponibilidad de genotipos para introducir a un programa de mejoramiento genético.

A través de la mutagenesis inducida es posible generar cambios heredables en el genoma de
un organismo, sin necesidad de la segregacion genética o la recombinacion (Oladosu et al.
2016). Estos cambios pueden generarse en genes que regulan caracteristicas de interés en los
cultivos y permitir finalmente el mejoramiento o el anélisis funcional de los genes. La
induccién de mutaciones se ha realizado en diferentes cultivos a través de la irradiacion y la
exposicion de los tejidos a agentes quimicos (Serrat et al. 2014). Uno de los agentes quimicos
mas utilizados, debido a su efectividad, es el EMS, el cual induce principalmente
sustituciones C-T que resultan en transiciones C/G a T/A (Kim et al. 2006).

En el caso de C. arabica, la induccion de mutaciones representa un mecanismo para
introducir variaciones genéticas que podrian no estar presentes de manera natural. Es posible
generar germoplasma con fenotipos particulares que, de otra manera, necesitarian de
hibridaciones asistidas. De esta manera es posible ampliar la disponibilidad de variantes

genéticas (Kumar et al. 2017).

Existen limitaciones para poder utilizar el germoplasma mutante en un programa de

mejoramiento genético. Es necesario asegurar la estabilidad de las mutaciones, por lo que
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generalmente es la segunda generacion, derivada de mutaciones en estructuras reproductivas,
la que se detecta mediante técnicas moleculares (Serrat et al. 2014). Esto representa un
obstaculo mayor para especies con ciclos reproductivos extensos, como C. arabica. El
cultivo de tejidos combinado con la mutagénesis puede reducir el tiempo para obtener una
generacion de plantas que pueda escanearse con un elevado grado de confianza. Las
posibilidades de aplicacion son amplias debido a la consolidacion de protocolos eficientes de
embriogénesis somatica (ES). Una de las caracteristicas esenciales de la ES es su origen
unicelular, este consiste en que una tnica célula es la originaria de la estructura embriogéenica
(Quiroz-Figueroa et al. 2002). Este origen unicelular garantiza la uniformidad genética,

reduciendo la aparicion de quimeras en las plantas regeneradas.

El uso de cultivos embriogénicos en la induccion de mutaciones permite generar una gran de
cantidad de individuos mutantes a partir de células somaticas individuales, eliminando asi la
presencia de quimeras en la primera generacion de mutantes (M1) (Bradshaw 2016). Debido
a su conformacion genética, esta poblacion puede ser evaluada sin necesidad de esperar a la
autopolinizacion y la generacion M2 (Serrat et al. 2014). Estas metodologias son
especialmente valiosas en especies de lento crecimiento como C. arabica donde deben
esperarse hasta 3 afios para que la floracion ocurra. Se ha desarrollado un protocolo de
mutagénesis quimica in vitro, partiendo de callos embriogénicos, para dar origen a una

poblacion de plantas mutagenizadas de la variedad Catuai (Bolivar-Gonzalez et al. 2018).

Uno de los aspectos fundamentales en el mejoramiento asistido por mutagénesis inducida es
el proceso de identificar aquellas plantas con las mutaciones de interés en su genoma; esto se
puede desarrollar en dos fases: 1) escaneo o deteccion de los mutantes y 2) confirmacion de
la mutacion (Forster et al. 2012). Es importante contar con una estrategia de deteccion
eficiente y escalable para elevar la probabilidad de deteccion de nuevas variantes genéticas
dentro de poblaciones de plantas mutantes desarrolladas mediante agentes quimicos. El
protocolo TILLING (lesiones locales inducidas en el genoma, por sus siglas en inglés)

permite detectar eficientemente grupos numerosos de plantas, combinado la amplificacién
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mediante PCR de genes de interés, la formacion de heterodlplex y la identificacion de los

alelos presentes (Xu et al. 2005).

Tradicionalmente, el protocolo TILLING ha incorporado la deteccion de heteroduplex
mediante la accion de endonucleasas sobre desapareos de ADN. La técnica se ha mejorado
con la endonucleasa CEL | obtenida de Apium graveolens y el posterior analisis por
electroforesis (Oleykowski et al. 1998). En los ultimos diez afios, las técnicas de
secuenciacion de préxima generacion se han complementado a los protocolos TILLING para
superar las limitaciones impuestas por los pasos de andlisis mediante electroforesis. Su
aplicacion se ha extendido a diferentes cultivos como soya, girasol y arroz (Cooper et al.
2008; Sabetta et al. 2011; Serrat et al. 2014). Hasta este momento no se han reportado

aplicaciones de esta técnica en la busqueda de mutaciones en el genoma de café.

Alternativamente, el analisis HRM puede complementar la deteccion de variantes en los
genes amplificados previamente por PCR. Esta técnica no depende de enzimas, solamente
requiere de la presencia de fluorocromos saturantes que solamente interactian con el ADN
de doble banda. De esta manera la estructura heterodiplex, de menor estabilidad, se
desnaturaliza a menores temperaturas que las copias de ADN, proceso que se monitorea

mediante el descenso en emisidn de fluorescencia (Szurman-Zubrzycka et al. 2016).

Al intentar detectar mutaciones en poblaciones numerosas es conveniente realizar
agrupaciones (“pooling”) de las muestras de ADN de los individuos, asi se reduce el nimero
de muestras que deben analizarse y consecuentemente el costo. Sin embargo, este
agrupamiento disminuye la sensibilidad y se dificulta detectar mutaciones presentes en baja
frecuencia en la mezcla (Simko 2016). La amplificacion COLD-PCR (coamplificacion en
menor temperatura de desnaturalizacidn, por sus siglas en inglés) se aplica para elevar la
sensibilidad del analisis HRM al amplificar preferencialmente el ADN que se encuentra
desapareado. Esta es una modificacion de la PCR en donde la reaccion se lleva a cabo con
una temperatura de desnaturalizacion en la cual el ADN heteroduplex se desnaturaliza en
mayor proporcion al resto de los tipos de ADN presentes (Chen y Wilde 2011). COLD-PCR

incrementa la profundidad del muestro con HRM por agrupamiento de muestras, lo cual se
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demostré en el andlisis de los genes PpAGAMOUSy PpTERMINAL FLOWER 1 del
melocotdén (Chen y Wilde 2011). En esta investigacion se desarrollé un proceso para la
deteccion, mediada por PCR-HRM, de posibles variantes en secuencias genomicas de plantas

de café var. Catuai desarrolladas por mutagénesis quimica inducida.

Materiales y métodos

Seleccidn de regiones potencialmente Gtiles para el escaneo de mutaciones inducidas en

plantas de C. arabica L. var. Catuai desarrolladas por mutagénesis quimica in vitro

Se seleccionaron trece regiones gendmicas (Cuadro 1) con potencial para detectar
polimorfismos inducidos por el tratamiento mutagénico quimico sobre cultivos
embriogénicos de C. arabica y las poblaciones de plantas mutantes regeneradas de este
protocolo. Los tratamientos mutagénicos desarrollados fueron de dosis de azida de sodio (5
mM durante 15 minutos) y de metanosulfonato de etilo (185,2 mM durante 120 minutos)
(Bolivar-Gonzélez et al. 2018).

Estas regiones gendmicas se seleccionaron con base en el efecto potencial que una variacion
podria tener sobre ciertos fenotipos de las plantas de C. arabica. Cada producto de PCR
analizado por HRM se amplificé de un producto inicial de tamafio 900-1200 pb, con el fin
de elevar la especificidad de la reaccion. Se disefiaron iniciadores siguiendo los siguientes
parametros con el programa Primer3Plus (Untergasser et al. 2012): secuencia objetivo <250
pb, tamafio 20 nt, temperatura de hibridacion del iniciador (Ta) 58-62 °C, contenido GC 30-
80%.
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Cuadro 1. Regiones gendmicas destinadas a la deteccion de mutaciones por HRM en una
coleccion de plantas de C. arabica obtenidas por mutagénesis in vitro con azida de sodio (5
mM durante 15 minutos) o EMS (185,2 mM durante 120 minutos).

Producto
Nombre Orientacion* Secuencias (5'-3") (pb) Producto de
PCR molde
F AGGGCTCCTCGTATTTGAACTG
CaKO 2 HRM_2 125 Cak02 2
R TCCATCGGGTCATGCACTAAG
F TCTCCGGATAAGACTAGTTTGAC
CaPOP1_HRM 114 CaPOP1_1
R CCATCCAAACCATCCTGAATAAC
F CACAGAGACGCACTGACAGA
CaKO_2 HRM_1 172 CaK02 2
R AGTTCAAATACGAGGAGCCCTTT
CaWRKY1 1 F GCTCAGCTTCAAGTGGAGCTT
166 CaWRKY1 1
(escaneo) R CCTCATGGTCCTGTGTGGTT
F TCTCGAGCACCCTAATTTGAA
CCoAOMT1_HRM 172 CCoAOMT1
R TCCATGGCCAATATCTGCAA
CCOAOMT1 F CTGCTGATGAAGGGCAGTTC
202 CCoAOMT1
(escaneo) R TGAACAGGTCTGCCCATCAG
F TTGCGCCCGAAGCCTTTA
ITS2 HRM 1 190 ITS2
R CACGACAAGGACTCGAGTTGA
F TGGCGGATCCAGACAAAGG
LOX1_HRM 98 LOX1 1
R TGGTGGTCTGCCTGTTCTTC
F AGGCCTACCTCAGTGAACAA
Pto (escaneo) 241 Pto
R GGCATACATCCCATTGGAGGAA
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F CCCGTGGATCAGCAATTTGC

SUS22_HRM_1 120 SUS2 2
R TCGCCTCCACAACAGTAAGC
F TCAGCGATGCAAGGAAGATC

SUS22_HRM_3 148 SuUSs2 2
R CTCACATGCCTGCCAAGATG
F GGGTTAACGGTCTTTCAACTGA

ABC (escaneo) 201 ADNg
R TGTCAATGCTTGGCTGATGAA
F GACAAGAACAGCAGGCAAGTC

FLC (escaneo) 151 ADNg

R ACCTGTTGGTGCTGCAGAAG

*F: iniciador forward; R: iniciador reverse.

Delimitacién de una coleccion de plantas mutagenizadas para realizar una deteccién de

mutaciones en regiones genémicas por PCR-HRM

Se seleccionaron un total de 320 plantas de las colecciones in vitro de material de C. arabica
var. Catuai mutagenizado con los agentes EMS y azida de sodio; 160 plantas fueron
seleccionadas para EMS y 160 para azida de sodio. Con las plantas seleccionadas se realiz6
una clasificacién basada en indicadores morfométricos que comprendian el tamafio y estado
de desarrollo de los 6rganos de la planta, la morfologia de las hojas y tallos y la coloracion
de la planta. (Cuadro 2). Esta clasificacion se realizd durante la etapa de cultivo bajo
condiciones in vitro (24°, 12 horas luz) en medio de cultivo DEV (Van Voxtel y Berthouly,
1996).

Se determinaron las frecuencias de los diferentes fenotipos y se realizé un registro fotografico
de cada planta. Adicionalmente, se utilizaron controles (plantas regeneradas por
embriogénesis somatica y plantas obtenidas por germinacién in vitro de embriones)

obtenidos por un protocolo previamente descrito (Van Voxtel y Berthouly, 1996).



65

Cuadro 2. Clave de los criterios usados para la determinacion de la frecuencia de alteraciones

morfoldgica de las plantas de C. arabica L. var. Catuai obtenidas por mutagénesis in vitro
con azida de sodio (5 mM durante 15 minutos) o EMS (185,2 mM durante 120 minutos).

Descripcion

Abreviacion

Planta corectamente desarrollada
Hojas con coloracion verde
Hojas cloroéticas lanceolada

Hojas pequefias cloroticas lanceoladas
Planta roseta (internudos cortos)
Teratogénesis: cotiledones engrosados
Desarrollo anormal de planta
Pérdida de hojas frecuente
Morfogénesis de hoja anormal
Planta no viable
Embrién no germinado
Diferencias en tamafio hojas
Hojas lanceoladas con coloracion
Planta gigante/crecimiento acelerado
Tres hojas por nudo/trifoliada

Hojas con puntas alargadas

PCD

HCVa

HClc

HPClc

PR

TCE

Dan

PHF

MorfAn

PNV

NG

DTH

HCAL

PG

TRIF

HPL




66

Preparacién de material vegetal y extraccion de ADN

Se recolectaron hojas de cada plantula in vitro y se desecaron mediante incubacion con silica
gel durante 2 semanas. Aproximadamente 70 mg de material foliar desecado se utilizaron
para la extraccion del ADN siguiendo la metodologia de extraccion con CTAB (Doyle y

Doyle, 1987) con modificaciones (Bolivar-Gonzélez et al. 2018).

El ADN gendmico se cuantificd utilizando un espectrofotdémetro NanoDrop ™ 2000
(Thermo Scientific) midiendo su absorbancia a 230, 260 y 280 nm. La integridad del ADN
se comprobd mediante analisis en electroforesis en gel de agarosa (LE Agarose Phenix
Research Products) al 1% (m/v) en buffer TBE 1X, la cual se corrié a 90V durante 50
minutos. El gel se observé en un transiluminador (Darkhood DH-20, Biostep) y se fotografid
utilizando el sistema Gerix 1000, Biostep. Conocida la concentracion, se prepararon mezclas
de 4 muestras de ADN (definidas segun su orden consecutivo) en buffer TE 1X para obtener
una disolucion de trabajo de concentracion total 30 ng ADN/uL. De esta manera cada muestra
de ADN de cada planta individual se diluyé dentro de la mezcla (pool) a una concentracion
de 7,5 ng/ uL.d

Amplificacion de las regiones gendmicas destinadas al escaneo de mutaciones por HRM

La amplificacion de once pares de iniciadores (Cuadro 1) se realiz6 utilizando la metodologia
de PCR anidado. Unicamente los iniciadores nombrados “ABC” y “FLC” fueron
amplificados a partir de ADN gendmico. Para los once iniciadores amplificados mediante
PCR anidado, fue necesaria la amplificacion previa del producto de PCR molde (Cuadro 1).
Cada producto de PCR molde se sintetiz0 a partir de 90 ng totales de ADN de los pools (22,5
ng totales de cada planta individual) con 1X Taq Buffer (+ (NH4)SO4, -MgCl2) (Thermo
Scientific ™), 1,5 mM MgCl2 (Thermo Scientific ™), 0,2 mM dNTPs (c/u) (Promega ™),
0,2 uM de cada iniciador , 0,01 mg BSA (Thermo Scientific ™) y 1,5 U de Tag DNA
Polymerase (Thermo Scientific ™) en un volumen total de 25 pL. ElI modelo de
“Touchdown”-PCR (TD-PCR) fue aplicado para cubrir un rango de temperaturas dentro del

cual se ubicaron las temperaturas de hibridacion éptimas de cada par de iniciadores (Cuadro
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3). La amplificacién especifica de cada producto se corroboré mediante electroforesis en gel
de agarosa (LE Agarose Phenix Research Products ™) al 1,2% (m/v) en buffer TBE 1X, la

cual se corrio a 90V durante 50 minutos.

Cuadro 3. Programa utilizado para la amplificacion de las regiones gendémicas de interés en

muestras de ADN de 19 accesiones de Coffea spp.

Temperatura ] NuUmero de
Etapa Paso Tiempo )
(°C) ciclos
Desnaturalizacion o ]
o Desnaturalizacion 95 10 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95 1 min
Touchdown Hibridacion 65-53* 1 min 13
Extensién 72 2:15 min
Amplificacién Desnaturalizacion 95 1 min
Hibridacion 53 1 min 12
Extension 72 2:15 min
Extension final Extension 72 10 min 1

*descenso de 1°C en cada ciclo.

Deteccion mediante HRM-COLD-PCR de posibles mutaciones en varios loci del

genoma de plantas de café mutagenizadas con azida de sodio 0 EMS

Se adicion6 una etapa de amplificacion a menores temperaturas de desnaturalizacion
(COLD-PCR) con el fin de favorecer la amplificacion de posibles alelos mutantes. Esta etapa

utiliza la temperatura critica (Tc) del producto de PCR, la cual se define como: Tm-1°.
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Se utilizé el Kit MeltDoctor HRM Master Mix (Applied Biosystems ™) junto al protocolo
reportado por Szurman-Zubrzycka et al. (2016), con ligeras modificaciones: se adicionaron
1 uL (producto de PCR) (dilucién 1:1000) junto a 5 uLL de MeltDoctor ™ HRM Master Mix,
0,4 uM de cada iniciador, 2 mM MgCl.y agua PCR para obtener un volumen de reaccion de
10 pL. Para los iniciadores ABC y FLC, se utilizaron 30 ng de ADN junto a los componentes
previamente descritos. Se utiliz6 el equipo StepOne ™ Real-Time PCR donde se aplicd el
siguiente perfil de amplificacion de: 1) desnaturalizacion inicial de 95°C (10 min), 2) 30
ciclos de 95°C (10s),57°C (155s) y 72°C (20 s). Posteriormente, la formacion de heteroduplex
de 95°C por (30 s), 70°C (8 min). Seguidamente, la etapa de COLD-PCR consistio en: Tc
(10 s), 57°C (15 s) y 72°C (20 s). Finalmente, el perfil de fusién: 1) formacién de homo y
heteroduplex de 95°C (1 min), 40°C (1 min), 2) intervalo de fusion de 65-95°C con
adquisicion constante de fluorescencia. Para todas las placas se utilizaron los siguientes
controles: dos controles positivos, provenientes de muestras del locus amplificado en el gen
Sacarosa Sintasa (SUS2), definido por los iniciadores por SUS22_HRM _2 cuyo genotipo era
conocido (A/A'y A/G), también se utilizaron muestras provenientes de plantas derivadas de
embriogénesis somatica (CE) y plantas que fueron germinadas por métodos convencionales

(CNE), asi mismo se utilizé un control negativo sin ADN.

Cuadro 4. Regiones gendmicas destinadas a la deteccion de mutaciones por HRM en una
coleccion de plantas de C. arabica obtenidas por mutagénesis in vitro con azida de sodio o
EMS.

Nombre Tm (°C) practica producto PCR
Tc (°C)*
CaKO_2 HRM 2 76 75
CaPOP1_HRM 77 76
CaKO_2 HRM_1 79 78




CaWRKY1_1 (escaneo) 79,5 78,5
CCoAOMT1_HRM 75 74
CCoAOMT1 (escaneo) 80,5 79,5

ITS2_ HRM_1 91 90

LOX1 HRM 81 80

Pto (escaneo) 77,5 76,5

SUS22_HRM_1 77,5 76,5
SUS22_HRM_3 77,5

76,5

ABC (escaneo) 81,5 80,5

FLC (escaneo) 83,5 82,5

* Temperatura critica (Tc) del producto de PCR, la cual se define como: Tm-1°.
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Analisis de curvas de fusién y deteccion de posibles variantes

Los resultados obtenidos se analizaron empleando el programa HRM Software (Applied
Biosystems ™). Primeramente, se realiz6 la normalizacion de las curvas de las muestras
catalogadas como controles (CE y CNE) para su adecuado analisis. Seguidamente, cada
muestra fue comparada contra estos controles, utilizando los graficos de fluorescencia
normalizada y de diferencia generados por el programa. Las muestras que evidenciaron
diferencias considerables con un AF>10 (fuera de la variacion esperada) fueron seleccionadas

para un analisis posterior.

De cada producto de PCR amplificado a partir de los pools, se seleccionaron las tres muestras
(tres pools) de EMS y de azida de sodio con la mayor diferencia con respecto a los perfiles
de fusion de los controles CE y CNE. Estas muestras se amplificaron nuevamente siguiendo

las mismas condiciones descritas anteriormente, pero se hicieron por triplicado.

A partir de estas repeticiones, se seleccionaron para cada pool de productos de PCR, las dos
muestras con mayor diferencia en las curvas de fusion y en las temperaturas de fusion
detectadas. Estas dos muestras se separaron en las cuatro muestras individuales que las
componen. Estas muestras se amplificaron nuevamente siguiendo las mismas condiciones

descritas anteriormente, y se hicieron por triplicado.

Se registraron los perfiles de fusién de las muestras individuales de plantas mutagenizadas.
Se seleccionaron las trece (13) muestras con diferencias mas significativas con respecto a los
controles y con mayor repetibilidad entre sus controles. Se realizé la secuenciacion directa
unidireccional por terminacion de cadena, mediante un servicio comercial (Sanger,
Macrogen, Corea del Sur) de estos productos de PCR-HRM. Se combinaron las tres réplicas
técnicas de cada muestras y se diluyeron (1:1000) con agua grado biolégica molecular. Las
muestras diluidas fueron analizadas en electroforesis en gel de agarosa al 1,2% (m/v) para
corroborar la idoneidad del producto de PCR para su secuenciacion. Cada secuenciacion fue
realizada una vez. Muestras de controles embriogénicos y no embriogénicos también fueron

secuenciadas.
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Se analizaron los resultados de secuenciacion utilizando el programa NovoSNP 3.0.1 (Weckx
etal. 2005). Las posibles variantes fueron escaneadas mediante el programa NovoSNP 3.0.1
(Weckx et al. 2005). Los archivos .abl correspondientes a cada producto de PCR se
analizaron junto a la secuencia de referencia bajo parametros “default”. Las listas completas
de sitios variables fueron filtradas de acuerdo con el valor fscore (> 15). Este pardmetro
considera las 3 bases contiguas al sitio de la variacién y si su calidad (de acuerdo con el
cromatograma) es baja, identifica la variacién como un falso positivo. Una vez que las listas
de sitios variables fueron filtradas de acuerdo con la calidad del llamado de bases, se realizd
una revision manual caso por caso de los cromatogramas para validar los polimorfismos. Asi
mismo se categorizé cada polimorfismo segun el nimero de genotipos que discriminaba y si
se localizaba en regiones codificantes o intrénicas de los genes analizados. Para la extraccion
de resultados, las estadisticas de las secuencias de los dos productos de PCR propios de cada

gen se combinaron.

Resultados

Caracterizacion de la coleccién de plantas de C. arabica L. var. Catuai desarrolladas

por mutagénesis quimica in vitro

La mayoria de las plantas caracterizadas presentaron un desarrollo adecuado en términos
morfoldgicos, esto se presentd en las colecciones de azida de sodio (84%) y EMS (73%). Se
detectaron algunos patrones de crecimiento foliar alterados, asi como arquitecturas distintas
a lo esperado segun la observaciéon de las plantas control (Fig. 1, 2). Algunas plantas
presentaban entrenudos mas largos de lo esperado, asi como angulos de crecimiento foliar

maés reducidos.
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Cuadro 5. Frecuencia de alteraciones morfoldgicas detectadas en la coleccion de plantas de
C. arabica L. var. Catuai desarrolladas por mutagénesis quimica in vitro obtenidas por
mutagénesis in vitro con azida de sodio (5 mM durante 15 minutos) (total de plantas = 160)

0 EMS (185,2 mM durante 120 minutos) (total de plantas = 160).

Tratamiento

Descripcion Abreviacion ENIS Azida de
sodio

Planta correctamente desarrollada PCD 118 (73%) 135 (84%)
Hojas con coloracion verde adecuada HCVa 2 (1.25%) 0
Hojas cloréticas lanceolada HClc 3 (1.8%) 0
Hojas pequefias clordticas lanceoladas HPClc 0 0
Planta roseta (internudos cortos) PR 0 0
Teratogénesis: cotiledones engrosados TCE 0 0

Desarrollo anormal de planta Dan 5 (3.1%) 13 (8.1%)
Pérdida de hojas frecuente PHF 3 (1.8%) 0

Morfogénesis de hoja anormal MorfAn 1 (0.6%) 6 (3.7%)
Planta no viable PNV 6 (3.7%) 0
Embrion no germinado NG 0 0
Diferencias en tamafio hojas DTH 4 (2.5%) 0
Hojas lanceoladas con coloracién adecuada HCAL 15 (9.3%) 0

Planta gigante/crecimiento acelerado PG 8 (5.0%) 6 (3.7%)
Tres hojas por nudo/trifoliada TRIF 1 (0.6%) 0
Hojas con puntas alargadas HPL 1 (0.6%) 0

Total 160 160




Fig. 1. Anormalidades del desarrollo identificadas en plantas de C. arabica var. Catuai
desarrolladas por mutagénesis quimica in vitro EMS (185,2 mM durante 120 minutos). A:
Planta correctamente desarrollada; B: Desarrollo anormal; C: Entrenudos largos, hojas con

angulo de crecimiento més reducido; D: Crecimiento trifoliar por nudo, entrenudos cortos.

Fig. 2. Anormalidades del desarrollo identificadas en plantas de C. arabica var. Catuai
desarrolladas por mutagénesis quimica in vitro (azida de sodio). A: Planta correctamente
desarrollada; B: Planta gigante; C: Crecimiento retardado; D: Tallo lefioso, hojas enrolladas.
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Deteccion mediante HRM-COLD-PCR de posibles mutaciones en varios loci del

genoma de plantas de café mutagenizadas con azida de sodio 0 EMS

Un total de 49 muestras de agrupamientos (pools), de un total de 80 pools (61.2%) mostraron
diferencias considerables con un AF>10. Esto result6 de la comparacion de la diferencia entre
la fluorescencia emitida por las muestras control CE y CNE y por la muestra del
agrupamiento. Para cada conjunto de iniciadores, con excepcién de SUS22 HRM 1, se

seleccionaron 1 6 2 muestras de agrupamientos para el anélisis HRM siguiente.

Sin embargo, Unicamente 12 muestras de plantas individuales se identificaron finalmente
como posibles fuentes de variacion (Cuadro 6). Los perfiles de fusion y de emision de
fluorescencia mantuvieron repetibilidad entre los experimentos y entre las amplificaciones
con los diferentes conjuntos de iniciadores. En total, se llevaron a cabo tres reacciones PCR-
HRM para identificar una muestra de una planta individual que generaba cambios en el perfil

de fusion del agrupamiento original.

Dos de los iniciadores cuyos productos de PCR generaron perfiles de fusién distintos fueron
CaKO_2 HRM_2y ABC. Dentro de los productos de PCR amplificados a partir de muestras
de ADN agrupadas se observaron diferencias en el perfil de fusion de 12 y 2 muestras
respectivamente. Al repetir este analisis con mayor detalle se detectaron perfiles de fusién
que se separaban significativamente de los controles utilizados en el andlisis (Figs. 3 y 4).
Finalmente, el analisis PCR-HRM del producto de PCR CaKO_2 HRM_ 2 demostré que las
muestras individuales de las plantas E76 y A116 presentaron AF>10 con perfiles de fusion
que se separaron de los controles. Por otra parte, las muestras individuales E50 y E97, del
producto de PCR ABC, también evidenciaron esta diferencia en el perfil de fusion al
compararse contra sus respectivos controles. Este analisis permitié aislar 8 muestras de
plantas individuales mas, cuyos productos de PCR se secuenciaron con el fin de obtener

informacion para confirmar o descartar los resultados de PCR-HRM.

A pesar de las diferencias observadas en los perfiles de fusion, no se encontraron variaciones

en la secuencia de ADN de los productos de PCR que se secuenciaron. Las variantes
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detectadas por el algoritmo utilizado por el programa NovoSNP ® se encontraron en todas

las secuencias.

Cuadro 6. Variaciones detectadas en el analisis PCR-HRM de muestras de ADN agrupadas
y las muestras de plantas individuales que se lograron extraer como posibles fuentes de

variacion en el perfil de fusion del producto de PCR.

Iniciador Muestras de pools Muestra_s de pools Indi\_/iduos
con AF>10 seleccionadas seleccionados
CaKO_2 HRM_2 12 E25, A36 E76, A116
CaPOP1_HRM 7 A30 Al118
CaKO_2 HRM_1 7 E19, A29 E76
CaWRKY1_ 1 7 E37, A25 A98
CCoAOMT1_HRM 4 A25 A98, A99
CCoAOMT1 2 ELl7, A27 E66
ITS2 HRM_1 1 E29 -
LOX1_HRM 2 E12, A12 E47, A48
Pto 2 E27, A40 -
SUS22 HRM_1 0 - -
SUS22_HRM_3 2 E18, A38 -
ABC 2 E13, E25 E50, E97
FLC 1 A30 -

E: planta mutagenizada con EMS; A: planta mutagenizada con azida de sodio.
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Fig. 3. Andlisis HRM.-PCR del locus definido por los iniciadores CaKO2_HRM_2. De los
80 agrupamientos (pools) analizados, se detectaron dos que presentaban las mayores diferencias en
fluorescencia vs temperatura segun el perfil de fusion. Las flechas rojas sefialan los perfiles de fusion
de las muestras para cada pool o muestra individual, el resto de los perfiles corresponden a controles

(muestras de ADN de plantas de café desarrolladas por embriogénesis somaética y germinacion).
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Fig. 4. Anadlisis HRM.-PCR del locus definido por los iniciadores ABC. De los 80
agrupamientos (pools) analizados, se detectaron dos que presentaban las mayores diferencias en
fluorescencia vs temperatura segun el perfil de fusién. Las flechas rojas sefialan los perfiles de fusion
de las muestras para cada pool o muestra individual, el resto de los perfiles corresponden a controles

(muestras de ADN de plantas de café desarrolladas por embriogénesis somatica y germinacion).
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CaKO2_HRM 2 ABC

GTCCATCTT TTG G AAATCAC TG T

GTCCATICTTTTG G AAATCAC TG T

A

eTccAETTIT o \GAAATCAC TG T

GTCCATCTTTTG G AAATCAC TG T

Fig. 5. Secuencias de los productos de PCR CaKO2_HRM_2 de muestras de plantas
mutagenizadas que presentaron variaciones en su perfil de fusién mediante el analisis HRM,
comparacién a los controles embriogénicos y no embriogénicos: 1: control embriogénesis
somatica; 2: control germinacion; 3: planta E76; 4: planta Al116. ABC: 1: control

embriogénesis somatica; 2: control germinacion; 3: planta E50; 4: planta E97.



79

Discusion

Las variaciones morfoldgicas observadas en las plantulas in vitro podrian deberse a efectos
del tratamiento mutagénico con azida de sodio y EMS. Es probable que las células
embriogénicas que dieron origen a los embriones somaticos acumularon mutaciones no
letales a diferentes tasas. Los alelos originados por las mutaciones pueden expresarse en
diferentes etapas del desarrollo de la planta y ante diversos estimulos ambientales. En este
sentido, todas las plantas de la coleccion han sido expuestas a las mismas condiciones
ambientales (medios de cultivo, fotoperiodo y temperatura; descritas anteriormente en la
seccion de materiales y métodos). Por esta razén, las anormalidades del desarrollo observadas
podrian conducir a la posibilidad de que las plantas regeneradas contengan variantes

gendémicas.

Sin embargo, el traslado de las plantulas al invernadero y el consecuente desarrollo de nuevos
organos revirtid la mayoria de las alteraciones morfoldgicas observadas. Una de las mayores
preocupaciones en utilizar métodos de propagacion masivos basados en fases prolongadas de
callo es generar cambios gendémicos indeseados (Bychappa et al. 2019). Este efecto se
considerd en la evaluacion de las plantulas tanto en el registro de las caracteristicas
morfométricas como la deteccién de posibles mutaciones. Sin embargo, se ha determinado
que la propagacién masiva mediante suspensiones celulares embriogénicas produce plantulas
genéticamente conformes (Landey et al. 2013). Las observaciones fenotipicas han sido
evaluadas en cerca de 200 mil plantas, dentro de las cuales se detecté un 0,74% de variacion;
por otra parte, el polimorfismo detectado por ensayos moleculares como AFLP y MSAP en
145 plantas fue sumamente bajo, con 0 a 0,003% y 0,07%, respectivamente (Landey et al.
2013).

Como se detall6 previamente, se utilizaron muestras de ADN de las plantas desarrolladas
mediante embriogénesis somatica indirecta y mediante germinacién in vitro. De esta manera
se utiliz un control para descartar variaciones producto del estrés inducido por el cultivo in
vitro. Sin embargo, no es posible descartar que las variaciones anatdmicas observadas se

desarrollaron por efectos epigenéticos como resultado de la variacion somaclonal. Esta
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variacion se asocia probablemente al uso de la auxina 2,4-acidodiclorofenoxiacético, 2,4-D,
la cual estimula la proliferacion celular en estado indiferenciado y eleva la tasa de lesiones

gendmicas con cada ciclo reproductivo (Etienne et al. 2016).

Existe un efecto de dilucidon de los alelos mutantes derivados de las lesiones gendmicas
inducidas por el proceso de mutagénesis (Chen y Wilde 2011). EI genoma tetraploide de C.
arabica L. aumenta esta dilucion y conlleva a que la deteccion por métodos moleculares,
como el HRM, se dificulte. Esto debido a que para un locus del genoma que albergue una
posible mutacion, existen otros tres loci sin modificacion genética; al amplificar estas
regiones indistintamente por PCR se obtienen multiples copias de todos los alelos y la
proporcion 3:1 original diluye ain mas el alelo mutante. Asi mismo, se utilizé un disefio de
muestreo por agrupamiento o “pools”, con el fin de reducir el nimero de muestras iniciales
que se analizaron. Esta estrategia de muestreo disminuye la sensibilidad del analisis,

volviendo mas dificil detectar las mutaciones en baja frecuencia (Simko 2016).

Se adicion0 una etapa de amplificacion a menores temperaturas de desnaturalizacion
(COLD-PCR) con el fin de favorecer la amplificacion de posibles alelos mutantes. Este
enriquecimiento de posibles mutantes utilizéd los datos de temperatura de fusion de los
productos de PCR. El protocolo de PCR abarca una amplificacion ordinaria del producto de
interés, seguido de una etapa de formacion de heterodUplex y una etapa de amplificacion a
menores temperaturas de desnaturalizacion. Se aplicé el paso de COLD-PCR con el fin de
superar el efecto de dilucidn que se podria presentar con variaciones genéticas en las regiones

amplificadas por PCR.

Anteriormente se ha demostrado que esta modificacion facilita la deteccion de un mutante en
la presencia de 2000 alelos silvestres (Li et al. 2009). Estos alelos, originados por la
mutagénesis, se encontrarian en condicion heterocigota por lo que su deteccion dentro de la

amplificacion total del resto de alelos se dificultaria.

En este trabajo, no se logré detectar la presencia de mutaciones en las regiones genémicas

analizadas. Esto no implica necesariamente que el protocolo de enriquecimiento de posibles
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mutantes fuera conceptualmente incorrecto. Al contrario, debe considerarse que los estudios
de identificaciébn de mutaciones inducidas en otras plantas involucran el analisis de
numerosos grupos de plantas. Por ejemplo, en Arabidopsis se ha estimado que una poblacion
de 50 mil plantas expuestas a un protocolo de mutagénesis eficiente contiene al menos una
transicion en cada par de GC del genoma (Gillmor y Lukowitz 2020). Otros trabajos
enfocados en el mejoramiento de cultivos han desarrollado poblaciones de mutantes
numerosas para garantizar la deteccion de alelos mutantes. En Solanum lycopersicum
(tomate), se desarrollaron 5000 lineas M2 de plantas mutagenizadas con EMS para encontrar
mutaciones en nueve genes codificantes de proteinas (Yong et al. 2021), en Triticum
aestivum L. em. Thell. (trigo) se evaluaron 2500 lineas M2 en diferentes tratamientos de EMS
(OlaOlorun et al. 2020), mientras que durante la mutagénesis de plantas de Cucumis sativus
(pepino) se utilizé una poblacion inicial de 10 mil semillas (Chen et al. 2018). Recientemente,
se ha desarrollado una poblacion mutante de Capsicum annuum (chile) partiendo de la
mutagénesis de 9500 semillas para generar 3996 lineas M2 (Siddique et al. 2020). Este
trabajo representa, hasta donde se tiene conocimiento, el primero en el cual se han analizado
2100 pb del genoma de 320 plantas mutagenizadas con agentes quimicos en condiciones in

vitro.

Estos trabajos, entre otros, demuestran la necesidad de evaluar una poblacién relativamente
numerosa para garantizar la deteccion de mutaciones en genes de interés. El tamafio de la
poblacion inicial de plantas que se evaluo resulta considerablemente menor comparado con
trabajos de mutagénesis quimica en otros cultivos. Considerando ambas colecciones, se
analizaron 320 plantas mediante PCR-HRM. El tamafio de la poblacion siempre dependera
de la frecuencia de mutaciones provocada por el agente mutagénico y el nivel de ploidia de
la especie (Wilde 2015). Plantas poliploides, como C. arabica, toleran una mayor frecuencia
de mutaciones debido a la funcion redundante de los genes homélogos. Generalmente este
tipo de especies presentan altas densidades mutacionales, como se ha demostrado en el trigo,
canola y tabaco, en donde el tratamiento con EMS gener6 mutaciones cada 24, 42 y 56 Kb,
respectivamente (Slade et al. 2005; Wang et al. 2008; Julio et al. 2008).
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Finalmente, es relevante considerar que la region gendmica que se analiz6 en total
corresponde a 2100 pb, considerando el tamafio de los trece productos de PCR que se
analizaron por HRM. Se deberia de elevar esta proporcion del genoma que se escanea para

elevar la probabilidad de encontrar mutaciones en esta poblacion de plantas.
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ARTICULO 3

Evaluacion de la respuesta fenotipica y genotipica de una poblacién de plantas de
Coffea arabica L. var. Catuai obtenidas por mutagénesis quimica in vitro a la infeccion
de roya (Hemileia vastatrix).
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Resumen

La roya del café (Hemileia vastatrix) representa un obstaculo para el establecimiento de las
plantaciones del café en muchas regiones del planeta. Actualmente no existen fuentes de resistencia
natural en el acervo genético de C. arabica, lo que obliga a los programas de mejoramiento genético
a incorporar elementos genéticos externos de otras especies a través de la hibridacion. Este fenémeno
lleva a la depreciacion de las variedades genotipicamente puras del café ardbica. En este trabajo se
establecieron ensayos de infeccidon en segmentos foliares de plantas de café que derivaron de un
proceso de mutagénesis quimica (azida de sodio 5 mM durante 15 minutos o EMS 185,2 mM durante
120 minutos) aplicada a cultivos embriogénicos. Un total de 163 plantas se inocularon con
uredosporas del patdgeno H. vastatrix. Los segmentos foliares fueron evaluados y analizados
mediante un algoritmo para clasificar la severidad de la enfermedad en cada planta. La severidad de
infeccion se compar6 con los controles Catuai y CR-95. Un grupo de once plantas mutagenizadas
presentd valores de severidad de infeccion similares a la variedad CR-95. Finalmente, plantas
candidatas fueron infectadas nuevamente para analizar la expresion génica de genes implicados en la
respuesta temprana a la infeccién por roya. Se identificaron cerca de diez plantas con una respuesta
diferencial a la infeccion del patdgeno, mostrando menor severidad en el desarrollo de la enfermedad

dentro del periodo evaluado.
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Introduccion

La roya del café, provocada por el hongo Hemileia vastatrix es una de las principales
enfermedades a nivel mundial, con una gran diversidad de razas patogénicas. En los Gltimos
afios estas razas se han propagado rapidamente y se han detectado aislamientos mas
virulentos que han logrado quebrar la resistencia de genotipos que hasta el momento resistian
la infeccion de razas locales (Barka et al. 2017). En el presente, la severidad epidemioldgica
de las infecciones es la méas severa jamas registrada en regiones como Latinoamérica
(Avelino et al. 2015; Zambolim 2016).

Esta rapida propagacion de nuevas razas no es compatible con la reproduccion asexual con
la que se ha caracterizado a este hongo (Cabral et al. 2016). Se ha logrado elucidar
parcialmente el mecanismo de reproduccion sexual criptico que posee H. vastatrix. El
mecanismo de criptosexualidad fue identificado en esporas asexuales mediante citometria de
flujo, este tipo de reproduccién podria explicar la frecuente y rapida emergencia de nuevas

razas fisioldgicas de la roya del café (Carvalho et al. 2011).

La roya del café provoca anualmente pérdidas de 1 a 2 billones de délares y limita la
propagacion del café arabica (Coffea arabica L.), de alta calidad, por todas las regiones del
planeta (Talhinhas et al. 2017). Cuellos de botella muy severos durante la domesticacion de
C. arabica L. han reducido considerablemente la diversidad genética del cultivo; estas
sustracciones de alelos relevantes del acervo genético han sido particularmente importantes
para caracteristica de respuesta a la roya (Talhinhas et al. 2017). Esto debido a que fue
domesticado finalmente en Yemen, el rea mas arida destinada al cultivo del café, y por lo
tanto no existié presién selectiva contra la resistencia a un patdgeno que nunca estuvo

presente (Rodrigues et al. 1975, citado por Talhinhas et al. 2017).

La resistencia del café a la infeccion por la roya involucra estrategias bien caracterizadas
dentro del estudio de la interaccion planta-patégeno. En las interacciones incompatibles, se
presenta una rapida respuesta hipersensible (Diola et al. 2013). De esta manera los genotipos

de café resistentes inducen una rapida muerte celular en los sitios de infeccion cuando los
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primeros haustorios del hongo ingresan al mesofilo. Este patosistema incluye mas de 45 razas
patogénicas de H. vastatrix y la resistencia especifica segun la raza del hongo esta
determinada por nueve factores genéticos, o genes R, llamados Su1 — SH9 (Rodrigues et al.
195, citado por Ramiro et al 2009). De esta manera la resistencia es la condicion en la que el
sistema de defensa de la planta reconoce alguno de los nueve factores de virulencia (v1-v9)
(Barka et al. 2017).

La principal fuente de resistencia a la roya es la hibridacion de C. arabica con genotipos que
comparten factores de resistencia Su con C. canephora, tal como el Hibrido de Timor.
Actualmente, la resistencia basada en genes dominantes se considera riesgosa y vulnerable
al cambio genético repentino en la virulencia de la roya (Romero et al. 2010). Asi mismo,
multiples genotipos de resistencia han perdido gradualmente la resistencia completa, tal
como Lempira, Costa Rica 95, Colombia e Icatl. La resistencia parcial, caracterizada por un
periodo latente, extenso y con menor produccion de esporas y una menor defoliacion, es un

mecanismo de resistencia menos conocido (Romero et al. 2010).

La identificacion de resistencia dentro de C. arabica L. es el mecanismo ideal, pues evita el
incorporar caracteristicas no deseadas de otras especies (Talhinhas et al. 2017). Sin embargo,
no se han identificado fuentes de resistencia en poblaciones silvestres y la baja diversidad
genética dentro de la especie pronostica pocas probabilidades de encontrarlas (Davis et al.
2012). Ante este panorama resulta relevante explorar técnicas de mejoramiento genético
alternativas, las cuales abarcan desde la induccion de mutaciones, la transgénesis y la edicion
de genomas mediada por endonucleasas. La induccién de mutaciones permite generar
poblaciones numerosas de plantas, las cuales pueden ser evaluadas en campo, o mediante
ensayos de infeccion ex planta, para d